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RESUMO

Desenvolvimento dos tecidos entérico, hepatico e muscular de juvenis de
pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg 1887) e dourado (Salminus
brasiliensis, Cuvier 1816) alimentados com dieta contendo colostro bovino
liofilizado

O fornecimento de colostro bovino liofilizado (CBL), fonte alternativa de proteina,
foi avaliado como um ingrediente inovador na nutricdo de peixes. A influéncia
desta secrecao lactea foi estudada sobre o desenvolvimento dos tecidos entérico,
hepético e muscular de pacu (Piaractus mesopotamicus) e dourado (Salminus
brasiliensis) juvenis, utilizando-se andlises da concentracdo sérica de IGF-I, o
estudo da estrutura morfoldgica e atividade enzimatica no intestino e, 0s
indicadores de atividade celular nos tecidos entérico, hepéatico e muscular. Os
pacus (8,5 £ 0,7g; 7,7 £ 0,3cm) e dourados (13,3 + 0,9g; 10,8 £ 0,3cm), foram
distribuidos num delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x2, constituindo-se de trés dietas com inclusdo de CBL (0%,
10% e 20%) e dois periodos experimentais (30 e 60 dias). Para os indicadores de
desempenho no pacu, houve interacdo para ganho de peso (GP) e conversao
alimentar aparente (CAA) (P<0,05). Os valores de GP, para 10 e 20% de CBL,
nao diferiram do 0% de CBL, indicando que as dietas foram adequadas e
atenderam as necessidades nutricionais dos juvenis. Maior indice de conversao
alimentar foi encontrado com 10% de CBL, aos 60 dias. A concentracdo de IGF-I
nao diferiu entre as dietas nas duas espécies, contudo, foi maior no dourado aos
60 dias (P<0,05). A morfologia do epitélio intestinal de pacu e dourado juvenis nao
foi alterada pelo fornecimento de CBL, entretanto, observaram-se diferencas entre
0S segmentos intestinais. A atividade da enzima aminopeptidase N foi maior nos
pacus alimentados com 10% e 20% de CBL (P<0,05); a atividade das peptidases
e dissacaridases foi menor aos 60 dias; exceto para aminopeptidase A, que
apresentou elevada atividade neste mesmo periodo. No dourado, apenas houve
diferenca para aminopeptidase A, que foi menor aos 60 dias (P<0,05). Com
relacdo aos indicadores de atividade celular, no intestino de pacu, a relagao
proteina total (PT)/RNA foi menor aos 30 dias. No figado de dourado houve
interacdo entre dieta e periodo para DNA, sendo maior nos peixes alimentados
com 20% de CBL, aos 60 dias. No musculo de pacu PT/RNA foi maior com 10%
de CBL; RNA, PT/DNA e RNA/DNA menor aos 60 dias, enquanto DNA e PT/RNA,
maior neste mesmo periodo. No musculo do dourado, RNA e RNA/DNA, foram
menores aos 60 dias e, PT/RNA, maior neste mesmo periodo (P<0,05).
Considerando o0s aspectos estudados para avaliar as consequéncias do
fornecimento de colostro bovino para pacu e dourado juvenis, observou-se que
foram mantidas inalteradas a plasticidade e atividade das enzimas no epitélio
intestinal e a atividade celular nos tecidos entérico, hepatico e muscular. Esta
condicdo sugere a possibilidade de uso desta secre¢do lactea na nutricdo dos
peixes estudados.

Palavras-chave: Ictiéfagos; Onivoros; Proteina animal; Desenvolvimento tecidual,
Atividade enzimética; Morfologia intestinal
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ABSTRACT

Enteric, liver and muscle tissues development of pacu (Piaractus
mesopotamicus, Holmberg 1887) and dourado (Salminus brasiliensis, Cuvier
1816) juveniles fed diet containing lyophilized bovine colostrum

The supply of lyophilized bovine colostrum (LBC), alternative protein source, has
been evaluated as an innovative ingredient in fish nutrition. The milk secretion
influence was studied on enteric, liver and muscle tissues development of pacu
(Piaractus mesopotamicus) and dourado (Salminus brasiliensis), using analysis of
serum IGF-1 concentration, morphological structure study and enzyme activity in
intestine, as well as the responses of cellular indicators in enteric, liver and muscle
tissues. Juveniles of pacu (8.5 £ 0.7g; 7.7 £ 0.3cm) and dourado (13.3 £ 0.9g; 10.8
+ 0.3cm) were distributed in a completely randomized design in a factorial scheme
3x2, constituting of three diets with LBC inclusion (0, 10 or 20%) and two
experimental periods (30 or 60 days). The performance indicators in pacu,
interaction between diet and period was observed to weight gain (WG) and feed
conversion rate (FCR) (P<0.05). GP values in 10 and 20% LBC did not differ from
the values of 0% LBC, indicating that the diets were adequate and met the
nutritional needs of the juveniles. Higher FCR was found with 10% LBC at 60
days. IGF-I concentration did not differ between diets in both species, but was
higher in dourado at 60 days (P<0.05). The pacu and dourado intestinal epithelium
histomorphometry, was not altered by the LBC supply, however, there were
differences between intestinal segments. The enzyme activity of aminopeptidase
N was higher in pacu fed 10% and 20% of LBC (P<0.05); the activity of peptidases
and disaccharidases was lower at 60 days; except for aminopeptidase A which
showed high activity in this period. In the dourado, was difference only to
aminopeptidase A, which was lower at 60 days (P<0.05). Regarding the indicators
of cellular activity, in intestine of pacu, total protein (TP)/RNA ratio was lower at 30
days. In liver of dourado, there was interaction between diet and period for DNA,
being higher in fish fed 20% LBC, at 60 days. In muscle of pacu, TP/RNA was
higher with 10% LBC; RNA, TP/DNA and RNA/DNA ratio lower at 60 d, while TP
and DNA/RNA ratio increased during the same period. In muscle of dourado, RNA
and RNA/DNA were lower at 60 days and, TP/RNA higher in the same period
(P<0.05). Considering the aspects studied to evaluate the effects of bovine
colostrum for juvenile pacu and dourado, it was observed that were kept
unchanged the plasticity and enzymes activity in intestinal epithelium and cellular
activity in enteric, liver and muscle tissues. This condition suggests the possibility
of using this milk secretion in nutrition of fish studied.

Keywords: Carnivores; Omnivores; Animal protein; Tissue development;
Enzymatic activity; Intestinal morphology
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1 INTRODUCAO

Mundialmente a aquicultura vem apresentando expressivo crescimento,
passando de 52,5 milhdes de toneladas produzidas em 2008 para 59,9 milhdes
de toneladas em 2013, conforme relatério da Organizacdo das Nac¢Oes Unidas
para a Agricultura e a Alimentacao (FAO, 2010, 2013). No Brasil percebe-se esta
mesma tendéncia de expressividade, pois apresentou crescimento produtivo
relativo de 43,8% entre os anos de 2007 e 2009 e, elevagdo de 39,8% no
consumo per capita de produtos aquicolas entre 2003 e 2009 (BRASIL, 2013).
Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura, o consumo de pescados no Brasil
alcancou 11,2 Kg por habitante no ano de 2011, quantidade proxima a média
minima recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 12 kg por
habitante/ano (BRASIL, 2013).

No Brasil, o aumento na producdo de pescados de agua doce em
confinamento esta relacionado, em grande parte, ao vasto potencial para o
desenvolvimento dessa atividade. Além de possuir a maior bacia hidrogréfica do
mundo, a Amazodnica, o pais apresenta incomparavel disponibilidade de espécies
nativas e exoéticas, clima predominantemente tropical, autossuficiéncia na
producdo de grdos, mao de obra abundante e crescente demanda interna por
carne mais saudavel para consumo (CRESCENCIO, 2005; OSTRENSKY:;
BOEGER; CHAMMAS, 2007). Perante um mercado consumidor cada vez mais
exigente por qualidade do pescado, faz-se necesséria a organizacao e fortificacdo
da cadeia produtiva, instalacdo de programas de incentivo para a producdo em
propriedades rurais, estabelecimento de padrbes de qualidade para os produtos e
criacdo de laboratérios oficiais para certificar a qualidade do pescado, visando o
mercado para exportacdo, importacdo e consumo interno (FAO, 2013; BRASIL,
2013; VALENTI, 2008).

Nas criagdes animais intensivas, 0s gastos com alimentagcdo séo
elevados, principalmente em funcdo do elevado custo da fragdo protéica em
relacdo aos demais ingredientes utilizados na alimentacdo. Com base nisso, a
busca por ingredientes protéicos que sejam, ao mesmo tempo, de alta qualidade,
custo reduzido e de boa disponibilidade no mercado, faz-se importante
economicamente. A primeira secrec¢ao lactea bovina, o colostro, uma rica fonte de

proteina e componentes biologicamente ativos, tem sido relacionado a melhoria
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na nutricdo, protecdo imunolégica e desenvolvimento dos tecidos corporais em
mamiferos (BLUM; BAUMRUCKER, 2002; BUHLER et al., 1998; PANDEY et al.,
2011). Para peixes em crescimento, a utilizacdo do colostro pode ser considerada
potencialmente viavel em funcdo da facilidade de obtencdo do excedente de
produgéo pela vasta bacia leiteira no Brasil, custo reduzido e alta qualidade.
Adicionalmente, o processo de liofilizagdo do colostro e incorporacdo a racao
peletizada, vem agregar beneficios, pois conserva as caracteristicas quimicas e
organolépticas originais desta secrecéo.

Foi estudada de forma inédita, a influéncia do colostro bovino liofilizado
(CBL), fonte parcial de proteina na racdo de pacu e dourado juvenis, sobre o
desenvolvimento dos tecidos entérico, hepatico e muscular de pacu (Piaractus
mesopotamicus) e dourado (Salminus brasiliensis) juvenis. Para tal, foram
utilizadas andlises da concentracdo seérica de IGF-lI, o estudo da estrutura
morfologica e atividade enzimética no intestino e, indicadores de atividade celular

nos tecidos entérico, hepatico e muscular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do pacu e dourado

Entre as espécies nativas neotropicais de agua doce com importancia
econbmica aos ecossistemas brasileiros destacam-se o0 pacu (Piaractus
mesopotamicus) e o dourado (Salminus brasiliensis). Estes sédo peixes endémicos
explorados comercialmente em funcéo de seus desejaveis potenciais zootécnicos,
apreciavel qualidade da carne e aceitacdo pelos consumidores (OSTRENSKY;
BORGHETTI, 2002; SAMPAIO-OLIVEIRA; CONTE; CYRINO, 2004; URBINATI,
GONGCALVES, 2010). Diante destas premissas e, aliado ao fato de possuirem
diferentes habitos alimentares com respostas fisioldgicas distintas, estas espécies
tornam-se importantes modelos bioldgicos para estudo.

O pacu, pertence a ordem Characiformes, familia Characidae, subfamilia
Serrasalminae, género Piaractus, espécie P. mesopotamicus. E uma espécie
amplamente distribuida no territério brasileiro e encontrada nas bacias dos rios
Parana, Paraguai e Uruguai (BICUDO, 2008; GODOY, 1975) (Figura 1). Por
possuir habito alimentar onivoro com forte tendéncia a herbivoro, alimenta-se em
meio natural, de uma ampla gama de frutos, detritos organicos, crustaceos,
moluscos e pequenos peixes. Aproveita uma grande variedade de alimentos e

apresenta dieta diversificada, conforme regido e época do ano.

Figura 1 — Fotografia do pacu (Piaractus mesopotamicus,
Holmberg 1887)
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O dourado pertence a ordem Characiformes, familia Characidae,
subfamilia Salmininae, género Salminus, espécie S. brasiliensis (STREIT, 2006)
(Figura 2). Atualmente foram descritas trés espécies do género Salminus:
Salminus affinis, Salminus hilarii e Salminus brasiliensis. A Ultima espécie possui
0 maior potencial para piscicultura, em funcdo do seu rapido desenvolvimento e
crescimento, boa conversdo alimentar, elevado preco de mercado e demanda
para a pesca esportiva (CRESCENCIO, 2005; WEINGARTNER; ZANIBONI-
FILHO, 2005). O dourado ocupa atualmente o topo da cadeia alimentar, possui
alto valor na ictiofauna brasileira e, encontra-se geograficamente distribuido nas
bacias dos rios Paraguai e Pantanal Mato-Grossense, Rio Grande, Parana, Prata
e do Rio Sao Francisco (BRAGA et al., 2007; FRACALOSSI et al., 2004).

Larvas ou juvenis de dourado sédo predadores icti6fagos generalistas,
capazes de predar uma ampla gama de alimentos de origem animal, enquanto os
adultos predam apenas peixes, sendo denominados ictiéfagos ou piscivoros por
exceléncia (DAIRIKI, 2009; FRACALOSSI et al., 2004). A preferéncia alimentar
torna elevado seu custo de producdo, pois exige dietas com altos teores de
proteina (> 40%), a qual é considerada a fracdo de mais elevado custo da dieta
(DELLA FLORA et al., 2010; SCHUTZ; NUNER, 2007).

Figura 2 - Fotografia do dourado (Salminus brasiliensis, Cuvier
1816)

Apesar de haver diversas pesquisas envolvendo estas duas espécies
cultivadas (ABIMORAD; CARNEIRO, 2007; ABREU et al., 2009; BALDAN, 2008;
BICUDO; SADO; CYRINO, 2009a, 2009b; COSTA, 2007; CYRINO et al., 2010;
FERNANDES; CARNEIRO; SAKOMURA, 2001; HONORATO et al., 2010), o
sucesso da producgdo intensiva depende de estudos adicionais relacionando
respostas fisiolégicas a exigéncias nutricionais, sanidade, predisposicdo a
doencas, condi¢cdes de bem-estar e comportamento.
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2.2 Anatomia e histologia do intestino de peixes

Entre os teledsteos existem variacbes anatbmicas e histologicas
marcantes no trato gastrintestinal (TGI), que por suas intrigantes particularidades
e importancia para o crescimento do peixe, vem sendo alvo de estudos
(ALBRECHT; FERREIRA; CARAMASCHI, 2001; BECKER et al., 2010;
RASKOVIC et al., 2011; RODRIGUES et al., 2009).

Os teledsteos possuem diferentes habitos alimentares e séo classificados
conforme a preferéncia alimentar e dieta consumida em carnivoros, herbivoros e
onivoros. As preferéncias alimentares definem caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas espécies-especificas, inclusive pH do estébmago, morfologia e
atividade das enzimas intestinais (CYRINO et al., 2010). O tipo de alimento
ingerido pelos peixes, juntamente a anatomia externa e interna, como a posi¢cao
da boca, dentes, rastros branquiais, esttmago e intestino, podem remeter a
importantes informacdes sobre o habito alimentar de cada espécie (BECKER et
al., 2010; FUGI; AGOSTINHO; HAHN, 2001). A percepcéo anatomohistologica do
trato gastrintestinal quando antecede o entendimento do mecanismo de
internalizacdo de nutrientes pelo epitélio torna mais facil o entendimento dos
importantes processos absortivos.

O intestino dos peixes apresenta variacdes, em especial no que se refere
a estrutura anatdbmica e ao comprimento, intimamente correlacionados com o tipo,
tamanho e valor nutricional dos alimentos ingeridos (FUGI; AGOSTINHO; HAHN,
2001; REIFEL; TRAVILL, 1978). Sabe-se que espécies de peixes herbivoros e
detritivoros possuem intestinos mais longos e estreitos do que os carnivoros
(BECKER et al., 2010; FUGI; AGOSTINHO; HAHN, 2001). Esta diferenca pode
ser comprovada através da medida do comprimento relativo do intestino (CRI),
gue leva em consideragdo o comprimento do intestino médio e reto em relacdo ao
comprimento corporal. Nos carnivoros o CRI varia entre 0,2 a 2,5, nos onivoros
entre 0,6 e 8,0 e nos herbivoros de 0,8 a 15,0 (ALBRECHT; FERREIRA;
CARAMASCHI, 2001; SEIXAS FILHO et al., 2000, 2001).

O tubo digestivo dos peixes é dividido, anatomicamente, em intestino
anterior, intestino meédio e intestino posterior. Segundo Bertin (1958), o intestino
anterior compreende o es6fago e estbmago; o intestino médio é representado
pelo intestino propriamente dito, o qual se inicia na valvula pilérica ou regido dos

cecos pildricos; e intestino posterior ou reto, € o segmento final do aparelho
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digestivo, que se inicia apds a interrupcdo da valva ileo-retal ou apés um curto
trajeto dorsiventrocaudal e desemboca no anus. O intestino médio pode ser ainda
subdividido em segmentos, ou alcas, sendo S1 ou cranial, S2 ou intermediario e
S3 ou distal (BERTIN, 1958; RODRIGUES; MENIN, 2008).

O intestino é composto, histologicamente, por quatro camadas de tecido
sendo mucosa, submucosa, tunica muscular e serosa. O sistema digestivo é
composto por tecido muscular revestido por uma membrana mucosa em forma de
dobras e convolucbes, que aumentam a superficie de absorcdo e refletem as
diferentes funcbes de cada compartimento (ALBRECHT; FERREIRA;
CARAMASCHI, 2001; BANAN KHOJASTEH et al., 2009).

Os diferentes segmentos que formam o intestino médio (S1, S2 e S3) e o
intestino posterior, possuem caracteristicas estruturais diversificadas, ndo sendo
possivel, por vezes, estabelecer um padrdo para a histologia do intestino
(ALBRECHT; FERREIRA; CARAMASCHI, 2001; CINAR; SENOL, 2006;
FACCIOLI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2009; SEIXAS FILHO et al., 2001). O
arranjo das dobras intestinais relaciona-se a quantidade e velocidade de
transporte do alimento pelo intestino (SEIXAS FILHO et al., 2001).

Nos teledsteos, normalmente sdo encontrados, compondo as dobras da
mucosa intestinal, dois tipos de células, os enterécitos e as células caliciformes.
Os enterdcitos, também conhecidos como células absortivas, s&@o células
epiteliais cilindricas que apresentam na porcdo apical uma camada de
microvilosidades. As células caliciformes, especializadas na producao de muco
comportam em seu interior granulos de mucinas que quando exocitadas para o
limen intestinal possuem, além da habilidade de se ligar as células constituintes
da microbiota bacteriana, a possibilidade de aderir-se a patégenos invasores do
organismo (ASCENCIO et al.,, 1998). Normalmente, maior quantidade destas
células secretorias €é encontrada na presenca de patdgenos invasores
(CORFIELD et al., 2001; DEPLANCKE; GASKINS, 2001). A ultima por¢cdo do
intestino, em diferentes espécies de animais, tem apresentado maior numero de
células caliciformes (CRUZ et al., 2014; MACHADO-NETO et al., 2013; NORDI et
al., 2013). Adicionalmente aos tipos celulares comumente encontrados,
compondo o epitélio intestinal de peixes, existe um tipo celular denominado rodlet
cells ou células bastonetes. Estas, ainda sdo pouco conhecidas e exploradas no

meio cientifico, contudo pesquisas vém sendo realizadas para seu melhor
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entendimento (DEZFULI et al., 2013; LAURA et al., 2012; MANERA; DEZFULI,
2004; REITE; EVENSEN, 2006). Em sua revisdo Manera e Dezfuli (2004), trazem
um breve histérico das células bastonetes, sendo interpretadas inicialmente por
Thelohan em 1892, como parasitos em funcdo da semelhanca estrutural entre
ambos. Atualmente, sdo caracterizadas como unidades glandulares enddgenas
presentes apenas em tecidos dos teledsteos, principalmente no epitélio do trato
gastrintestinal e das branquias (DEZFULI et al., 2013; REITE; EVENSEN, 2006).
Suas funcbes especificas ainda ndo sdo completamente entendidas, contudo,
supfe-se atuar como mecanismo de defesa inato, ndo especifico, em funcédo do
consideravel aumento na quantidade quando o peixe esté parasitado (DEZFULI et
al., 2013; LAURA et al., 2012; MANERA; DEZFULI, 2004; REITE; EVENSEN,
2006). Ainda, sugere-se possivel utilizacdo destas células como marcadores
biologicos, pois aparecem com alta frequéncia nos tecidos epiteliais das
branquias e intestino apds submissdo a condicdo de estresse (MANERA,;
DEZFULLI, 2004).

Células bastonetes foram verificadas por microscopia éptica e eletrénica
no intestino de peixes (ARELADO; STORCH; SARASQUETE, 2002; BORGES et
al., 2010; DEZFULI et al., 2013; LAURA et al., 2012; REZENDE et al., 2013;
SCHMACHTENBERG, 2007). Na garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus)
foram encontradas inclusdes citoplasmaticas na forma de bastfes, no interior das
células e a liberacdo de granulos para a luz do tubo digestivo por microscopia
Optica (BORGES et al.,, 2010). Utlizando-se a trasmissdo, pesquisadores
encontraram células com formato oval e alongado, contendo uma capsula fibrosa
e nucleo condensado na posicdo basal. No interior das células estava presente
reticulo endoplasmatico rugoso, mitocéndrias e aparelho de Golgi. Laura et al.

(2012), ainda pode verificar diferentes estagios de maturagéo destas ceélulas.

2.3 Processo digestivo no intestino de peixes

Nos teledsteos, as caracteristicas histologicas e estruturais das células
absortivas do intestino médio estdo associadas, aléem da osmorregulacéo, a
absorcdo de nutrientes menores apos a digestdo enzimatica (monossacarideos,
aminoacidos e lipidios) por difusdo, enquanto nos segmentos intestinais

posteriores sao carreadas unidades nutricionais maiores, por pinocitose
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(ABAURREA-EQUISOAIN; OSTOS-GARRIDO, 1996; GEORGOPOULOU et al.,
1988; KROGDAHL et al., 2003; OSTASZEWSKA et al., 2005).

Em mamiferos, o transporte de macromoléculas do colostro ocorre
através de um processo de absorcdo nao seletivo pela membrana apical dos
enterécitos fetais apenas nos primeiros dias de vida, quando surge uma nova
geracdo de células, tipo adultas, impermeaveis a estas moléculas, processo
denominado fechamento intestinal (BESSI et al., 2002a, 2002b; MACHADO-
NETO et al., 2011; MORETTI et al., 2014a; NORDI et al., 2012; SKRZYPEK et al.,
2007). Nestes animais, 0s enterdcitos fetais sdo vacuolados e possuem um
sistema de canaliculos apicais constituido por vacuolos citoplasméaticos de
diferentes tamanhos (MORETTI et al., 2013; SKRZYPEK et al., 2007). O epitélio
intestinal dos teledsteos, diferente dos mamiferos, possui condicfes diferenciadas
de permeabilidade, pois 0 processo pinocitico persiste até a fase juvenil e adulta,
com variagdo entre as espécies e durante as fases da vida (BARBIERI;
HERNANDEZ-BLASQUEZ, 2002; GEORGOPOULOU et al., 1988; STROBAND;
van der VEEN, 1981). A absorcdo das macromoléculas por pinocitose ocorre
através de um mecanismo de penetracdo de fluidos na célula e formacédo de
invaginacdes na membrana celular da porcao apical dos enterdécitos intestinais e
conseguinte formagdo de um massivo acumulo de vesiculas e vacuolos
citoplasmaticos de absorcdo (BARBIERI; HERNANDEZ-BLASQUEZ, 2002;
SCHEP et al., 1999).

Estudos utilizando ferritina, como modelo de macromolécula protéica
eletrondensa, verificaram que as proteinas sdo encontradas nas vesiculas
pinociticas nos enterdcitos, as quais passam inespecificamente pelo epitélio,
principalmente na segunda por¢do do intestino do curimbata (Prochilodus scrofa)
e da carpa capim (Ctenopharyngodon idella) (BARBIERI; HERNANDEZ-
BLAZQUEZ, 2002; STROBAND; van der VEEN, 1981). Ao utilizar a proteina
horseradish peroxidase (HRP) para truta (Oncorhynchus mykiis) com peso
corporal entre 150-250 g, foi verificado que apos a internalizagdo da peroxidase
pelos enterOcitos, em torno de 6% alcancou a corrente sanguinea
(GEORGOPOULOU et al.,, 1988). Segundo os autores, o maximo de HRP
detectada foi apdés 12 horas da utilizagdo, presente em invaginacgbes da
membrana plasmatica na base das microvilosidades, vesiculas formadas na

membrana apical e no espaco intercelular apés serem exocitadas.
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O adequado processo de digestdo e absorcdo de nutrientes pelo trato
gastrintestinal € dependente do contato do alimento com as enzimas digestivas
extracelulares e intracelulares presentes no trato digestivo. Desde o primeiro dia
apos eclosdo, mesmo antes do inicio da alimentacdo exdgena, sdo encontradas
enzimas digestivas nos teledsteos (KUZ’MINA, 1996; TENGJAROENKUL et al.,
2002; ZOUITEN et al., 2008). A producdo enzimatica € variavel e influenciada
pelo tamanho do intestino, fase do desenvolvimento e alimento consumido (GIRI
et al., 2000; HAKIN et al., 2006; HARPAZ; UNI, 1999; KROGDAHL et al., 2003;
KUPERMAN; KUZ'MINA, 1994; ZAMBONINO INFANTE; CAHU; PERES, 1997).
Apés uma fase inicial, ocorre um processo de maturacdo do epitélio intestinal,
caracterizado pela diminuicdo das enzimas citosolicas concomitantemente com o
aumento das enzimas de superficie (CAHU; ZAMBONINO-INFANTE, 1995;
ZAMBONINO-INFANTE; CAHU, 2007; ZOUITEN et al., 2008). ApGs este periodo
de transicdo, ocorre variagdo enzimatica normal no intestino de peixes nas fases
subsequentes (KUZ’'MINA, 1996).

O estudo histolégico do epitélio intestinal, juntamente ao entendimento
das enzimas presentes no epitélio intestinal, considerados indicadores de
condicao fisiolégica, faz-se relevante quando se pretende a incorporacdo de dieta
adequada para cada fase do desenvolvimento nos peixes.

2.4 Colostro como suplementacao protéica

O colostro, primeira secrecao lactea produzida pelos mamiferos, € uma
mistura de secrec¢des produzidas pela glandula mamaria e elementos oriundos do
soro sanguineo principalmente proteinas como as imunoglobulinas (FOLEY;
OTTERBY, 1978; JEFFCOTT, 1972; PANDEY et al, 2011; PENCHEV
GEORGIEV, 2008). A primeira secrecao lactea difere do leite, pois apresenta
elevadas concentragbes de nutrientes essenciais, imunoglobulinas e fatores
biologicamente ativos (BUHLER et al., 1998; BLUM; BAUMRUCKER, 2002;
HAMMOM; BLUM, 2002; PENCHEV GEORGIEYV, 2008).

Os mamiferos, ao nascerem apresentam pouca ou nenhuma protecéo
especifica (ARGUELLO et al., 2004; LIMA et al., 2013), em funcdo das barreiras
placentarias que separam a circulagcdo sanguinea materna da fetal, dificultando a
passagem de anticorpos maternos durante a gestacdo. Com isso, faz-se de

extrema necessidade o consumo do colostro nas primeiras horas de vida, em
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fungéo da presenca de elevada concentracdo de imunoglobulinas nesta secregao,
conferindo assim protecdo imunoldgica ao recém-nato (BLUM; BAUMRUCKER,
2002; BUHLER et al., 1998; PENCHEV GEORGIEV, 2008). Em peixes, os
componentes imunes de uma fémea imunocompetente sdo, da mesma forma que
nos ruminantes, transferidos para seus descendentes, contudo, através do saco
vitelino (SWAIN; NAYAK, 2009).

As principais imunoglobulinas presentes no colostro bovino séo IgG, IgM,
IgA, IgD e IgE, sendo que, em ruminantes, a IgG, que perfaz mais de 80% da
imunoglobulinas do colostro, é priorizada no processo de transferéncia
(CAMPBELL et al., 1977; PENCHEV GEORGIEV, 2008). Em peixes, a principal
imunoglobulina responsavel pela protecdo especifica humoral transferida de
origem materna é a IgM, processo que permanece até o final da absor¢cao do
saco vitelinico (SWAIN; NAYAK, 2009).

A utilizagdo de colostro bovino como suplemento alimentar tem sido
estudado em humanos (CHEN et al., 2014; MARCHBANK et al., 2011; STEFANI
et al., 2014), em outras espécies de animais (FENGER et al., 2014; MORETTI et
al., 2012a, 2012b, 2014a; PAULETTI et al., 2007c; PANDEY et al.,, 2011) e,
recentemente, em peixes por nosso grupo de pesquisa (MORETTI et al., 2014b,
CRUZ et al.,, 2014; RODRIGUES et al., 2009, 2010). O fornecimento desta
secrecao lactea incluida em peletes de racdo para pacu e dourados juvenis nao
determinou alteracBes negativas significativas na fisiologia entérica indicando-a
como passivel de uso para peixes em funcdo da elevada qualidade protéica
(CRUZ et al., 2014; MORETTI et al., 2014Db).

O colostro bovino acrescentado a dieta de peixes pode contribuir
nutricionalmente como fonte protéica alternativa e complementar a outras fontes
de proteina normalmente utilizadas na nutricdo de peixes. Esta secrecdo possuli
alta concentracdo de proteina bruta, variando entre 15,7 e 31,3%, além das
gorduras, minerais e vitaminas (FOLEY; OTTERBY, 1978; HADJIPANAYIOTOU,
1995; MORETTI et al., 2010). Adicionalmente, o colostro esta envolvido com a
promocdo da saude em funcdo da concentracdo de peptideos biologicamente
ativos, como o fator de crescimento semelhante a insulina tipo | e Il (IGF-I e IGF-
I), fator de crescimento fibroblastico (FGF), epidermal (EGF) e transformador beta
(TGF-B) (ELFSTRAND et al.,, 2002; PANDEY et al., 2011). Os fatores de

crescimento agem no aumento da proliferacdo e diferenciacdo das células
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intestinais influenciando assim a capacidade absortiva de eletrélitos e nutrientes
pelas células intestinais (PANDEY et al., 2011). Na composi¢cdo do colostro
bovino, ainda estdo presentes fatores que previnem a degradacao protéica como
o fator inibidor de tripsina (CHRISTENSEN et al., 1995), fatores antimicrobianos
como a lactoferrina, lactoperoxidase e lisozima (PANDEY et al., 2011) e, fatores
antioxidantes como as enzimas lactoperoxidase, catalase (CAT), superéxido
dismutase e glutationa peroxidase, e as vitaminas A, E, C e selénio. Estes fatores
antioxidantes agem na prevencdo da formacdo em excesso de espécies reativas
de oxigénio (ROS), evitando consequentemente, 0 estresse oxidativo
(PRZYBYLSKA; ALBERA; KANKOFER, 2007).

Um alimento é considerado nutracéutico quando pode ser utilizado como
agente terapéutico aumentando a resisténcia contra patdégenos causadores de
infecgOes e doencas (PANDEY et al., 2011). Neste aspecto, segundo 0s mesmos
autores, o colostro pode ser enquadrado nesta definicdo, pois, além de sua
eficiéncia contra organismos invasores do organismo, aumenta a permeabilidade
intestinal, auxilia na cicatrizacao de lesdes intestinais e proporciona 0 aumento da
absorcdo de nutrientes pelo trato gastrintestinal (MARCHBANK et al., 2011;
PANDEY et al., 2011).

Embasado nas caracteristicas deste ingrediente lacteo, quando
adicionado na alimentacéo de peixes, pode ser substancialmente importante para
o desenvolvimento das funcdes fisioldgicas e, crescimento das espécies. Em
funcdo do ineditismo desta fonte alimentar de origem animal para peixes
neotropicais e endémicos do Brasil como o pacu e dourado e, com base na
preocupacdo em aliar a nutricho com saude, bem-estar das espécies, e
rendimento econdémico, houve ampliacdo das bases para pesquisas no Nosso

grupo de pesquisa ha ESALQ/USP.

2.5 IGF-1 e suas ag¢des

Os fatores de crescimento semelhante a insulina - IGFs sdo compostos
bioativos envolvidos com mecanismos fisiologicos como diferenciacédo e
proliferacdo celular, desenvolvimento, crescimento corporal e reproducao
(BECKMAN, 2011; JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011; KELLEY, 2004,
MORIYAMA et al.,, 2000; RADAELLI et al.,, 2003; REINECKE, 2010; SHVED;
BAROILLER; EPPLER, 2009). Os peptideos bioativos tém sido definidos como
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fragmentos especificos das proteinas que, ao se ligarem a receptores especificos
da célula alvo, induzem respostas fisiologicas (KITTS; WEILER, 2003; RYAN et
al., 2011). Em funcéo dos efeitos mitogénicos e anabdlicos, a utilizacdo dos IGFs
para peixes pode ser interessante como estimulante das vias de sinalizacdo do
crescimento do tecido muscular, principalmente em funcdo de seu modo de
crescimento hiperplasico e hipertréfico durante a fase de crescimento (CASTILLO
et al., 2004; FUENTES et al., 2011;PAULETTI et al., 2007a).

Entre os vertebrados, o grupo dos peixes foram o0s primeiros a
apresentarem um completo sistema de ligantes e receptores para insulina, fator
de crescimento semelhante a insulina tipo | e Il (IGF-I e IGF-Il), peptideos
pertencentes a mesma familia de proteinas (DEBNATH, 2010; DUAN, 1998;
PLANAS et al., 2000). Estes polipeptideos de cadeias simples e estrutura terciaria
estdo envolvidos com o controle dos mecanismos fisiol6gicos e processos
celulares no organismo.

O IGF-I, IGF-Il e a pro-insulina sdo estruturalmente similares, derivados
provavelmente, apds a duplicacdo de um gene ancestral comum, sendo a
sequéncia de aminoacidos altamente conservada durante a evolugdo dos
vertebrados (CAO et al., 1989; PLANAS et al., 2000). A molécula madura do IGF-I
€ uma cadeia simples de polipeptideos com 70 residuos de aminoacidos. A
sequéncia de aminoacidos da molécula do IGF-1 de salmédo e de humanos difere
somente em 14 dos 70 aminoacidos, e o IGF-1 da truta compartilha 79,6% de
homologia com o IGF-I humano (ROTWEIN, 1991). Os dominios A e B da
molécula do IGF-I de tilapia possuem mais que 90% de homologia com outros
teledsteos, podendo chegar até a 97% e, 86 a 93% com mamiferos, o que
demonstra ser o IGF-I altamente conservado entre uma variedade de espécies de
vertebrados (MORIYAMA et al., 2000; REINECKE et al., 1997).

O fator de crescimento participa do eixo hipotalamo/hipéfise. Apos a
liberacdo do hormdnio do crescimento (GH) pela adenohipdfise e a ligagédo ao seu
receptor nos diversos érgaos alvo, ha o estimulo para a sintese e a liberacéo de
IGF-I pelos tecidos. Mediando a acéo do GH, este peptideo bioativo mitogénico
encontra-se envolvido com o controle de mecanismos fisiolégicos como
metabolismo de proteinas, lipidios, carboidratos e minerais, diferenciacdo e
proliferacdo celular, desenvolvimento e crescimento corporal, protecdo
imunologica e reproducdo (BECKMAN, 2011; JOHNSTON; BOWER;
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MACQUEEN, 2011; KELLEY, 2004; MORIYAMA et al., 2000; RADAELLI et al.,
2003; REINECKE, 2010; SHVED; BAROILLER; EPPLER, 2009). Existem
evidéncias de que o IGF-I, integrado a outros hormdnios no organismo, responde
a estimulos externos como temperatura da agua, salinidade, fotoperiodo, pH,
disponibilidade de alimento, buscando manter a homeostase do peixe
(DEBNATH, 2010; PICHA et al., 2008).

A concentracao sérica de IGF-I provém principalmente do tecido hepatico,
fonte priméaria de producéo e secrecao deste peptideo (BERISHVILI et al., 2006;
HOSSNER; McCUSKER; DODSON, 1997; REINECKE et al, 1997).
Adicionalmente, todas as unidades celulares do organismo séo potencialmente
capazes de secretar o IGF-1. Berishelli et al. (2006), verificaram que em tilapias
(Oreochromis niloticus) o0 mMRNA do IGF-I e o peptideo apareceram logo nos
primeiros dias apdés a eclosdo no figado, intestino, pancreas, tubos e ductos
renais, condrdcitos, células musculares esqueléticas e cardiacas, branquias
epiderme, cérebro e neurdnios. A maior expressdo do mRNA do IGF-I foi
verificado no figado, musculatura e sistema nervoso central em juvenis de shi
drum (Umbrina cirrosa) (RADAELLI et al., 2003). Peterson et al. (2004) também
verificaram maior expressdo de mRNA no figado, sendo até trés vezes maior
quando comparado ao musculo. O IGF-I secretado pelos tecidos extra-hepaticos
possui acdo local e sistémica (autécrina e paracrina) agindo como fatores de
crescimento que circulam no plasma e atuam em sitios distantes (DUAN, 1998;
HOSSNER; McCUSKER; DODSON, 1997; RADAELLI et al., 2003; REINECKE et
al., 1997).

Os IGFs sao secretados a medida que sédo produzidos, pois ndo ha um
orgdo de armazenamento. Neste processo, 0 peptideo age complexado a
proteinas de ligacdo especificas (IGFBPs) presentes nos fluidos corporais, sendo
que, sua acdo nas ceélulas é ainda mediada por receptores especificos de
membrana (IGF-IRs) (PLANAS et al., 2000; PAYE; FORSTEN-WILLIAMS, 2006).

As IGFBPs sdo uma familia de proteinas transportadoras que se ligam
com alto grau de especificidade e afinidade aos IGFs modulando sua acao e,
assim, regulam o crescimento em vertebrados (DUAN et al., 1999; FUENTES et
al.,, 2011; PICHA et al.,, 2008). Além de agirem como um reservatorio que
aumentam a meia-vida dos IGFs na corrente sanguinea, as proteinas

transportadoras captam e transportam o peptideo bioativo entre os fluidos
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biolégicos, determinam a biodisponibilidade para seus receptores nos diversos
tecidos, inibindo ou potencializando a acao do IGF-1 (DUAN, 1999; PICHA et al.,
2008). Na forma livre, a meia vida do IGF-I € cerca de 20 minutos, contudo, ao
ligar-se as proteinas transportadoras formando um complexo binario (IGF-1 +
IGFBP) a meia vida pode aumentar para até duas horas e, ao formar um
complexo ternario (150 kDa) composto por IGF-I + IGFBP + ALS (subunidade
acido-labil) pode aumentar a meia vida de seis a 12 horas, prolongando a
possibilidade deste fator de crescimento exercer suas funcdes biolégicas
(HOSSNER; McCUSKER; DODSON, 1997). Em funcéo do alto peso molecular,
estes complexos ternarios ndo conseguem transpor a barreira endotelial sendo
gue estes complexos funcionam apenas como reservatorio circulante dos IGFs.

Em mamiferos foram isoladas e caracterizadas 6 tipos de IGFBP (IGFBP-
1 - 6), sendo a IGFBP-3 a mais abundante e importante pois faz complexo com
99% do IGFs circulantes (HOSSNER; McCUSKER; DODSON, 1997;
ROSENZWEIG, 2004; SHIMIZU et al., 2006). Em peixes sdo conhecidas trés
IGFBPs, com peso molecular variando de 22-29 kDa, 28-31 kDa e 41-45 kDa,
conforme a espécie estudada, e similares as IGFBP-1, IGFBP-2 e IGFBP-3 de
mamiferos (DUAN et al., 1999; KAWAGUCHI et al., 2013; SHIMIZU et al., 2006).
Estas proteinas e seus mRNA séo sintetizados localmente e em diversos tecidos,
desde a fase embrionaria até adultos, contudo, a disponibilidade, atividade e
funcbes biologicas vém sendo estudadas para melhor entendimento dos efeitos
no organismo dos peixes (DUAN et al.,, 1999; KAWAGUCHI et al., 2013;
RADAELLI et al., 2003). Ao saber que cada proteina de ligacdo possui regulacao
independente e algumas caracteristicas proprias, apresentando diferentes efeitos
biol6gicos no organismo, muito ainda ha para ser elucidado sobre possiveis
relagcbes com o crescimento, uso terapéutico e enfermidades.

A IGFBP de 22 kDa (IGFBP-1) e a IGFBP de 31 kDa (IGFBP-2) parecem
inibir a acdo do IGF-I na proliferacdo celular e sintese de DNA, inibindo assim a
taxa de crescimento somatico durante o jejum (DUAN et al., 1999; KELLEY et al.,
2001; SHIMIZU et al., 2006). Em situacao de catabolismo, Kawagushi et al. (2013)
verificaram que a concentracdo das proteinas séricas identificadas como IGFBP-
la (28-kDa) e IGFBP-1b (22-kDa), subtipos da IGFBP-1, aumentam em masu
salmon (Oncorhynchus masou) influenciando negativamente o crescimento

somatico neste periodo. Correlacdo negativa dos niveis circulantes de IGFBP-1
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com peso corporal e taxa de crescimento também foi verificado em dois tipos de
salmonideos (Oncorhynchus tshawytscha e Oncorhynchus kisutch) e channel
catfish (Ictalurus punctatus) (PETERSON; SMALL, 2004; SHIMIZU et al., 2006).
De modo contréario, a IGFBP de 40-50 kDa (IGFBP-3), regulada pelo GH, néo foi
influenciada pelo estado de jejum e parece estar direta e positivamente
relacionada ao crescimento em channel catfish (Ictalurus punctatus) e coho
salmon (Oncorhynchus kisutch) (KELLEY et al., 2001; PETERSON; SMALL,
2004).

O receptor do IGF-I (IGF-IR), presente em todos os tipos celulares no
organismo, é homadlogo ao receptor da insulina e com alta similaridade com os
receptores de IGF-I e insulina de mamiferos. Sao proteinas heterotetraméricas
composta por duas subunidades extracelulares a e duas subunidades
intracelulares B unidas por pontes de sulfeto. A subunidade a, com peso
molecular aproximado de 115 kDa, contém um sitio de ligacdo com a cisteina e a
subunidades B, com aproximadamente 95 kDa, possui atividade de tirosina
quinase (DUAN et al., 2010; PARRIZAS et al., 1995; PLANAS et al., 2000).
Quando unido ao receptor especifico, o IGF-I induz a fosforilagdo de residuos de
tirosina e desencadeia uma série de reacBes enzimaticas intracelulares. No
musculo esquelético de fine flounders (Paralichthys adspersus), o fornecimento
exdégeno de IGF-I foi capaz de ativar sinalizacéo celular através da via MAPK/ERK
e PI3K/Akt promovendo efeitos mitogénicos e anabdlicos contribuindo para o
crescimento somatico em peixes (FUENTES et al.,, 2011). Estas vias ativadas
estimulam a miogénese, através da divisdo celular, sintese de proteinas e
diferenciacéo celular no musculo (CLEMMONS, 2009; FUENTES et al., 2011).

O fornecimento exdégeno de IGF-I, inseridos em peletes de racao
(concentracao de 0,02 nmol de IGF-I/g) proporcionou aumento no ganho de peso,
no conteudo de proteina muscular e redugdo da concentragdo de lipidios no
hepatopancreas de crustaceos juvenis de crayfish (Cherax quadricarinatus),
(CHAULET et al., 2012). Da mesma forma, concentracdes séricas de IGF-I foram
correlacionadas positivamente com comprimento e peso corporal em masu
salmon (Oncorhynchus masou) (KAWAGUCHI et al.,, 2013), indicando que os
niveis de IGF-I sdo aceitaveis, juntamente aos indices bioquimicos, para a
estimativa de taxa de crescimento em diversas espécies de peixes (BECKMAN,
2011; KAWAGUCHI et al., 2013; PICHA et al.,, 2008). Confirmando estes
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achados, Cyrino e Mulvaney (1999), forneceram in vitro suplementacédo do fator
de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I) para avaliar os efeitos sobre a
proliferacdo da linhagem de células somaticas do bagre brown bullhead (Ictalurus
nebulosus) e verificaram que os fatores de crescimento de mamiferos estimulam
discretamente a atividade mitogénica de células de peixes.

Ao saber que diversos fatores como o tipo de alimento, estado nutricional,
mudancas de temperatura, jejum prolongado, situacdes de estresse estao
envolvidos na regulacdo do IGF-I, pesquisas tem sido realizadas para elucidar
guais sdo 0s mecanismos relacionados a este fator de crescimento em
organismos aquéaticos, principalmente teleésteos (CHAULET et al., 2012;
CYRINO; MULVANEY, 1999; KELLEY et al., 2001; PAULETTI et al., 2007a,
2007b; RODRIGUES et al., 2010; SHIMIZU et al., 2006; SILVERSTEIN et al.,
2000). O colostro bovino, que contém concentracdo de IGF-I variando entre 15 -
500 ng/mL (BLUM; HAMMON, 2000; HAMMON; BLUM, 2002; MORETTI et al.,
2012b; PENCHEV GEORGIEV, 2008), foi testado pioneiramente pelo nosso
grupo de pesquisa, Laboratério de Anatomia e Fisiologia Animal da ESALQ/USP
na alimentacdo de peixes (CRUZ et al., 2014; MORETTI et al., 2014b; PAULETTI
et al.,, 2007a, 2007b; RODRIGUES et al., 2009, 2010). Os pesquisadores
verificaram respostas fisioldgicas sobre os parametros histologicos e enziméaticos
no intestino de peixes, e principalmente sobre 0s processos que regulam o
crescimento dos peixes. Apesar de, nas Ultimas décadas, pesquisas terem sido
realizadas com foco nos IGFs em diferentes espécies de peixes (DUAN, 1998;
DYER et al., 2004; PETERSON et al., 2004; REINECKE et al., 1997), pouco se
conhece sobre a acdo do IGF-I exdgeno e heterélogo em juvenis de pacu e

dourado.

2.6 Indicadores de atividade celular

Concentracdes de proteina total (PT) e o conteudo de acidos nucléicos,
indicadores bioguimicos de atividade celular nos tecidos corporais, sédo utilizados
para estimar a condi¢do nutricional e o crescimento em peixes (CHICHARO;
CHICHARO, 2008; GWAK; TANAKA, 2001; GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003;
MERCALDO-ALLEN; KUROPAT; CALDARONE, 2008; SIVARAMAN et al., 2009).
A concentragdo de acido desoxirribonucleico (DNA) esta intimamente relacionada

ao numero de células presentes no tecido, enquanto a concentracdo de acido
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ribonucleico (RNA) esta relacionada a sintese de proteinas. Com isso, a relacao
entre RNA/DNA reflete a capacidade de sintese protéica em cada célula e,
consequentemente, relaciona-se a taxa de crescimento, principalmente durante
as fases larval e juvenil (BUCKLEY, 1984; SIVARAMAN et al., 2009).

Segundo Buckley, Caldarone e Ong (1999), a concentracdo de RNA varia
de acordo com as exigéncias para a sintese protéica, o estado fisioldgico e a taxa
de crescimento, enquanto a concentracdo de DNA por célula mantém-se
relativamente constante. Esta técnica de andlise, através da sintese protéica, tem
sido amplamente utilizada na pesquisa, contudo, sua validade depende de alguns
fatores como a espécie em questdo, fase do ciclo de vida, tipo de ambiente e
temperatura, alimentacdo, sexo, salinidade dos oceanos, exposicdo a
contaminantes farmacéuticos, entre outros (CHICHARO et al., 2007; CHICHARO;
CHICHARO, 2008; FARIA et al., 2011; IMSLAND et al., 2001, 2002; LI et al.,
2010; MALLOY; TARGETT, 1994; ROOKER; HOLT, 1996).

O crescimento muscular, durante os estagios da vida, pode ocorrer em
funcdo da alteracdo da condicéo de celularidade nos tecidos, através do aumento
no volume celular (hipertrofia) ou numero de células, decorrente da alta
proliferacdo celular (hiperplasia) (JOHNSTON, 1999; MITTAKOS et al., 2012;
PERIAGO et al.,, 2005). No periodo inicial de vida, Malzahn et al. (2003)
observaram que o crescimento de peixes Coregonus oxyrhinchus (larvas com
peso inferior que 12 mg), ocorreu predominantemente por hiperplasia, indicado
pelas elevadas concentracbes de DNA, enquanto em larvas maiores, ocorreu
principalmente crescimento por hipertrofia. A variagdo na concentracdo de DNA
no musculo durante o desenvolvimento, também foi verificado por Buckley,
Caldarone e Ong (1999), Fonseca et al. (2006) e Olivar et al. (2009). Pauletti et al.
(2007a, 2007b) ao fornecer niveis de colostro bovino liofilizado para juvenis de
cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum), verificaram aumento no conteddo de
DNA entérico, hepéatico e muscular, sugerindo elevada contribuicdo para o
crescimento por hiperplasia.

Entre os indicadores bioquimicos relacionados a atividade celular, a
relacio RNA/DNA tem sido preferencialmente utilizada para estimar o
crescimento somatico e a condi¢do nutricional, tanto em invertebrados quanto em
peixes, pois, é variavel conforme as caracteristicas do ambiente onde os animais
estdo inseridos (BUCKLEY, 1984; CHAULET et al, 2012; CHICHARO;
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CHICHARO, 2008; PECK et al., 2003; STIERHOFF et al., 2009). RNA/DNA reflete
a capacidade de sintese protéica por célula, o que influencia ativamente a
celularidade dos tecidos (BUCKLEY, 1984; MITTAKOS et al., 2012; PERIAGO et
al.,, 2005; SIVARAMAN et al., 2009). A celularidade reflete a relacdo entre
guantidade, tipo e caracteristica (diametro e tamanho) das células presentes em
orgdos ou tecidos, podendo variar conforme a condigdo fisiolégica e fase do
desenvolvimento em que o animal se encontra (JOHNSTON, 1999; PERIAGO et
al., 2005; MITTAKOS et al., 2012). A diminuicdo da RNA/DNA acompanhada pela
baixa relacdo proteina/DNA em juvenis de Japanese flounder (Paralichthys
olivaceus) esta relacionada a possivel diminuicdo da condicdo nutricional em
peixes (GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003). Contudo, Chicharro e Chicharro
(2008) sugerem relacdo com desaceleracdo na taxa de crescimento dos peixes e
nao necessariamente com inadequada condi¢do nutricional. A reducdo na taxa de
crescimento em peixes durante a fase juvenil e adulta concorda com a teoria de
gue as células musculares de peixes jovens possui maior capacidade de sintetizar
proteinas intracelulares, verificada pela maior relacdo RNA/DNA, relacionando
com o crescimento em peixes (STIERHOFF et al., 2009).

A utilizacéo inédita de colostro bovino liofilizado, como substituto parcial da
fonte protéica para pacu e dourado juvenis e a possivel influéncia desta secrecéo
lactea sobre o desenvolvimento intestinal, atividade enzimatica e sintese protéica
no intestino, figado e musculo, contribuira com informacdes relevantes nestas

espécies brasileiras de importancia econémica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condicdes, tratamentos e dietas experimentais

Foram utilizados alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus) e dourado
(Salminus brasiliensis) provenientes de piscicultura comercial, condicionados a
aceitar alimentacao artificial e adquiridos de empresa especializada. O periodo
experimental a campo foi conduzido nas instalagdes do Laboratério de Nutricdo
de Peixes do Setor de Piscicultura do Departamento de Zootecnia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”/Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
SP, com a colaboragdo do Prof. Dr. José Eurico Possebon Cyrino. Os peixes
foram submetidos a procedimentos aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais em Pesquisa (ESALQ/USP).

Para o inicio das atividades a campo os pacus (8,46 + 0,74 g; 7,75 + 0,27
cm) e dourados (13,27 £ 0,91 g; 10,84 £ 0,33 cm), foram submetidos a 10 e 7 dias
de adaptacéo, respectivamente. Apés este periodo, os peixes foram selecionados
de acordo com a higidez e homogeneidade de porte e distribuidos aleatoriamente
em tanques plasticos experimentais constituindo-se um esquema fatorial 3x2 (18
juvenis de pacu ou 15 juvenis de dourado por tratamento, considerando-se
triplicatas para cada tratamento), correspondendo as dietas experimentais (0%,
10 e 20% de incluséo de colostro bovino liofilizado - CBL) e as datas de abate (30
e 60 dias apds o inicio do experimento). Os peixes foram alimentados com as
dietas experimentais até aparente saciedade duas vezes ao dia (08h30m e
16h30m).

Os peixes permaneceram em tanques plasticos (300 L), dotados de fluxo
de 4gua e aeracao continuos em sistema de circulacédo fechada e foto-periodo de
12 horas luz: 12 horas escuro, mantido por 8 lampadas fluorescentes de 160 w
(110 v), controladas por temporizador. Parametros de qualidade da agua como
temperatura (26,8 + 1,5° C), oxigénio dissolvido (5,8 £ 1,0 mg/L) na agua e pH
(7,9 = 0,3) foram monitorados diariamente utilizando-se o oximetro digital modelo
YSI 55 (INOLAB®). A ambnia (£ 0,5 mg/L) monitorada semanalmente com kit
comercial colorimétrico (Labcon Test Amonia Toxica, Alcon). Todos os
parametros de qualidade da agua permaneceram dentro dos limites aceitaveis
para as espécies segundo Urbinati e Gongalves (2010). Semanalmente, praticas

de limpeza dos tanques por sifonagem foram realizadas.
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As dietas foram formuladas de modo que, além de atender os niveis de
proteina bruta (PB) e energia bruta (EB), o colostro bovino liofilizado contribuisse
com 10 e 20% da dieta. As dietas isonitrogenadas e isoenergéticas, formuladas
visando atender 320 g/kg de PB e 17,16 de MJ/kg EB para pacu e, 450 g/kg de
PB e 18,27 de MJ/kg EB para dourado, foram preparadas com ingredientes
conforme o habito alimentar das espécies (BICUDO et al., 2009a; BRAGA et al.,
2007).

O colostro bovino obtido de vacas sadias foi homogeneizado, armazenado
a -20° C e encaminhado para o processo de liofilizacdo no Laboratério de
Bioquimica e Andlise Experimental, Departamento de Agroindustria, Alimentos e
Nutricdo, ESALQ/USP. O liofilizado foi triturado a pé e armazenado a -20°C em
recipiente vedado até o uso posterior. Os demais ingredientes que compuseram
as racdes foram finamente moidos (< 1 mm), adicionados os niveis de CBL a
racdo correspondente a cada tratamento, homogeneizados e peletizados. Apoés
secagem por 24 horas em estufa de ventilagdo forcada (50° C), as dietas foram
armazenadas em recipientes plasticos protegidas de luz e mantidas em
refrigeracao durante o periodo experimental.

As refeicoes fornecidas em forma de peletes aos juvenis e o colostro
bovino liofilizado, foram analisados para quantificacdo de proteina bruta, energia
bruta, fibra bruta, extrato etéreo e matéria mineral de acordo com o0s
procedimentos Oficiais de andlise (AOAC) (2000) (Tabela 1). As dietas
experimentais foram formuladas com o software Super Crac 4.0® e os
ingredientes utilizados nas dietas dos pacus e dourados estdo listados nas
Tabelas 2 e 3.

Tabela 1 - Bromatologia do colostro bovino liofilizado utilizado para a
composicao das refeicdes fornecidas aos peixes

Composicao quimica (g/kg)

Proteina Bruta 678,9
Matéria seca 941,3
Extrato etéreo 82,1

Energia bruta (MJ/kg) 21,9
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Tabela 2 - Composicao quimica da dieta fornecida aos juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus) contendo colostro bovino liofilizado (CBL)

Ingredientes (g/kg) Dieta®

0% CBL 10% CBL 20% CBL
Colostro (679 PB) - 100,0 200,0
Farelo de soja (450 PB) 265,0 76,7 -
Farelo de trigo 238,0 311,8 311,8
Farinha de visceras de aves 200,0 200,0 131,3
Quirera de arroz 188,0 198,2 200,0
Farinha de peixe (550 PB) 50,0 50,0 50,0
Oleo de peixe 46,2 40,0 45,7
DL-Metionina 2,4 34 4.7
L-Lisina HCL - 6,0 11,5
Premix ® 10,0 10,0 10,5
BHT 2,0 2,0 2,0
Celulose - 3,4 -
Calcéareo - - 14,7
Milho Gréo - - 9,3
Composicdo Quimica® 0% CBL 10% CBL 20% CBL
Proteina Bruta, g/kg 324,6 314,9 322
Energia Bruta, MJ/kg 18,0 18,2 18,3
Fibra Bruta, g/kg 30,0 27,7 30,7
Extrato Etéro, g/kg 90,5 98,2 109,3
Materia Mineral, g/kg 106,4 101,1 92,8

®Dieta 0% CBL — sem incluséo de colostro bovino liofilizado (CBL); 10% CBL — 10% de inclus&o de
CBL; 20% CBL — 20% de inclusio de CBL. ° (1) Guabi Nutricdo Animal, Campinas, Sao Paulo,
suplementacdo de premix vitaminico mineral por kg de racédo: 2.500.000 Ul de vitamina A; 600.000
Ul de vitamina D3; 37.500 Ul de vitamina E; 3.750 mg vitamina K3; 50.000 mg vitamina C; 4.000
mg vitamina B1; 4.000 mg Vitamina B2; 4.000 mg Vitamina B6; 4.000 mcg Vitamina B12; 12.000
mg de pantetonato de célcio; 15 mg biotina; 1.250 mg acido félico; 22.500 mg niacina; 2.500 mg
de cobre; 12.500 mg de zinco; 375 mg de iodo; 87,5 mg de selénio; 125 mg de cobalto; 12.500 mg
de manganés; 15.000 mg de ferro; 15.000 mg de B.H.T. “Materia seca com base nos

procedimentos da AOAC (2000)



40

Tabela 3 - Composicdo quimica da dieta fornecida aos juvenis de dourado
(Salminus brasiliensis) contendo colostro bovino liofilizado (CBL)

Ingredientes (g/kg) Dieta®

0% CBL 10% CBL 20% CBL
Colostro (679 PB) - 100,0 200,0
Farelo de soja (450 PB) 230,0 230,0 230,0
Farinha de visceras de aves 204,8 119,8 24,5
Farinha de peixe (550 PB) 320,0 300,0 300,0
Oleo de peixe 95,0 90,0 85,2
Premix° 10,0 10,0 10,0
BHT 0,2 0,2 0,2
Celulose 20,0 30,0 30,0
Milho Grao 120,0 120,0 120,0
Composicdo Quimica® 0% CBL 10% CBL 20% CBL
Proteina Bruta, g/kg 422 425,1 444.7
Energia Bruta, MJ/kg 20,8 21,1 20,8
Fibra Bruta, g/kg 18,9 29,2 37,3
Extrato Etéro, g/kg 140,7 140,6 133,7
Material Mineral, g/kg 121,9 1145 91,1

’Dieta 0% CBL - sem inclusdo de colostro bovino liofilizado (CBL); 10% CBL — dieta com inclusio
de 10% de CBL; 20% CBL — dieta com inclusdo de 20% de CBL. "Guabi Nutricdo Animal,
Campinas, Sdo Paulo, suplementacdo de premix vitaminico mineral por kg de racdo: 2.500.000 Ul
de vitamina A; 600.000 Ul de vitamina D3; 37.500 Ul de vitamina E; 3.750 mg vitamina K3; 50.000
mg vitamina C; 4.000 mg vitamina B1; 4.000 mg Vitamina B2; 4.000 mg Vitamina B6; 4.000 mcg
Vitamina B12; 12.000 mg de pantetonato de célcio; 15 mg biotina; 1.250 mg acido félico; 22.500
mg niacina; 2.500 mg de cobre; 12.500 mg de zinco; 375 mg de iodo; 87,5 mg de selénio; 125 mg
de cobalto; 12.500 mg de manganés; 15.000 mg de ferro; 15.000 mg de B.H.T. “Materia seca com
base nos procedimentos da AOAC (2000)

3.2 Avaliacéo dos parametros de desempenho

Para avaliacdo do desempenho, o lote de peixes foi pesado e 0s juvenis
individualmente medidos em cada data de abate, compondo os dois periodos
experimentais (30 e 60 dias). Foram calculados e avaliados o0s seguintes

parametros de desempenho zootécnicos:
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* Peso inicial (g) — PI
* Peso final (g) — PF
* Ganho de peso (g) — GP
GP =PF - PI
* Consumo de ragao
* Converséo alimentar aparente - CAA
CAA = [(consumo de racao (g)) / (ganho de peso (g))]
* Taxa de crescimento especifico (% crescimento/dia) - TCE
TCE ={[In (PF) —In (PI)] / periodo experimental (dias)} x 100
* Taxa de sobrevivéncia (%) — S
S = (nimero de animais final / namero de animais inicial) X
100

3.3 Coleta de amostras
3.3.1 Amostragem de sangue

Nas datas de abate, apOs jejum prévio de 24 horas e anestesia com
benzocaina (0,5 g/L), amostra de sangue de cada peixe foi coletada atraves de
puncao do vaso caudal utilizando-se seringas plasticas descartaveis (3 mL). Apos
centrifugacédo a 6500 x g por 15 minutos o soro resultante de cada amostra foi
transferido para frascos devidamente identificados e mantidos a - 20° C para

posterior analise sérica de IGF-I.

3.3.2 Tecidos para microscopia eletronica de varredura

Para a analise morfoldégica por microscopia eletrbnica de varredura, a
regido abdominal foi aberta, o trato gastrintestinal coletado e as alcas intestinais
desfeitas. O intestino do pacu foi entdo dividido conforme Bértin (1958), em
intestino médio (inicio na valvula pilérica até a valvula ileo-retal) que foi
subdividido em dois segmentos, um cranial (alga 1 - S1) e outro intermediario
(alca 2 - S2) correspondendo a regido enovelada em algas e, intestino posterior o

qual continua o intestino médio, desembocando no anus (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 - Cavidade abdominal aberta para visualizacao dos 6rgaos internos (A) e
trato gastrintestinal de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) com
0s segmentos intestinais distendidos (B)
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Figura 4 - Segmentos intestinais de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
distendidos em placas de petri

O intestino do dourado foi dividido conforme Rodrigues e Menin (2008),
em intestino médio (inicio ap6s o esfincter pilérico até ultrapassar a regido cecal
gastrica) que foi subdividido em dois segmentos (alcas 1 - S1 e alca 2 - S2)
correspondendo a regido enovelada em alcas, que em conjunto dispde-se em
forma de “N" e, intestino posterior (sem a interrup¢do por constricdo ou valva) o
gual continua o intestino médio, desembocando no anus (Figura 5).
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Figura 5 - Seco medular (A); Cavidade abdominal aberta e retirada dos 6rgéaos
internos (B) e; segmentos intestinais distendidos de juvenis de dourado
(Salminus brasiliensis) (C).

As porc¢des intestinais (5x5 cm) foram abertas longitudinalmente em papel
filtro, lavadas com solugéo salina 0,9% a 5°C. Em seguida as porg¢oes teciduais
foram esticadas em placas de petri contendo parafina sob papel filtro e fixadas
com o auxilio de alfinetes nas extremidades. Os tecidos foram, entdo, pré-fixados
por imersdo em solucdo de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de sodio
(PBS), 0,1M, pH 7.2, por 30 minutos. Decorrido o tempo, as amostras foram
repicadas em segmentos de 3x3 mm e armazenadas em solugcdo de Karnowsky
(2,5% glutaraldeido, cacodilato de sodio 0,1M e CaCl, 0,001 M) a 4°C para
posterior analise.

3.3.3 Tecidos para analise enzimética, proteina total e &cidos nucléicos
Foram coletadas amostras de sete peixes de cada tratamento, em cada

data de abate para andlise da atividade das enzimas entéricas, e quantificacdo de

proteina total e acidos nucléicos totais (DNA e RNA) no intestino total (médio e
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posterior), figado e musculo. As amostras foram imediatamente armazenadas em
tubo plastico (1,5 mL) e congeladas em nitrogénio liquido (-196 °C) para posterior
analise tecidual.

Para andlise dos indicadores de atividade celular, os tecidos entérico,
hepatico e muscular (aproximadamente 1 ¢g) foram descongelados e
homogeneizados em agua destilada (19 mL) utilizando-se ultra-turrax (Polytron®-
Kinematica GnbH) por um minuto a 22000 rpm. Uma aliquota do homogeneizado
obtido foi utilizada para determinar a atividade das enzimas intestinais (MAROUX;
LOUVARD; BARATTI, 1973; NAGATSU et al.,, 1976). Outra aliquota do
homogeneizado utilizada para analise do conteudo de proteina total segundo
metodologia proposta por Lowry et al. (1951) modificado por Hartree (1972). O
restante do homogeneizado foi utilizado para quantificacdo de DNA e RNA
utilizando &cido perclérico 0,6 N, hidroxido de potassio 0,3 N e solugdo com
corante Hoechst (bis-bensimida, Calbiochem) (LABARCA; PAIGEN, 1980).

3.4 Analises laboratoriais
3.4.1 Quantificacdo do IGF-I sérico

A concentracao de IGF-I no soro dos peixes foi quantificada segundo Ma
et al. (2011), por ensaio imunoenzimatico pés-extracdo utilizando-se o Kit
comercial (Cusabio, China), sendo de 50 ng/mL o limite minimo de deteccao do
ensaio. Para a extracdo das proteinas ligadoras de IGF-I, 100 uL de amostra e
400 pyL de solucao de pré-tratamento (etanol acido) foram incubados por 30
minutos e, na sequéncia, centrifugados dois minutos a 10.000 rpm. O
sobrenadante (100 pL) foi separado e adicionado a 600 pyL de solucdo de
neutralizacao.

A quantificacdo do IGF-I sérico foi analisada apés adicdo de 50 pL dos
padrdes e amostras extraidas aos pog¢os da microplacas revestidas com anticorpo
de caprinos anti-coelho. Aos pocgos foram adicionados 50 pL de IGF-I-HRP (IGF-I
conjugado com a enzima horseradish peroxidase) e 50 pyL do anticorpo especifico
para IGF-l e, incubados por duas horas a 37°C. Em seguida, a microplaca foi
lavada por trés vezes consecutivas, utilizando-se 200 yL de solucéo de lavagem e
aspirando bem cada poco entre cada lavagem. Para o desenvolvimento da cor, a
cada poco foi adicionado 50 pL do substrato A e 50 pL do substrato B, seguindo-

se incubacdo por 15 minutos, a 37° C, evitando-se exposicdo a luz. Apos a
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incubacéo foi adicionado 50 pL de solugéo de parada e a absorbancia lida em um
espectrofotometro com comprimento de onda ajustado para 450 nm (filtro de
referéncia 650 nm), dentro de 10 minutos. As amostras foram analisadas em
duplicata, sendo o valor médio utilizado para se obter as concentracfes de IGF-I

em ng/mL.

3.4.2 Morfologia do epitélio intestinal

Para estudo histomorfolégico por microscopia eletrénica de varredura, as
amostras de tecido intestinal armazenadas em solugédo Karnowsky foram lavadas
com tampédo cacodilato de s6dio 0,1 M duas vezes por cinco minutos e pos-
fixadas em solucéo tetroxido de 6smio 1% em tampdao cacodilato de sodio 0,1 M
pH 7,2, durante uma hora. Apés a fixacao, os segmentos intestinais foram lavados
com agua destilada por trés vezes, desidratados em solucdes de concentracdes
crescentes de acetona (30, 50, 70 e 90) por dez minutos em cada concentracao,
finalizando em duas lavagens de quinze minutos em acetona 100%. Transcorrida
estas etapas iniciais, as secc¢les intestinais foram secas com um aparelho de
secagem de ponto critico, Balzers CPD 030 (Bal Tec AG), fixadas em stubs de
aluminio e metalizadas com ouro paladio (40 nm) a vacuo, utlizando o
equipamento Blazers MED-010 (Bal Tec AG). ApGs o0 processamento, os tecidos
intestinais foram armazenados em silica para posterior andlise ao microscoépio
eletrbnico de varredura (LEO VP-435, Carl Zeiss). Dez imagens por segmento
intestinal foram captadas e analisadas para a caracterizacdo morfolégica dos

segmentos.

3.4.3 Atividade enzimatica no tecido intestinal
3.4.3.1 Peptidases

As enzimas peptidases avaliadas foram aminopeptidase N (EC 3.4.11.2),
dipeptidil peptidase IV (EC 3.4.14.5) e aminopeptidase A (EC 3.4.11.7). Para a
avaliacao da atividade da aminopeptidase N o homogeneizado do tecido intestinal
obtido na técnica descrita anteriormente foi diluido com agua destilada para 5
mg/mL de tecido e para as enzimas dipeptidil peptidase IV e aminopeptidase A,
foi diluido para 10 mg/mL de tecido.

Para a determinacdo da atividade enzimatica das enzimas foram

utilizadas soluc¢des de tampéao glicina (71 mM, pH 8,0) adicionado de 1,5 mM dos



46

substratos L-leucine-p-nitroanilide, glicil-L-prolil-p-nitroanilide hydrochloride e L-
glutamic acid 1-(4-nitroanilide) (Sigma-Aldrich Co.) para determinagdo da
atividade da aminopeptidase N (EC 3.4.11.2), dipeptidil peptidase IV (EC 3.4.14.5)
e aminopeptidase A (EC 3.4.11.7), respectivamente (MAROUX; LOUVARD;
BARATTI, 1973; NAGATSU et al., 1976).

Uma aliquota do homogeneizado da mucosa intestinal (300 pL) foi
misturado com o tampao glicina (200 pL) adicionado do substrato das enzimas
(pré-aquecido a 37°C por cinco minutos). Apés a permanéncia desta solucédo por
30 minutos a 37°C, a reacdo enzimética foi inibida ao adicionar 3 mL de tampao
acetato de sddio (0,05 M, pH 4,2). Apds esta etapa, 300 L do homogeneizado da
mucosa intestinal foi adicionado aos tubos controle e a absorbancia determinada
em espectrofotdmetro (Multiskan GO - Thermo Fisher Scientific) em comprimento
de onda ajustado em 385 nm. Para cada bateria de amostras, foi estabelecida
uma curva padrdo que relaciona concentracbes (109,8 a 2,74 mg) de p-
nitroanilide (Sigma-Aldrich Co.) a valores de absorbancia. A atividade enzimatica
final foi calculada através da subtracéo do valor das absorbancias das amostras e
o valor das absorbéancias obtidas para os tubos controle. As amostras foram
analisadas em duplicata, porém quando foi observada variacdo acima de 5%, a
andlise foi repetida. A atividade enzimética foi calculada como unidades
internacionais (Ul) por grama de tecido. Uma Ul corresponde a um umol de

substrato hidrolisado por minuto a 37°C.

3.4.3.2 Dissacaridases

Amostras da mucosa intestinal anteriormente homogeneizadas foram
diluidas para 30 mg/mL de tecido de pacu e 40 mg/mL de tecido de dourado. Os
substratos d-maltose monohidratada e sacarose (56 mM) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA) diluidos em tampao maleato (0,1 M, pH 6,0) foram utilizados
para a atividade enzimética da maltase (EC 3.2.1.20) e sacarase (EC 3.2.1.48),
respectivamente (DAHLQVIST, 1964).

Quarenta yL do homogeneizado da mucosa intestinal foi misturado com
200 yL de tampao maleato contendo o substrato (pré-aquecido a 37°C por cinco
minutos) permanecendo por 60 minutos a 37°C. Apds, a reacdo foi inibida
imergindo os tubos de ensaio em banho-maria a 100°C por um minuto. A

dosagem da glicose liberada da reacdo enzimatica colorimétrica foi realizada
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utilizando-se o kit Glicose - PP (Gold Analisa Diagnostica Ltda.). Dois mL do
reagente enzimético contendo solu¢do de 4-aminofenazona, hidroxibenzoato e
glicose oxidase foram adicionados a 80 uL do sobrenadante obtido anteriormente
e incubado a 37°C por 20 minutos, evitando luz direta. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotometro com comprimento de onda ajustado em 505 nm.
Para cada bateria de amostras, foi estabelecida uma curva padréo que relaciona
concentracfes de glicose-PP a valores de absorbancia. A atividade enzimatica
final foi calculada subtraindo-se uma amostra em branco (homogeneizado
inativado a 100°C antes da incubagdo com o substrato). As amostras foram
analisadas em duplicata, porém quando observada uma variagdo acima de 5% a
analise foi repetida. A atividade enzimatica foi calculada como unidades
internacionais (Ul) por grama de tecido. Uma Ul corresponde a um umol de

substrato hidrolisado por minuto a 37°C.

3.4.4 Quantificacdo de proteina total nos tecidos entérico, hepatico e
muscular

Para a determinacéo da concentracdo da proteina total (PT) nas amostras
de intestino, figado e musculo, utilizou-se como base a metodologia descrita por
Lowry et al. (1951) modificado por Hartree (1972). Para a referida analise, as
amostras foram descongeladas e os tecidos (aproximadamente 1 g) foram
homogeneizados em agua destilada (19 mL) como descrito anteriormente. O
homogeneizado foi incubado com 1 mL de hidroxido de sddio (NaOH) 1 M,
adicionado de 0,2% triton, overnight a 4°C. No dia seguinte, foi adicionado 1600
ML solucdo contendo carbonato de sédio (Na,COs3), hidréxido de soédio (NaOH),
citrato de sodio (NasCgHsO;) e sulfato de cobre (CuSO45H,0) a 320 pL da
amostra com a solucao protéica e homogeneizados com vortex. Ap6s um minuto
de reacdo em temperatura ambiente, adicionou-se 160 ul do reagente Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich Co.) diluido na proporcao 1:1 com agua destilada. Apos
30 minutos, intervalo onde a reagao foi mantida protegida da luz, realizou-se a
leitura da absorbancia em espectrofotbmetro (Multiskan GO - Thermo Fisher
Scientific) em comprimento de onda ajustado em 600 nm. Foi estabelecida uma
curva padrao com cinco pontos (4 a 0,25 mg de albumina/mL de NaOH) que
relaciona concentragfes de albumina bovina comercial (Sigma-Aldrich Co.) a

valores de absorbancia para cada bateria de amostras analisadas. Resultados
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sdo expressos em atividade especifica (mg proteina/g tecido). As amostras foram
analisadas em duplicata, porém quando foi observada variacdo acima de 5% a
analise foi repetida. As relacbes proteina total/DNA e proteina total/RNA foram
calculadas para mensurar a quantidade de proteina por célula e a atividade de

traducéo.

3.4.5 Quantificacdo de DNA total nos tecidos entérico, hepéatico e muscular
Para a determinacéo da concentracdo de DNA nas amostras de intestino,
figado e musculo, utilizou-se como base a metodologia descrita por Labarca e
Paigen (1980). As amostras foram descongeladas e cada tecido
(aproximadamente 1 g) foi homogeneizado em agua destilada (19 mL) como
descrito anteriormente. Para a extracdo do DNA total, o tecido foi transferido para
um microtubo contendo 0,5 mL de &cido perclérico (PCA) 0,6 M permanecendo
overnight a 4° C. No dia seguinte, o tecido foi homogeneizado com vortex,
deixado em descanso durante 10 minutos e centrifugado a 6500 x g, por 15
minutos, a 4°C. Apo6s o sobrenadante foi descartado e o pelete lavado duas vezes
com 0,4 mL de PCA 0,2 M. Cada lavagem foi intercalada por centrifugacao a 6500
X g, durantel5 minutos, a 4°C, resultando em um material precipitado. A este
precipitado foi adicionado 0,8 mL de hidroxido de potassio (KOH) 0,3 M,
homogeneizado com vértex e incubado a temperatura ambiente num agitador
(Tecnal - TE 14l) a 150 rpm, durante uma hora. Apds este procedimento, as
amostras permaneceram no gelo para resfriamento, por cinco minutos e, por dez
minutos com 0,4 mL de PCA 1,2 M gelado. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 6500 x g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante resultante foi
transferido para um tubo falcon (15 mL) e utilizado para posterior quantificacdo do
RNA total. O pelete foi lavado duas vezes com 1 mL de PCA 0,2 M gelado e a
cada lavagem, o sobrenadante resultante foi adicionado ao mesmo tubo falcon
anteriormente citado para posterior quantificacdo do RNA total. O pelete
resultante, que contem o DNA, foi congelado a -20°C para posterior quantificagao.
Para a quantificacdo do DNA, o pelete foi descongelado, dissolvido em 1
mL de hidroxido de potassio (KOH) 0,1 M e incubado overnight, a 4°C. No dia
seguinte, 1 mL de solugédo contendo 1 pyL/mL de corante Hoechst (bis-bensimida
H33258, Sigma Aldrich Co.), 1 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
2 M de cloreto de sédio (NaCl) e 10 mM de Tris-HCI , foram adicionados a 40 yL
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da amostra de DNA e 60 pL de agua destilada, sendo essa solugdo mantida
preservada de luz. A quantificacdo de DNA foi determinada em fluorimetro
HOEFER DyNA Quanti 200 (Amersham Biosciences). DNA de timo de bezerro
(Sigma-Aldrich Co.) foi utilizado para a curva padrédo com 3 pontos (20 a 2 ug/mL).

Os resultados sao apresentados como mg de DNA/g de tecido.

3.4.6 Quantificacdo de RNA total nos tecidos entérico, hepatico e muscular
Para a determinacéo da concentracdo de RNA nas amostras de intestino,
figado e musculo, amostras contendo o RNA total obtido através do protocolo
descrito anteriormente para a extracdo do DNA foi descongelado, adicionado 3
mL de PCA 0,2 M e homogeneizados em vortéx. A quantificacdo do RNA total foi
realizada em espectrofotébmetro (Multiskan GO - Thermo Fisher Scientific) com
comprimento de onda ajustado em 260 nm e a qualidade determinada pelas
raz0es A260/A280. Os resultados sao apresentados como mg de RNA/g de
tecido. A relacdo RNA:DNA foi calculada para mensurar a capacidade de sintese

protéica.

3.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os juvenis foram distribuidos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado sendo analisados 6 tratamentos por espécie de peixe
(pacu e dourado) em esquema fatorial 3x2 (18 pacus e 15 dourados por
repeticdo, considerando-se triplicatas para cada tratamento), correspondendo as
trés dietas (controle, 10 e 20% de inclusdo de CBL) e duas datas de abate (30 e
60 dias). A concentracao do IGF-l sérico, atividade das enzimas e quantificacédo
da proteina, DNA e RNA total nos tecidos entérico, hepatico e muscular, foram
analisadas através do procedimento PROC MIXED do programa SAS® (2008).

Para execucédo das analises estatisticas todos os dados foram submetidos
a analise de variancia e, para a avaliacdo de diferencas entre médias, foram
efetuados contrastes entre pares de médias utilizando-se o teste de Tukey
(a=0,05). No dourado, a atividade da enzima aminopeptidase N ndo atendeu a
pressuposicdo da normalidade e os dados foram transformados utilizando-se a
funcéo logaritmica na base dez.

Andlise de correlagdo de Pearson, utilizando o procedimento PROC

CORR do programa SAS® (2008) foram realizadas para verificar associacdes de
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interesse entre as varidveis analisadas. Foi realizada analise das variaveis
proteina total, DNA, RNA e suas relagfes, correlacionando-as com comprimento e

peso corporal, no intestino, figado e musculo dos peixes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES - PACU

4.1 Parametros de desempenho do pacu

Os parametros de desempenho individual para os peixes alimentados
com dieta contendo 0, 10 ou 20% de colostro bovino liofilizado nos dois periodos
experimentais estdo apresentados na Tabela 4. Ndo houve diferenga entre as
dietas para os parametros de desempenho analisados (P>0,05). Entre os
periodos houve diferenca apenas para consumo alimentar e taxa de crescimento
especifico (P<0,05). Aos 60 dias o consumo alimentar foi superior do que aos 30
dias, enquanto taxa de crescimento especifico foi menor neste periodo.

Houve interacdo entre dieta e periodo experimental para ganho de peso
(Figura 6) e conversao alimentar aparente (Figura 7) (P<0,05). Ao analisar o
ganho de peso evidenciou-se crescimento semelhante para o0s peixes
alimentados com as trés dietas aos 30 dias, e crescimento significativamente
maior aos 60 dias com 20% de CBL em relacdo a 10% de CBL. A conversao
alimentar aparente dos peixes alimentados com 0% de CBL e 20% de CBL foi
similar aos 30 e 60 dias (1,12 e 1,13%, respectivamente), enquanto 0s peixes
alimentados com 10% de CBL apresentaram, aos 60 dias, maior indice de

converséo alimentar (1,27%).
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Tabela 4 - Desempenho individual (média + erro padrédo) de juvenis de pacu
alimentados com dietas contendo 0%, 10% e 20% de colostro bovino
liofilizado (CBL), aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
Peso inicial (g)
30 8,05+0,15 8,60+0,43 8,06+ 0,57 8261025 NS. NS. NS.
60 8,15+0,25 8,86 £ 0,26 8,73 £0,72 8,63+0,27
Média Geral 8,10+0,12 8,73+0,23 8,40+0,43
Consumo alimentar (g)
30 41,35+1,85 41,83+1,15 4536+ 1,41 43,03+097 NS. * NS.
60 114,00+ 7,80 11806+7,65 119,06 +1151 11742+481

Média Geral 77,67 +21,22 79,95+ 17,39 82,21+ 17,27
Taxa de crescimento especifico (%)

30 4,61+0,13 460+0,11 4,71+0,03 464+0,04 NS. * NS
60 3,71+0,11 3,47+0,02 3,67 £0,06 3,61+0,05
Média Geral 416+0,27 4,03 +0,25 419+0,23
Taxa de sobrevivéncia (%)
30 92 100 93 N.S. NS. NS.
60 100 96 98

**P<0,001; NS - P>0,05; ®®médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre as
dietas; “®médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre os periodos pelo
teste de Tukey; !Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado (CBL);
D — dieta; P - periodo; D x P - interacao entre dieta e periodo
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Figura 6 - Ganho de peso de juvenis de pacu Figura 7 - Conversdo alimentar aparente de

alimentados com 0%, 10% e 20% juvenis de pacu alimentados com
de inclusdo de colostro bovino 0%, 10% e 20% de inclusdo de
liofilizado na dieta colostro bovino liofilizado na dieta

®médias seguidas de letras diferentes diferem entre as dietas; "Bmédias seguidas de letras
diferentes diferem entre os periodos pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Melhores indices de desempenho dos peixes podem ser alcancados
utilizando-se dietas balanceadas, com boa qualidade nutricional e bioldgica. Neste
sentido, o colostro bovino, secrecdo lactea rica em proteinas e que
adicionalmente contém componentes ativos do sistema imune, fatores de
crescimento, agentes antioxidantes e antimicrobianos (PANDEY et al., 2011) pode
influenciar a saude dos peixes.

A utilizacdo de niveis crescentes de colostro bovino liofilizado (5, 10, 15 e
20%) para cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum) influenciou positivamente o
ganho de peso, taxa de crescimento e converséo alimentar quando fornecido por
30 dias (PAULETTI et al., 2007a). No presente estudo, apesar da interacao entre
dieta e periodo verificada para ganho de peso e conversdo alimentar aparente,
nao houve diferenca entre os peixes alimentados com dieta contendo 10% e 20%
de CBL e da mesma forma, entre os alimentados com 0% de CBL. Com isso
sugere-se que as dietas foram adequadas e atenderam as necessidades
nutricionais dos juvenis. Sugere-se que o colostro bovino pode ser indicado como
uma promissora fonte de proteina a ser incorporado na dieta de pacus em
crescimento.

Influéncia dos niveis de proteina na dieta sobre os indicadores de
desempenho foi verificada por grupos de pesquisa ao utilizar pacu juvenil
(Piaractus mesopotamicus) como modelo experimental (ABIMORAD; CARNEIRO,
2007; BICUDO et al., 2010; TESSER et al., 2005). Abimorad e Carneiro (2007) ao
estudar o fornecimento de niveis de proteina bruta (220 e 250/g kg), lipidio (40 e
80 g/kg) e carboidratos (140, 460 e 500 g/kg) para pacu com peso inicial de 11,5
g, por 12 semanas, verificaram que melhor conversdo alimentar e crescimento
foram atingidos com 250 g/kg de PB. Da mesma forma, Bicudo et al. (2010)
verificaram oOtima relacdo PB:ED com valor de 22,2 g/MJ para pacu com peso
inicial de 15,5 g, por 10 semanas e que o requerimento minimo de PB é de 270
g/kg. Ainda, segundo os autores, o ganho de peso (%) e a taxa de crescimento
especifico (%/dia) aumentaram enquanto a conversao alimentar aparente
diminuiu consideravelmente com o aumento do nivel de inclusdo de proteina na
dieta (220 g/kg para 271, 268 e 281 g/kg de PB, respectivamente). No atual
trabalho foram fornecidos cerca de 320 g/kg de PB para pacu juvenil, valores
elevados ao comparar com 0s niveis utilizados para esta mesma espécie, citados
por outros pesquisadores (ABIMORAD; CARNEIRO, 2007; FERNANDES,;
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CARNEIRO; SAKOMURA, 2001). Em um curto periodo de tempo (oito semanas),
0S juvenis apresentaram desejaveis caracteristicas zootécnicas, indicando a alta
gualidade nutricional das dietas formuladas e fornecidas ao pacu.

A taxa de crescimento especifico verificada neste trabalho (4,6% e 3,6%,
para 30 e 60 dias, respectivamente) é relativamente alta quando comparada ao
encontrado por outros grupos de pesquisa. Tesser et al. (2005) registraram taxa
de crescimento entre 3,1 e 3,5% para pacu com peso inicial de 4,3 g e peso final
de 18,1 g, alimentado com dietas semi purificadas contendo diferentes niveis e
fontes de arginina, por 6 semanas. Em pacu com peso elevado,
comparativamente ao atual trabalho, foram encontrados valores entre 1,9 e 2,2%
(BICUDO et al., 2010) e, 0,7 e 0,8%/dia (ABIMORAD; CARNEIRO, 2007). Para
todas as dietas testadas, 0s peixes apresentaram rapido crescimento e aumento

do peso em 12 vezes durante os dois meses avaliados.

4.2 IGF-I sérico no pacu

A concentracao de IGF-I sérica do pacu (média *+ erro padrao) expressa
em ng/mL, aos 30 e 60 dias, esta apresentada na Tabela 5. Nao foi verificado
efeito de dieta, periodo experimental e interacdo entre os parametros (P>0,05)

para esta variavel.

Tabela 5 - Concentragéo sérica de IGF-1 (ng/mL) de juvenis de pacu (média * erro
padrdo) alimentados com 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro
bovino liofilizado na dieta, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta® Efeito®
0% CBL 10% CBL 20% CBL Média geral D P DxP
30 21858+39,63 20837+2133 193,17+6,39 20522+11,13 N.S. NS. N.S.
60 220,83+24,00 22555+1784 204,81+1958 216,59+10,40

Média Geral 219,70+1892 21696+1301 198,99 +957

N.S.- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclus&o de colostro bovino liofilizado (CBL); “D
— dieta; P - periodo; D x P - interagao entre dieta e periodo

A utilizagdo de colostro bovino como suplemento alimentar tem sido
usado em humanos (FENGER et al., 2014; MARCHBANK et al., 2011) e outras
espécies de animais (MORETTI et al., 2012a, 2012b, 2014a; PAULETTI et al.,
2007c; PANDEY et al.,, 2011). Em peixes, o fornecimento de colostro bovino
liofiizado como fonte alimentar proteica sobre respostas histofisiolégicas e o

desempenho, uma proposta inédita tém sido estudada por nosso grupo de



55

pesquisa (CRUZ et al., 2014; MORETTI et al., 2014b; RODRIGUES et al., 2009,
2010).

Além de nutrientes essenciais, 0 colostro bovino contém fatores de
crescimento como o IGF-1 e o EGF, os quais estdo envolvidos com a proliferacao
e diferenciacdo celular (ELFSTRAND et al., 2002; PANDEY et al.,, 2011). No
presente estudo, como ocorre em cavalos de corrida (FENGER et al., 2014) e em
ruminantes (KINDLEIN et al., 2007; PAULETTI et al., 2007c; MACHADO-NETO et
al., 2011; MORETTI et al., 2014a; NORDI et al., 2013), o IGF-I do colostro néo
influenciou a concentracdo sérica de IGF-I. Como hipéteses para justificar esta
auséncia, incluem-se a baixa quantidade de IGF-I colostral ingerida, o tempo
médio de vida do peptideo bioativo na corrente sanguinea e a presenca de
barreiras no intestino.

A concentragédo de IGF-I no colostro bovino varia entre 15 e 500 ng/mL
(BLUM; HAMMON, 2000; PENCHEV GEORGIEV, 2008; MORETTI et al., 2012b).
Considerando esta concentracéo de IGF-I citada na literatura e o fornecimento de
apenas 10 e 20% de inclusdo de colostro bovino na dieta, presume-se gue neste
estudo houve fornecimento de insuficiente quantidade do peptideo bioativo
através da dieta, o que ndo influenciou a concentracéo na corrente sanguinea dos
peixes analisados. Pauletti et al. (2007c), ao fornecer quantidades mais elevadas
que a do presente trabalho, 500 a 3000 ug e 3000 a 6000 pg também nao
identificaram diferencas séricas de IGF-I nos primeiros sete dias de vida de
bezerros. Outros estudos, assim como os resultados deste trabalho, também
indicam que a concentracao sérica de IGF-I ndo é afetada pela quantidade desse
peptideo bioativo disponivel no colostro (HAMMON; BLUM, 2002; MORETTI et
al., 2012b; SPARKS et al., 2003), sendo a acao topica o principal efeito sobre o
desenvolvimento do trato gastrintestinal.

A meia vida dos IGFs na corrente sanguinea € variavel e aumentada apos
a formacéo de complexos a proteinas de ligacdo especificas (IGFBPs) presentes
nos fluidos corporais, tendo sua acdo a nivel celular mediada por receptores
especificos de membrana (IGF-IRs) (PAYE; FORSTEN-WILLIAMS, 2006;
PLANAS et al., 2000). Ap6s a formacdo do complexo binario com proteinas
transportadoras (IGF+IGFBP) e terciario, também a uma proteina transportadora
mais uma subunidade &cido-labil (IGF+IGFBP+ALS), a meia-vida dos IGFs na

corrente sanguinea, passa de cerca de 20 minutos para até 12 horas (HOSSNER,;
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McCUSKER; DODSON, 1997). Quando fornecido de forma oral, o IGF-I marcado
com I'*®
no duodeno e ileo dos ratos de cerca de 2 minutos (XIAN; SHOUBRIDGE; READ,

1995). No presente estudo, provavelmente nao foi encontrada concentracdes de

em ratos adultos apresentaram meia vida no intestino, particularmente,

IGF-1 sanguineas, porque, ao submeter os peixes a jejum (pelo menos 24 horas
antes da amostragem), o IGF-I péde ter sido degradado durante este periodo.

Ao contrario dos mamiferos, os teledsteos possuem caracteristicas
especiais de absorcdo de macromoléculas pelo epitélio intestinal, pois
apresentam permeabilidade durante toda a fase de crescimento (DUAN et al.,
1998). Em funcgéo desta caracteristica do intestino de peixes, poderia ocorrer um
processo de absorcdo, entretanto, a existéncia de importantes mecanismos
guimicos e fisicos pode diminuir a eficiéncia de transferéncia das macromoléculas
para a circulagdo sanguinea. Entre estes mecanismos podem ser citada a
atividade das enzimas digestivas; as células de defesa pertencentes ao sistema
imunologico e; as proprias células que compde o epitélio do intestino (SCHEP et
al., 1999). Nos pacus juvenis analisados, sugere-se que o IGF-I, fornecido como
um componente exdgeno, ndo pdde ser absorvido pelos enterdcitos em funcao da
elevada presenca enzimatica. Resultados semelhantes foram encontrados em
ruminantes recém-nascidos e ratos adultos (MORETTI et al., 2012a; PAULETTI et
al., 2007c; SPARKS et al., 2003; XIAN; SHOUBRIDGE; READ, 1995). Buscando
promover a estabilidade do IGF-I exdgeno usado como agente terapéutico no
intestino, integridade estrutural no fluido intestinal e, da mesma forma, atividade
de seu receptor, Xian, Shoubridge e Read (1995) ao trabalhar com ratos adultos
verificaram que substancias presentes nas secrecdes lacteas bovinas, como a
caseina, albumina bovina (BSA) e lactoferrina sé@o eficientes para o propdsito em
guestao.

Levando em consideragdo as barreiras existentes no epitélio intestinal
gque podem causar a degradacdo do IGF-lI fornecido exogenamente, a alta
concentragdo do peptideo bioativo (valores entre 193 e 225 ng/mL) na circulacéo
sanguinea de pacus juvenis esta relacionada a producdo enddgena pelos tecidos
hepatico e extra-hepatico. A concentracdo sérica de IGF-lI encontrada neste
trabalho é similar a de tongue sole (Cynoglossus semilaevis) ao utilizar a mesma
técnica de analise (ELISA), com valores de IGF-I variando entre (178 e 368
ng/mL) (MA et al., 2011).
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4.3 Morfologia do epitélio intestinal de juvenis de pacu

A anélise macroscopica, verificou-se que o intestino médio do pacu
apresentou em sua constituicdo trés segmentos, S1, S2 e S3, separados por
flexbes, e desembocando no anus o reto (Figura 8). Neste trabalho foram
analisados somente os segmentos S1 e S2 do intestino médio, pois, segundo
Rodrigues e Menin (2008), estas sdo as por¢cbes mais importantes para o
processo absortivo. Como se pretende analisar a influencia do colostro bovino
sobre a morfologia do epitélio intestinal, apenas a analise dos dois segmentos
iniciais justifica-se. Na primeira porcao do intestino dos peixes ocorre a maxima
capacidade digestiva com elevada digestdo e absor¢éo dos nutrientes, enquanto
na porcao posterior (reto) ocorre principalmente a absorcdo de macromoléculas
protéicas intactas (ABAURREA-EQUISOAIN; OSTOS-GARRIDO, 1996;
GEORGOPOULOU et al., 1988; KROGDAHL et al., 2003; OSTASZEWSKA et al.,
2005).

A partir da andlise descritiva da estrutura morfolégica utilizando
microscopia eletrénica de varredura nao foram verificadas diferencas estruturais
no epitélio intestinal dos peixes controle (0% CBL) comparativamente aos peixes
alimentados com 10 ou 20% de CBL. Independente da dieta consumida houve
diferenca para a altura das dobras, estruturas que compdem o epitélio intestinal e
projetam-se em direcdo ao lumen, entre 0os segmentos intestinais. No intestino
meédio as dobras apresentaram-se estruturalmente maiores e mais complexas do
que no reto (Figuras 9, 10, 11 e 12), sugerindo aumento da area de superficie de
absorcdo no intestino médio. Esta caracteristica, assim como também verificado
por Faccioli et al. (2014) no icti6fago Hemisorubim platyrhynchos, esta
relacionada com as funcdes fisioldgicas inerente a cada compartimento digestivo.
Nos dois intestinos analisados, de forma geral, houve como caracteristica
predominante a presenca de dobras continuas e em anastomose.

Entre os segmentos S1 e S2 do intestino médio foram verificadas
diferencas morfologicas. No S1, houve maior padroniza¢do das dobras (Figura 9)
com tamanhos similares e superficies apicais arredondadas, enquanto no S2, as
dobras apresentaram-se desuniformes, sendo que dobras altas e superficies
apicais longitudinais estavam intercaladas por uma ou duas camadas de dobras
mais baixas também com alturas e conformacdes desuniformes e superficie

apical arredondada (Figura 10). Por toda extensao do intestino foram visualizados
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sulcos longitudinais pronunciados e sulcos transversais superficiais, sugerindo
aumento da &rea de absorcdo (Figura 13). Neste estudo verificou-se, por vezes,
despadronizacdo das amostras, 0 que por vezes tornou dificil a caracterizacéao
destes tecidos. A mesa caracteristica foi verificada por Seixas Filho et al. (2001)
em espécimes de dourado (Salminus brasiliensis).

A mesma despadronizagdo encontrada no intestino médio dos pacus
amostrados neste trabalho, também foi verificada no segmento final do trato
gastrintestinal, o reto. Este apresentou como caracteristica um emaranhado de
dobras desuniformes, predominéncia de superficies apicais lisas e auséncia de
sulcos transversais (Figuras 11 e 12). A partir desta caracteristica, sugere-se que
0 processo absortivo neste segmento intestinal ndo é tdo eficiente quanto no
intestino médio. A presenca de sulcos pelas vilosidades intestinais de leitbes
também foi verificada por Skrzypek et al. (2005) utilizando microscopia éptica e
eletrénica de varredura. Caracteristicas morfol6gicas semelhantes as encontradas
no presente estudo foram encontradas em Pseudophoxinus antalyae, Leporinus
friderici e Leporinus taeniofasciatus (ALBRECHT; FERREIRA; CARAMASCHI,
2001; CINAR; SENOL, 2006).

g 3 S 5 v L=
- Segmentos intestinais de juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus)

Figuré 8
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ura 9 — Intestino médio, segmento S1 de juvenis de pacu: (A) dobras continuas

(linhas) e em anastomose (retangulo); (B) dobras com superficie apical
arredondada (linhas). Barra= 200pum
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Figura 10 — Intestino médio, segmento S2 de juvenis de pacu, dobras altas continuas,
com proeminéncias na superficie apical, intercaladas por uma ou duas

camadas de dobras mais baixas (setas) com alturas e conformacoes
desuniformes e em anastomose (retangulo). Barra= 200um
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Figura 11 — Reto de juvenis de pacu caracterizado por um emaranhado de dobras
desuniformes e superficies apicais predominantemente lisas. Barra=
300pm
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Figura 12 — (A) e (B) Dobras altas, em anastomose e complexas no intestino médio,

segmento S1 e S2, respectivamente; (C) dobras baixas e menos
complexas no reto de juvenis de pacu. Barra= 200um
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Figura 13 - Sulcos longitudinais (setas brancas) e transversais (setas amarelas) na
porcéo apical das dobras do S1 (A), reto (B) e S2 (C) e (D) de juvenis de
pacu. Barra= 200pm
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O arranjo das dobras intestinais relaciona-se com a quantidade e
velocidade de transporte do alimento pelo intestino (SEIXAS FILHO et al., 2001).
Segundo sugerido pelos mesmos autores, ha suposicdo de que o padrdo
longitudinal das dobras anastomosadas retarda o avanco do alimento em sentido
aboral, possibilitando melhor aproveitamento e digestdo dos nutrientes. Ainda,
auxiliam no direcionamento do conteudo intestinal e distensdo das paredes do
intestino conforme o alimento ingerido (SEIXAS FILHO et al., 2001). Com base
nas caracteristicas estruturais das dobras visualizadas em pacus neste trabalho,
supfe-se que o intestino médio é o responsavel por maior parte do processo de
absorcao de nutrientes, concordando com estudos anteriormente realizados.

Nos exemplares de pacus analisados, ndo foram verificadas criptas
intestinais, as quais estdo relacionadas aos processos de proliferacdo e
renovagao celular (BITTRICH et al., 2004; GODLEWSKI et al., 2005; NORDI et
al., 2013). A auséncia de criptas € uma caracteristica comum aos teledsteos e,
em funcdo disso, sugere-se que as divisbes mitéticas ocorrem na base das
dobras por células indiferenciadas originando assim, novas células (SENA et al.,
2012).

Zonas de extrusdo celular (Figura 14), indicando que houve perda de
células para renovacdo epitelial foram encontradas ao longo das dobras
intestinais de pacu. O processo normal de apoptose e extrusdo para o lumen
intestinal normalmente ocorre no topo das vilosidades em mamiferos (SMEATON,;
SIMPSON-MORGAN, 1985; SKRYPEK et al.,, 2007). Contudo, assim como
observado por Moretti et al. (2011), no intestino de cabritos recém-nascidos, este
processo parece ocorrer ao longo das vilosidades, indicando que outros
componentes que chegam a este segmento podem influenciar a integridade das
células intestinais estimulando o processo apoptotico.

O epitélio da mucosa intestinal dos pacus analisados, assim como 0s
demais animais, é formado basicamente por uma Unica camada de células
epiteliais absortivas denominadas enterdcitos, intercalados por células
caliciformes. Os enterdcitos apresentaram formato colunar e longo, com uma
desenvolvida camada de microvilosidades na porg¢do apical (Figura 15). As
células caliciformes no epitélio intestinal encontram-se dispostas entre as células
absortivas e s&o especializadas na producédo de muco (DEPLANKE; GASKINS,

2001). Em pacu, estas células foram observadas juntamente a porcéo apical dos
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enterécitos, como pequenos botdes (por vezes expelindo muco para a luz
intestinal) e rodeadas de células absortivas (Figura 16). Adicionalmente a estes
dois tipos celulares, considerando a estrutura, tamanho e localizacéo, sugere-se a
presenca de rodlet cells, ou células bastonetes, no epitélio intestinal dos juvenis
analisados neste trabalho (Figura 17). Estas sdo células glandulares endoégenas
presentes em varios orgaos, principalmente no epitélio do trato gastrintestinal e
das branquias (BORGES et al., 2010; DEZFULI et al., 2013; REITE; EVENSEN,
2006). A partir das analises microscopicas em juvenis de pacu, as células
bastonetes foram visualizadas isoladas ou aglomeradas e, caracterizadas com
formato oval, alongada e contendo uma cépsula fibrosa. Sugere-se da mesma
forma, a presenca de células do sistema de defesa infiltradas entre os enteroécitos
(Figura 18). Vacuolos de absorcdo também puderam ser visualizados (Figura 18).

Onze exemplares de pacu analisados, de um total de 36, apresentaram
estruturas semelhantes a parasitos no intestino médio, independentemente da
dieta, contendo ou ndo o colostro bovino, ou periodo experimental (Figura 19).
Estes peixes foram mantidos durante todo o periodo experimental nos mesmos
tanques, com temperatura controlada e recebendo a mesma agua e alimento que
os demais. Com isso, sugere-se que esta pode ser uma condicdo normal nesta
espécie de peixe. Francesquini et al. (2013) verificaram ocorréncia de infeccdes
parasitarias durante as diferentes fases de producdo, em pacu (Piaractus
mesopotamicus) e do hibrido patinga (Piaractus mesopotamicus x Piaractus
brachypomus). Os pesquisadores encontraram 63% dos peixes na fase de
reproducao e larvicultura infectados por pelo menos uma espécie de parasita, e
durante a engorda e no pesque-pague houve prevaléncia de 100%. Os parasitas
encontrados no epitélio intestinal de pacu, ndo foram classificados e

diferenciados.



Figura 14 - Processo de extrusdo celular no intestino médio de juvenis de pacu.
Barra= 20pm

Microvilosidades

Z

Figura 15 — Intestino médio de juvenis de pacu: (A) enterdcitos colunares, barra=
10um; (B) proeminente camada de microvilosidades (seta). Barra= 20um




Flgua 16 — Reto de juvenis de pacu: (A) ceII caI|C|forme expellndo muco (seta) no
intestino médio, barra=20 um; (B) caliciformes espalhadas pela superficie
externa (setas), barra= 100um

Figura 17 — Intestino médio de juvenis de pacu, apresentando células bastonetes
isoladas ou aglomeradas. Barra= 20um
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Figura 18 — Intestino médio de juvenls de pacu (A) e (B) vacuolos de absor(;ao (setas)
(B) célula de defesa (circulo). Barra= 20um




Figura 19 — Parasitos no intestino médio de juvenis de pacu (A), (B) e (C), barra= 20um;
(D), barra= 10um; (E) e (F), barra= 5um; (G) e (H), barra=2um
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O estudo das alteragfes na estrutura da mucosa do trato gastrintestinal é
frequentemente utilizado e util para o entendimento das fungbes absortivas
durante as diferentes fases do desenvolvimento. Da mesma forma é utilizado
como parametro de avaliacdo em resposta a fatores ambientais ou alimentos
fornecidos aos animais. A auséncia de diferengcas morfoldgicas no epitélio
intestinal de pacus alimentados ou n&o com colostro bovino liofilizado indica que a
fonte alternativa de proteinas ndo causou prejuizo ao epitélio destes peixes e,
consequentemente, ao processo absortivo. Assim, os resultados deste trabalho
sugerem que o colostro bovino pode ser utilizado como fonte protéica de alta

gualidade aos pacus juvenis.

4.4 Atividade enzimatica no tecido intestinal do pacu

A atividade das enzimas peptidases (aminopeptidase N, dipeptidil
peptidase IV e aminopeptidase A) e dissacaridases (maltase e sacarase) no
intestino médio e reto de pacu, expressas em U/ grama de tecido, sdo
apresentadas na Tabela 6.

A atividade da aminopeptidase N no intestino de pacu diferiu entre dieta e
periodo experimental (P<0,05), sendo superior nos peixes que ingeriram as dietas
contendo 10% e 20% de inclusdo de CBL e, da mesma forma, nos peixes
amostrados aos 30 dias. As enzimas dipeptidil peptidase IV e aminopeptidase A
apresentaram atividades diferentes entre os periodos (P<0,05), sendo que a
maior atividade da dipeptidil peptidase 1V foi verificada aos 30 dias, enquanto que
para aminopeptidase A aos 60 dias. Nao houve correlacdo significativa entre as
peptidases (P>0,05).

A atividade das enzimas maltase e sacarase no tecido entérico diferiu
entre os periodos (P<0,05), com valores superiores aos 30 dias. Houve correlacéo
positiva de r = 0,86 entre as duas dissacaridases analisadas (P = 0,001). Ao
comparar todas as enzimas, foi verificada correlacdo negativa entre

aminopeptidase A e maltase e (r =- 0,57) (P = 0,03).
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Tabela 6 - Atividade enzimatica intestinal (U/grama de tecido) (média * erro
padrao) de juvenis de pacu alimentados com 0%, 10% e 20% de
inclusdo de colostro bovino liofilizado na dieta, aos 30 e 60 dias
experimentais

Periodo (dias) Dieta® Efeito”
0% CBL 10% CBL 20% CBL  Médiagerat D P DxP
Aminopeptidase N
30 1,33+0,07 180+015 150+060 169014 * * NS.
60 0,84+0,01 144+002 1,18+0,01 1,19+0,09
Média Geral 1,08+014° 162+0,11° 1,30+ 0,20
Dipeptidil peptidase IV
30 3,55+0,01 337+0,18 341+024 343+£0,10 NS. * NS
60 2,99 £ 0,50 336+0,05 256+0,18 2,97+0,17
Média Geral 3,26+ 0,26 3,37+0,08 298+0,23
Aminopeptidase A
30 1,14 £ 0,07 1,17+0,04 142+0,03 125005 NS. * NS
60 149+0,12 156+0,12 161+037 155+0,06
Média Geral 131+0,12 136+0,10 1,46+0,05
Maltase
30 0,93+0,07 1,04+0,07 098+0,11 099005 NS. * NS
60 0,36 £0,08 053+0,01 0,75+0,03 0,61+0,09
Média Geral 0,65+0,17 0,78+0,12 0,92+0,08
Sacarase
30 0,61+0,04 082+0,22 0,75+0,03 0,74+0,08 NS. * NS
60 0,12+0,02 012+0,06 024+005 0,16+0,03
Média Geral 0,37+0,14 047+0,19 055%0,13

*P<0,05; N.S.- P>0,05; ; ®médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre as
dietas pelo teste de Tukey; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino
liofilizado (CBL); D - dieta; P - periodo; D x P - interacdo entre dieta e periodo; U — um umol de
substrato hidrolisado por minuto a 37°C

Estudos enzimaticos sdo determinantes quando se pretende a utilizacao
de fontes alternativas alimentares para peixes em crescimento, pois, comportam-
se como indicadores da competéncia fisiolégica digestiva. Teledsteos, ao
contrario dos mamiferos, apresentam alta capacidade digestiva desde o0s
primeiros estagios do desenvolvimento (KUZ'MINA, 1996; ZAMBONINO
INFANTE; CAHU; PERES, 1997). No momento da eclosdo, mesmo antes do
inicio da alimentacdo exdgena, ja sdo encontradas proteases e carboidrases no
intestino, provenientes do estdmago, pancreas e intestino (KUZ’'MINA, 1996;
TENGJAROENKUL et al., 2002; ZOUITEN et al., 2008). A presenca das enzimas
no trato gastrintestinal, relacionadas ao metabolismo de proteinas, carboidratos e
lipidios sugere preparagdo do organismo para maximizagdo da utilizagdo destes

componentes alimentares desde o inicio da vida, perdurando, com variacdo na
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atividade, durante todo desenvolvimento dos peixes (TENGJAROENKUL et al.,
2002). Nos intestinos dos juvenis de pacu avaliados no presente estudo verificou-
se a atividade das cinco enzimas estudadas (aminopeptidase N, dipeptidil
aminopeptidase IV, aminopeptidase A, maltase e sacarase). A producdo das
enzimas é variavel e influenciada pelo tamanho do intestino, fase de crescimento,
alimento consumido e habito alimentar (GIRI et al., 2000; HARPAZ; UNI, 1999;
HAKIN et al., 2006; KROGDAHL et al.,, 2003; KUPERMAN; KUZ'MINA, 1994;
ZAMBONINO INFANTE; CAHU; PERES, 1997).

O colostro bovino, além de apresentar elevadas concentracdes de
proteinas e fatores de crescimento, possui em sua composicdo fatores que
previnem a degradacao protéica como o fator inibidor de tripsina (CHRISTENSEN
et al., 1995; PANDEY et al., 2011). No presente estudo, as trés peptidases e duas
dissacaridases presentes no intestino apresentaram comportamento similar frente
as dietas fornecidas, exceto para aminopeptidase N. Elevada presenca desta
enzima foi verificada nos peixes alimentados com os dois niveis de inclusao de
CBL, o que pode estar relacionado ao aminoacido leucina presente no colostro.
Moretti et al. (2012a), sugerem que ocorre aumento progressivo da atividade de
peptidases na membrana da célula de cabritos recém-nascidos em resposta a
varios estimulos, principalmente em relacdo as proteinas presentes nos
alimentos. Estudos anteriores de Kuiken e Pearson (1949), Zandoki et al. (2006) e
Csapd et al. (2009), relacionaram a composicdo em aminodcidos no colostro de
vacas de diversas racas e verificaram alta concentracdes de leucina, substrato
para a peptidase em questédo, variando entre 8,1 a 9,1% no conteddo de proteina
bruta do colostro. Com isso, ao saber que o organismo dos peixes ndao produz
este aminoacido essencial, que a leucina € utilizada como substrato para a
identificacdo da atividade da aminopeptidase e, apds o fornecimento da dieta
contendo CBL a atividade da aminopeptidase N nos pacus aumentou, sugere-se
relagcdo com a leucina presente no colostro. A maior presenca da aminopeptidase
N quando se usou fonte protéica a base de farinha de peixe nativa foi verificada
em sea bass (Dicentrarchus labrax) e, menor presenca da enzima em peixes
alimentados com farinha de peixe hidrolisada (composta com 75% de di e
tripeptideos) (ZAMBONINO INFANTE; CAHU; PERES, 1997).

Entre os periodos experimentais, houve diminuicdo na atividade

enzimatica aos 60 dias, exceto para a aminopeptidase A, que apresentou elevada
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atividade. Kuz’mina (1996), verificou que a atividade total enzimatica relativa ao
peso corporal (g) em perch (Perca fluviatilis L.) e roach (Rutilus rutilus L.) foi maior
nos estagios iniciais de vida, decrescendo em peixes maiores. Da mesma forma,
a queda na atividade das enzimas verificadas neste estudo pode estar
relacionada ao maior tamanho do intestino neste periodo quando se registrou
crescimento do peixe de aproximadamente 107% entre o inicio do periodo
experimental e 60 dias.

De acordo com Zambonino-Infante e Cahu (2001), a variacdo na atividade
enzimética durante o periodo estudado esta relacionada com a estrutura fisico-
morfoldégica do intestino durante os processos de digestdo e absorcéo.
Anatomicamente, o intestino dos peixes mais velhos difere do intestino dos mais
novos, apresentando maior extensdo. Da mesma forma, peixes onivoros, ao
contrario dos carnivoros, apresentam intestino mais longo possibilitando maior
contato dos nutrientes com as enzimas (HIDALGO; UREA; SANS, 1999). Em
funcdo da maior area intestinal é possivel que as particulas alimentares sejam
guebradas lentamente em fracdes menores para a absorcdo, sem a necessidade
de elevada producado enziméatica para a digestao.

A atividade das dissacaridases, maltase e sacarase, no epitélio intestinal
de pacus, nao diferiu entre as dietas fornecidas, contendo ou n&o colostro bovino,
como fonte parcial de proteina. Entre os periodos houve variacdo na atividade
destas enzimas, com maior valor aos 30 dias decrescendo significativamente até
os 60 dias. Este resultado concorda com o estudo de Kuz'mina (1996), que
encontrou reducdo na atividade das enzimas que degradam carboidratos com a
idade, em quatro espécies de peixes, com diferentes habitos alimentares.
Segundo 0o mesmo autor, esta variacdo esta relacionada ao comportamento,
preferéncia alimentar e a composi¢ao do alimento.

Considerando o pacu um peixe de habito alimentar onivoro, esperava-se
maior presenca de enzimas que degradam carboidratos, assim como verificado
em peixes onivoros e herbivoros (HARPAZ; UNI, 1999). Contudo, neste trabalho
observou-se maior presenca de proteinases em comparacdo as dissacaridases,
comportamento provavelmente relacionado com quantidade de proteina fornecida
(320 g/kg de PB) ao pacu. Aumento da relagéo protease/carboidrase durante o
crescimento em espécies de peixes com habitos alimentares diferentes Pike

(Esox lucius L. - predador), perch (Perca fluviatilis L. — predador
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facultativo/bent6fago), bream (Abramis brama L. - bentéfago) e roach (Rutilus
rutilus L. - bentéfago) também foi verificado por Kuz’'mina (1996). As proteinas
vegetais sdo mais dificeis para digerir do que as proteinas de origem animal e,
apesar dos onivoros apresentarem menos enzimas proteoliticas do que os
carnivoros ha necessidade de melhor aproveitamento das proteinas, justificando a
maior presencga das enzimas que as degradam (HIDALGO; UREA; SANS, 1999).

A elevada presenca da maltase e sacarase aos 30 dias de experimento,
correlacionadas entre si (r = 0,865, p<0,0001), no intestino de pacu, indica a
capacidade destes peixes em utilizar carboidratos durante a fase juvenil. Tilapias
(Oreochromis niloticus L.), peixe também de habito alimentar onivoro, possuem
plena capacidade em utilizar carboidratos desde a eclosdo (TENGJAROENKUL et
al., 2002).

4.5 Concentracao de proteina total, DNA e RNA total nos tecidos intestinal,
hepatico e muscular de pacu
A concentracdo de proteina total, DNA, RNA e as razbes entre estas
variaveis no intestino dos juvenis de pacu, sdo apresentadas na Tabela 7. Houve
diferenca apenas para a razdo proteina/RNA entre os periodos experimentais
(P<0,05), sendo o maior valor verificado nos peixes amostrados aos 30 dias.
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Tabela 7 - Concentracdo de proteina total, DNA, RNA e razdo entre as variaveis
(média + erro padrdo) no intestino de juvenis de pacu alimentados com
dieta contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino
liofilizado, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito
0% CBL 10% CBL 20% CBL ~ Médiageral D P DxP
Proteina (mg/g tecido)
30 109,60+6,10 11336+12,12 11857+19,29 11437+7,67 NS. NS. N.S.
60 113,15+16,23 104,27+721 11755+10,10 11147+555
Média Geral 11137+715 10882+6,63 118,06+9,74
DNA (mg/g tecido)
30 1,10£0,08 0,92+0,03 099+024 099008 NS. NS. NS.
60 1,17+0,02 1,02£0,12 1,35+0,19  1,18+0,09
Meédia Geral 1,14 +0,04 0,97 £ 0,06 1,17+0,16
RNA (mg/g tecido)
30 3,79+0,46 3,03£0,09 330+046  332+021 NS. NS. NS.
60 3,75+0,20 4,17 +0,49 4114062  4,02+027
Média Geral 3,77£0,21 3,57+0,33 3,71£0,39
Proteina/DNA (mg/mg)
30 106,13+ 17,78 12740+1586 127,72+17,87 12220+9,21 N.S. NS. N.S.
60 105,09+ 14,98 12750+3152 89,55+9,76 107,65%12,79
Média Geral 105,61+950 12744+1578 108,63+ 12,48
Proteina/RNA (mg/mg)
30 30,25+ 1,37 35,95 + 3,47 3587+1,14 3449+153 NS. * NS
60 31,25+197 2536 £ 1,25 3047279 28,74+146
Média Geral 30,75+ 1,02 30,65+ 2,89 33,17+181
RNA/DNA (mg/mg)
30 3,72+ 0,90 3,64+0,18 355+048  363+024 NS. NS. NS.
60 354+0,29 494 +137 310+014  390%0,55
Média Geral 3,63 0,39 4,29+ 0,68 3,33+0,25

*P<0,05; N.S.- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclus&o de colostro bovino liofilizado
(CBL); °D - dieta; P - periodo; D x P - interacdo entre dieta e periodo

A concentracdo de proteina total, DNA, RNA e as razbes entre estas

variaveis no figado dos juvenis de pacus sdo apresentadas na Tabela 8.

Diferenca significativa ndo foi observada para as variaveis no tecido hepético

(P>0,05), entre as dietas ou periodos experimentais.
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Tabela 8 - Concentracdo de proteina total, DNA, RNA e razdo entre as variaveis
(média + erro padrdo) no figado de juvenis de pacu alimentados com
dieta contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino
liofilizado, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito?
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
Proteina (mg/g tecido)
30 168,29+1,09 170,48+7,85 157,15+12,38 164,93+533 N.S. N.S. N.S.
60 163,99 + 16,88 167,18+ 7,87 159,32+ 18,20 163,50 +7,35
Média Geral 166,14+ 7,01 168,83+503 158,24+9,86
DNA (mg/g tecido)
30 1,52 +0,06 1,55+0,05 1,38+0,15 148+0,06 N.S. NS. NS.
60 156+0,15 157+0,12 1,44 £ 0,09 1,52+ 0,06
Média Geral 1,54 £ 0,07 1,56 + 0,06 1,41 +0,08
RNA (mg/g tecido)
30 4,32+0,40 2,59+0,29 355+0,39 3,10+0,26 N.S. NS. NS.
60 3,61+0,01 341+0,09 315+0,20 3,37+0,10
Média Geral 340+0,33 3,00+0,23 3,35+0,21
Proteina/DNA (mg/mg)
30 11456 +6,51 109,70+356 121,98+1997 11552+7,05 N.S. N.S. N.S.
60 109,16 £21,22 10759+7,61 113,75+16,44 110,29+7,23
Média Geral  111,86+9,19 10865+3,79 11786+1171
Proteina/RNA (mg/mg)
30 4860+4,77 7374+1240 4735+396 59,05+6,47 N.S. NS. N.S.
60 4568+434 4931+267 5369+11,37 50,05%4,09
Média Geral 50,14+539 6153+7,88 5052+557
RNA/DNA (mg/mg)
30 2,88+0,14 1,68+0,25 2,57+0,67 213£0,30 N.S. NS. NS.
60 2,36+0,23 2,19+0,12 2,22+0,23 2,25+0,10
Média Geral 2,25+0,27 1,94+0,17 2,40+0,32

N.S.- P>0,05; ‘Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclus&o de colostro bovino liofilizado (CBL); “D
- dieta; P - periodo; D x P - interag&o entre dieta e periodo

A concentracdo de proteina total, DNA, RNA e as razfes entre estas
variaveis no musculo dos juvenis de pacus sdo apresentadas na Tabela 9. Foi
observada diferenca entre os tratamentos para a razdo proteina/RNA (P<0,05)
sendo o maior valor encontrado nos peixes que receberam dieta contendo 10%
de inclusdo de CBL. Houve diferenca entre os periodos experimentais para a
concentracdo de DNA, RNA e as razdes proteina/DNA, proteina/RNA e RNA/DNA
(P<0,05). A concentracdo de RNA e as razdes proteina/DNA e RNA/DNA no
musculo dos peixes diminuiram aos 60 dias, enquanto a concentragdo de DNA e

a razao proteina/RNA aumentaram neste periodo.
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Tabela 9 - Concentracdo de proteina total, DNA, RNA e razdo entre as variaveis
(média % erro padrdo) no musculo de juvenis de pacu alimentados com
dieta contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino
liofilizado, aos 30 e 60 dias experimentais.

Periodo (dias) Dieta® Efeito’
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
Proteina (mg/g tecido)
30 111,80+ 16,59 113,13+3,36 103,30+10,57 109,12+5,09 N.S. N.S. N.S.
60 117,68+ 1516 11630+355 99,68+7,70 110,41+5,08
Média Geral 11474+933 11471+230 101,50+5,91
DNA (mg/g tecido)
30 1,00 £0,04 124+0,12 0,93+0,20 106009 NS. * NS.
60 1,74 +0,05 1,66 £0,10 1,62+0,15 1,66 + 0,06
Média Geral 1,37+0,21 145+0,12 1,28+0,19
RNA (mg/g tecido)
30 1,32+0,17 1,03+ 0,08 1,27+0,11 1,19+0,07 NS. * NS
60 0,78+0,05 0,67 £ 0,06 0,78+ 0,06 0,74 £ 0,04
Média Geral 1,05+0,17 0,85+ 0,09 1,03+0,12
Proteina/DNA (mg/mg)
30 126,42 +13,79 98,47+12,00 146,03+47,28 123,29+17,96 NS. * N.S.
60 67,96+9,99 7337+6,10 63,07+852 6816+4,26
Média Geral  97,20+1825 8592+8,23 104,55+ 28,38
Proteina/RNA (mg/mg)
30 9048+6,72 110,75+6,47 8187+873 9485+612 * * NS.
60 153,80+3,54 173,85+1241 12830+0,88 151,76 +8,53
Média Geral 122,14 +18,54° 142,30 + 1544® 105,09 + 11,10
RNA/DNA (mg/mg)
30 1,49+0,18 0,90+0,15 1,81+0,59 139+025 NS. * NS.
60 0,45+ 0,04 0,42 £ 0,05 0,49+ 0,06 0,45+0,03
Média Geral 0,97 +0,31 0,66 +0,13 1,15+ 0,40

*P<0,05; N.S.- P>0,05; ®médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre as
dietas pelo teste de Tukey; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino
liofilizado (CBL); ’D — dieta; P - periodo; D x P - interac&o entre dieta e periodo

A avaliacdo de alimentos que atuam sobre o desenvolvimento do epitélio
intestinal, atividade do figado e crescimento do tecido muscular, é necessaria
para o entendimento da fisiologia dos peixes, contribuindo adicionalmente para a
melhoria do processo de producdo. Nos teledsteos, a condicdo nutricional
influencia diretamente a atividade celular nos tecidos corporais e, da mesma
forma, o crescimento durante o desenvolvimento (BUCKLEY; CALDARONE;
ONG, 1999; GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003). Dentre as técnicas utilizadas
para avaliar a condicéo, a analise da concentracao de proteina total, DNA, RNA e

suas razoes, que sao importantes indices bioquimicos relacionados a atividade
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celular nos tecidos, tém sido utilizada (CHICHARO; CHICHARO, 2008; GWAK;
TANAKA, 2001; GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003; PAULETTI et al., 2007a,
2007b; RASKOVIC et al., 2011; SIVARAMAN et al., 2009; XIONG et al., 2011).

O colostro bovino, fonte protéica de origem animal que apresenta alta
qualidade e peptideos bioativos como o IGF-I, ao ser fornecido para peixes
cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum) em fase de crescimento, estimulou a
atividade das células absortivas intestinais, hepaticas e musculares e modificou
positivamente o crescimento (PAULETTI et al.,, 2007b). No atual trabalho, o
fornecimento de colostro bovino para pacu juvenil, ndo influenciou nenhum dos
indicadores de atividade celular no tecido entérico e hepatico (P>0,05).

A concentracdo de DNA, que reflete a densidade celular nos tecidos
através do numero de células, é relativamente constante dentro da mesma
espécie, pois, idénticos genomas contém quantidades similares de DNA nuclear
carreando a mesma informacdo genética (CHICHARO et al., 2007). Enquanto
iss0, a concentracdo de RNA, indicativo de sintese protéica nos tecidos, é variavel
conforme o estado fisiologico, fases do desenvolvimento e em diferentes
condicbes ambientais (BUCKLEY; CALDARONE; ONG, 1999; MALZAHN;
CLEMMESEN; ROSENTHAL, 2003). A similaridade observada entre a maioria
dos indicadores de atividade celular entre dieta e periodo experimental, de acordo
com Moretti et al. (2014a), indica equivaléncia entre taxas de proliferacdo e
apoptose nestes tecidos contribuindo assim, para a manutencdo da densidade
celular.

No epitélio intestinal verificou-se diminuicdo para a razdo proteina/RNA
(P<0,05), entre 30 e 60 dias, refletindo a elevada atividade de traducédo de
proteinas no primeiro periodo analisado. O processo de sintese de proteinas no
intestino parece ndo estar envolvido diretamente com o crescimento dos peixes e
sim, relacionado com o0s processos absortivos de nutrientes, oriundos da
alimentacdo e metabolismo. Este fato pode ser confirmado pela correlacdo
negativa entre a razao proteina/RNA no intestino, comprimento e peso corporal
dos peixes, com valores der =- 0,57 e r = - 0,54 (P=0,02), respectivamente.

Entre os trés tecidos avaliados, o tecido muscular foi 0 mais influenciado
pela utilizacdo do colostro bovino liofilizado como fonte parcial de proteina e pelos
periodos avaliados. Os peixes que se alimentaram da dieta contendo 10% de

inclusdo de CBL apresentaram maior valor para a razao proteina/RNA, indicando
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elevada atividade de traducdo de proteinas com possivel sintese e deposito
destas no musculo. Considerando que a proteina € uma importante fonte de
energia, principalmente durante periodos de jejum e que fornece os aminoacidos
para a sintese de novas proteinas (LOUGHNA; GOLDSPINK, 1984), pode-se
inferir que os peixes que ingeriram dieta com 10% CBL apresentaram melhor
condi¢ao nutricional do que os demais.

Aos 60 dias experimentais, verificou-se no musculo do pacu elevada
guantidade de células (concentracdo de DNA), e, da mesma forma, maior
guantidade de proteina sendo traduzida (proteina/RNA), variaveis positivamente
correlacionadas (r = 0,81, P<0,05). Correlacao positiva também foi encontrada
para DNA e proteina/RNA com comprimento (r = 0,80 e r = 0,76) e peso corporal
(r =081 er = 0,74) (P<0,001) para DNA e para a razao proteina/RNA,
respectivamente. Acompanhando o padrdo de reducdo na razdo proteina/DNA,
houve diminuicAo para RNA/DNA, indicando que a sintese de proteina esta
relacionada com a concentracdo de RNA, assim como também verificado em
Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) por Gwak, Tsusaki e Tanaka (2003).
Sugere-se com base nestes resultados a predominancia de crescimento muscular
por hiperplasia aos 60 dias, caracteristica de crescimento muscular também
verificada em cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum) alimentados com dietas
contendo colostro bovino (PAULETTI et al., 2007a).

O aumento do numero de células durante o crescimento corrobora com 0s
principios e curva normal de crescimento para peixes estipulada por Von
Bertalanffy (1934), utilizando o comprimento corporal em fungdo da idade
(SPARRE; VENEMA 1998). No musculo verificou-se reduzida taxa de sintese
protéica (RNA) e proteina por célula (proteina/DNA) e, consequentemente,
limitada capacidade de sintese de proteinas por célula (RNA/DNA), variaveis
altamente correlacionadas (r = 0,82 entre RNA e proteina/DNA e, r = 0,96 entre
RNA/DNA e proteina/DNA, P<0,001). Isto sugere reduzida eficiéncia por unidade
celular, alteracdo na celularidade neste tecido, e uma possivel alteracdo na
condicao nutricional dos peixes.

A razdo RNA/DNA, que reflete a capacidade de sintese protéica por
célula, vem sendo comumente utilizada como indicador da condi¢do nutricional
em peixes. A diminuicdo na razdo RNA/DNA foi relacionada a inadequada
condicao nutricional (GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003), contudo, Chicharro e
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Chicharro (2008) sugerem relacdo com desaceleracdo na taxa de crescimento
dos peixes e nao necessariamente com inadequada condi¢do nutricional. A
reducdo na taxa de crescimento especifico, condicdo esperada e considerada
normal em peixes, foi verificada nos pacus analisados neste estudo, com valores
de 4,64% aos 30 dias e 3,61% aos 60 dias. Assim como sugerido por Stierhoff et
al. (2009), os dados em pacus juvenis estudados sugerem que as células
musculares de peixes mais jovens possuem maior capacidade de sintetizar
proteinas intracelulares, verificada pela maior razdo RNA/DNA, e

consequentemente, relac&o positiva com o crescimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES - DOURADO
5.1 Parametros de desempenho do dourado

Os parametros de desempenho individual para os peixes alimentados
com dieta contendo 0, 10 ou 20% de colostro bovino liofilizado nos dois periodos
experimentais estdo apresentados na Tabela 10. N&o foi observado efeito
significativo das dietas contendo inclusdo de CBL (P>0,05) sobre os parametros
de desempenho nos juvenis de dourado. Entre os periodos experimentais, houve
diferenca significativa apenas para consumo alimentar e taxa de crescimento
especifico (P<0,05), sendo que aos 60 dias o consumo alimentar foi superior do

que aos 30 dias, enquanto taxa de crescimento especifico menor.

Tabela 10 - Desempenho individual (média + erro padrdo) de juvenis de dourado
alimentados com dietas contendo 0%, 10% e 20% de colostro bovino
liofilizado (CBL), aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta" Efeito’
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
Peso inicial (9)
30 13,66 £ 0,47 12,50+ 0,27 13,134 0,46 1309+026 NS. NS. NS.
60 13,66 + 0,46 1345082 13,20 + 0,67 1344+0,34
Média Geral 13,66 £ 0,30 12,97+ 044 13,17 +0,36
Ganho de peso (g)
30 42,67+1442 30,73+10,31 28,75+ 2,42 3405+560 NS. * NS,
60 42474922 4331+1047 63,52 + 5,31 49,76 £ 551
Média Geral 42,57+ 7,65 37,02+7,14 46,13 + 8,20
Consumo alimentar (g)
30 75,14+ 19,83 75,86 £ 14,89 57,74+ 150 6958+7,76 NS. * NS.
60 94,62 £ 20,51 11345+29,85 11856 +7,23 108,87+ 11,26
Média Geral 84,88 + 13,48 94,65+17,12 88,15+ 13,99
Conversdo alimentar aparente (%)
30 18410,13 2,13+ 054 2,04+0,20 220£021 NS, *® NS
60 2,2910,50 25710,14 1,8810,16 2,25+0,18
Média Geral 2,06 £0,25 2,65+0,25 1,96+0,12
Taxa de crescimento especifico (%)
30 3,6610,61 3,21+0,59 3,13+0,20 333026 NS. * NS
60 2,07+027 2,10+0,62 2,62 +0,12 2,260,16
Média Geral 2871046 2,66 +0,39 2,87+0,15
Taxa de sobrevivéncia (%)
30 94,3 100 100 NS. NS. NS.
60 99,0 100 100

*P<0,05; NS- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclus&o de colostro bovino liofilizado
(CBL); °D - dieta; P — periodo; D x P - interac&o entre dieta e periodo
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A auséncia de diferenca significativa observada para os parametros de
desempenho entre os juvenis de dourado alimentados com as dietas contendo
CBL ou nao, provavelmente é reflexo do consumo de uma dieta formulada para
atender todas as exigéncias nutricionais dos peixes. Ao estudar o fornecimento de
dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado para
cachara juvenis (Pseudoplatystoma fasciatum), peixe também de habito alimentar
ictiéfago, por 30 e 60 dias, ndo foram verificadas alterac6es nas carateristicas de
desempenho (RODRIGUES et al., 2010).

O colostro € uma secrec¢éo lactea de alta qualidade nutricional, que possui
propriedades nutracéuticas e peptideos bioativos, associados com a saude e
crescimento animal (PANDEY et al., 2011; SCHEP et al., 1999). Considerando
gue, os parametros biométricos avaliados neste estudo ndo foram afetados pela
dieta e as caracteristicas inerentes desta secre¢do lactea, ha indicativos para o
uso desta fonte alimentar na alimentacdo de dourados juvenis. Apesar de
existirem estudos utilizando o dourado nas diversas areas da producdo, como
nutricdo, comportamento, fisiologia e manejo, as pesquisas ainda sao incipientes
(BORGHESI; DAIRIKI; CYRINO, 2009; BRAGA et al., 2007; BRAUN et al., 2010,
2013). Com isso, as informacdes contidas neste trabalho podem ser de grande
valia para a producdo de dourados em sistema intensivo. Investigagdes
adicionais, considerando os efeitos do CBL sobre o desenvolvimento e processos
fisiologicos nos peixes, sdo necessarias para completar o entendimento sobre o

valor e as dificuldades de utilizar esta alternativa alimentar como fonte protéica.

5.2 IGF-I sérico no dourado

A concentracdo de IGF-I sérica do dourado (média * erro padréo),
expressa em ng/mL, aos 30 e 60 dias experimentais, sdo apresentadas na Tabela
11. Para esta variavel verificou-se efeito do periodo experimental, sendo maior a

concentragao de IGF-I sérica aos 60 dias (P<0,05).


http://scholar.google.com.br/citations?user=61QQQroAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Tabela 11 - Concentracéo sérica de IGF-I (ng/mL) de juvenis de dourado (média +
erro padréo) alimentados com 0%, 10% e 20% de incluséo de
colostro bovino liofilizado na dieta, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito®
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
30 19476 £7,71  227,22+9,09 22881+12,60 21693+750 NS. * NS.
60 2421011094 24625+6,77 239,72+9,60 242,69+4,73

Média Geral 218/43+1216 236,73+6,62 234,27+ 7,56

*P<0,05; N.S.- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclus&o de colostro bovino liofilizado
(CBL); °D — dieta; P - periodo; D x P - interac&o entre dieta e periodo

A auséncia de diferenca frente as dietas contendo o colostro bovino sobre
0s niveis séricos de IGF-1 nesta espécie de peixe ictib6fago € similar do que
ocorreu no pacu, peixe onivoro, podendo assim ser justificada da mesma forma.
Nas duas espécies estudadas a baixa quantidade de IGF-I colostral ingerida, o
tempo médio de vida do peptideo bioativo na corrente sanguinea e a presenca de
barreiras a absorcdo de proteinas intactas no intestino podem justificar a auséncia
de diferenca na concentracao sérica de IGF-I.

Sugere-se que a maior concentracdo sérica de IGF-I verificada nos
dourados aos 60 dias esta relacionada ao maior comprimento dos peixes
comparativamente aos 30 dias (16,15 £ 0,55 cm e 18,08 + 0,51cm para
comprimento final aos 30 e 60 dias, respectivamente). Pesquisadores tém
verificado que o peptideo bioativo participa da regulacdo dos processos
mitogénicos de diferenciacdo e proliferacdo celular, desenvolvimento e
crescimento corporal (CLEMMONS, 2009; CYRINO; MULVANEY, 1999; DYER et
al., 2004; RADAELLI et al., 2003; REINECKE, 2010). Apos a ligacdo do IGF-1 aos
seus receptores de membrana especificos, ocorre a ativacdo das vias de
sinalizacao intracelulares como MAPK/ERK e PI3K/Akt desencadeando assim,
respostas extracelulares, o que influencia o crescimento corporal (FUENTES et
al., 2011). O papel do IGF-I em mediar o crescimento & suportado por McCornick
et al. (1992), que verificaram que ao utilizar IGF-I (implantes de rbIGF-1) bovina
para peixes, houve aumento em 100% na taxa de crescimento linear e 40% no
peso corporal, em relagdo aos peixes que ndo receberam os implantes. Da
mesma forma, Andrews et al. (2011) e Kawaguchi et al. (2013), verificaram

associacado positiva entre os niveis seéricos de IGF-I e a taxa de crescimento
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individual de peixes lingcod (Ophiodon elongatus) e crescimento em masu salmon

(Oncorhynchus masou).

5.3 Morfologia do epitélio intestinal de juvenis de dourado

A andlise macroscopica, verificou-se que o intestino médio dos dourados,
assim como verificado por Rodrigues e Menin (2008) na mesma espécie de peixe,
dispbe-se em forma de “N” sendo constituido por trés algcas ou segmentos, S1, S2
e S3, separados por flexdes (Figura 20). Continuando o intestino médio sem
interrupgdo por constricdo ou valva e desembocando no anus, encontra-se o
intestino posterior (Figura 20) (OLIVEIRA-RIBEIRO; FANTA, 2000).

A analise morfolégica descritiva utilizando microscopia eletrbnica de
varredura foi realizada com foco na comparacéo entre as caracteristicas do tecido
epitelial do intestino médio (S1, S2) e posterior de dourados juvenis alimentados
com dietas contendo ou ndo colostro bovino liofilizado, fonte protéica de alto valor
biologico, aos 30 e 60 dias experimentais. A analise ndo revelou diferencas
morfolégicas no epitélio intestinal dos peixes controle (0% CBL)

comparativamente aos peixes alimentados com 10 ou 20% de CBL.

Intestino
posterio

Figura 20 - Segmentos intestinais de juvenis de
dourado (Salminus brasiliensis)

Entre o intestino médio, segmentos S1 e S2 e intestino posterior dos
juvenis analisados foram verificadas diferencas na estrutura morfolégica. De
forma geral, a caracteristica predominante no intestino médio foi presenca de

dobras altas, continuas e em anastomose intercaladas por uma ou mais camadas
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de dobras mais baixas com protuberéncia arredondadas em direcdo ao lumen.
Ramificacbes nas dobras continuas também foram visualizadas neste epitélio
intestinal (Figuras 21 e 22). No segmento final do trato gastrintestinal dos
dourados juvenis, ao contrario dos pacus analisados neste trabalho, que
apresentaram um emaranhado de dobras desuniformes, nos dourados houve
predominéncia de dobras altas, desorganizadas e com avantajadas
protuberancias na superficie apical (Figura 23).

Entre os segmentos do intestino médio e posterior de dourado, sugere-se
diferenca para a altura das dobras, estruturas que compde o epitélio intestinal
projetando-se em dire¢do ao limen. As dobras do intestino médio apresentaram-
se estruturalmente semelhantes, contudo, ligeiramente maiores do que as dobras
presentes no intestino posterior (Figura 24). A predominancia de dobras altas no
intestino médio e intestino posterior do icti6fago estudado sugere aumento da
area de superficie intestinal em funcdo do habito alimentar e tipo de alimento
ingerido, acarretando em melhor condicdo de absorcdo dos nutrientes da dieta
por todo o intestino. Esta arquitetura da mucosa torna-se especialmente
importante ao considerar o menor tamanho do intestino de dourado,
comparativamente aos herbivoros e onivoros (BECKER et al., 2010; FUGI;
AGOSTINHO; HAHN, 2001). Maior densidade de dobras parece ter sido
observada no intestino médio em relacdo ao intestino posterior, caracteristica
comum entre os carnivoros. Resultado semelhantes foram encontrados por Xiong
et al. (2011) e Banan Khojasteh et al. (2009) nos icti6fagos Glyptosternum
maculatum e Oncorhynchus mykiss.

O arranjo das dobras intestinais relaciona-se com a quantidade e
velocidade de transporte do alimento pelo intestino (SEIXAS FILHO et al., 2001).
Segundo sugerido pelos autores, ha suposicao de que o padréo longitudinal das
dobras anastomosadas retarda o avanco do alimento em sentido aboral,
possibilitando melhor aproveitamento e digestdo dos nutrientes. Ainda, auxiliam
no direcionamento do conteldo intestinal e distensdo das paredes intestinais
conforme o alimento ingerido. Com isso, sugere-se que, com base nas
caracteristicas estruturais das dobras verificadas neste trabalho, tanto o intestino
médio quanto o intestino posterior sdo altamente eficientes durante o processo

absortivo. Rodrigues et al. (2009) sugerem em funcdo da arquitetura da mucosa
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intestinal do icti6fago cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) que a digestdo e
absorcédo de nutrientes ocorre principalmente no intestino médio.

Sulcos longitudinais superficiais foram verificados na superficie apical das
dobras no intestino médio e posterior, enquanto na porcdo basal, pronunciados
sulcos transversais, sugerindo aumento da area de absorcdo (Figura 25). No
intestino  posterior, houve predominancia de sulcos transversais mais
pronunciados comparativamente ao intestino médio. A presenca de sulcos nas
estruturas intestinais € comum e também foi verificada nas vilosidades intestinais
de leitdes (SKRZYPEK et al., 2005). Assim como também visualizado em pacu
neste trabalho, o estabelecimento de um padrdo para a morfologia do intestino
dos exemplares de dourado por vezes nao foi possivel em funcédo de variacbes
individuais, o que também foi verificado por Seixas Filho et al. (2001) também em
dourado (Salminus brasiliensis).

Externamente ao epitélio foram verificadas zonas de extrusdo celular
(Figura 26), indicando que houve perda de células para renovacdo. A mucosa
intestinal dos dourados apresentou numerosas projecdes (dobras) constituidas
basicamente por trés tipos de células. Entre uma Unica camada de células
epiteliais absortivas com formato colunar e longo denominadas enterécitos, com
uma camada de microvilosidades na porcao apical (Figuras 27 e 30), foram
encontradas células caliciformes (Figura 28). Com base na estrutura e
localizacdo, adicionalmente sugere-se a ocasional presenca de células
bastonetes (Figura 29) e, células do sistema de defesa infiltradas entre os
enterécitos (Figura 30). Vacuolos contendo material absorvido também foram
observados (Figuras 29 e 30).

As denominadas células bastonetes ainda sdo pouco conhecidas e
entendidas no meio cientifico, contudo ha indicios de participacdo destas na
primeira linha de defesa do organismo (LAURA et al., 2012; MANERA; DEZFULI,
2004; REITE; EVENSEN, 2006). Laura et al. (2012), utilizando microscopia
eletrdbnica de transmissdo caracterizaram ultraestruturalmente os diferentes
estagio de maturacdo e distribuicdo destas células no epitélio intestinal de
Dicentrarchus labrax.

Assim, considerando a auséncia de diferenca na morfologia do epitélio
intestinal de dourados alimentados ou ndo com colostro bovino liofilizado, e a alta

gualidade nutricional e biolégica da proteina do colostro, sugere-se que esta
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secrecdo lactea pode ser promissoramente utilizada como fonte protéica

alternativa quando acrescentada a dieta de juvenis de dourado.

Figura 21 — Intestino médio, segmento S1 de juvenis de dourado: (A) dobras continuas e em
anastomose (retangulo); (B) dobras continuas intercaladas por uma ou mais
camadas de dobras mais baixas com protuberancias arredondadas (setas
brancas); (C) dobras continuas ramificadas (linhas). Barra= 200um

£ ; »E\ [/': s g
Flgura 22 — Intestino médio, segmento S2 de juvenis de dourado: (A) dobras altas
continuas (linha amarela) e em anastomose (retangulo), intercaladas por uma
ou mais camadas de dobras mais baixas com protuberancias arredondadas;
(B) e (C) dobras continuas ramificadas (linhas azuis). Barra= 300um
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Figura 23 — Intestino posterior de juvenis de dourado, composto por dobras altas,
continuas e desorganizadas, com avantajadas protuberancias na superficie
apical. Barra= 300 pum
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Figura 24 — Dobras estruturalmente semelhantes compondo o epitélio intestinal: (A)
dobras presnetes no S1; (B) dobras presentes no S2; (C) dobras
presentes no intestino posterior de juvenis de dourado. Barra= 100um

-



Figura 25 - (A) e (B) Sulcos longitudinais superficiais na porcdo apical das dobras
(setas) e sulcos transversais pronunciados na porcao basal das dobras no
intestino médio (setas); (C) e (D) sulcos profundos (retangulo e setas) nas
dobras do intestino posterior de juvenis de dourado. Barra= 100um

Figura 26 - Processo de extrusdo celular no intestino médio de juvenis de dourado.
Barra= 20pm




Figura 27 - Intestino médio de juvenis de dourado, enterdécitos colunares e camada de
microvilosidades (setas). Barra= 10um

Figura 28 - Células caliciformes presentes no epitélio do intestino médio de juvenis de
dourado. Barra= 10pm
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Figura 29 — Células bastonetes (setas) e vacuolos de absorcéo (circulos) no intestino
posterior de juvenis de dourado. Barra= 10um

Figura 30 — Células de defesa (setas) infiltradas entre os enterécitos do intestino médio
(A) e intestino posterior (B); vacuolos de absorcdo (circulo) e
microvilosidades (seta) (C) no intestino posterior de juvenis de dourado.
Barra= 10pm
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5.4 Atividade enzimética no tecido intestinal de dourado

A atividade das enzimas peptidases (aminopeptidase N, dipeptidil
peptidase IV e aminopeptidase A) e dissacaridases (maltase e sacarase)
encontradas no intestino total (intestino médio e intestino posterior) de dourado,
expressas em U/ grama de tecido, sdo apresentadas na Tabela 12. Houve
diferenca entre os periodos experimentais (P<0,05) apenas para aminopeptidase
A, que apresentou maior atividade aos 30 dias. Para as demais enzimas nao foi
observada diferenca entre dieta, periodo e interacdo entre dieta e periodo
(P>0,05). Da mesma forma, ndo houve correlagcéo significativa entre a atividade
das peptidases e dissacaridases (P>0,05).

Tabela 12 - Atividade enzimatica intestinal (U/grama de tecido) (média + erro
padréao) de juvenis de dourado alimentados com 0%, 10% e 20% de
inclusdo de colostro bovino liofilizado na dieta, aos 30 e 60 dias
experimentais

Periodo (dias) Dieta® Efeito?
0% CBL 10% CBL 20% CBL  Médiageral D P DxP
Aminopeptidase N®
30 403+129 560+082 392+031 451+053 NS. NS. NS.
60 449+081 314+041 456+138 4,06£0,53
Média Geral 426+069 436+068 424+0,65
Dipeptidil peptidase IV
30 315+0,28 311+0,19 3,71+0,37 3,32x0,17 N.S. NS. NS.
60 257+085 418+0,25 4,080,900 3,69+041
Média Geral 291+034 364+028 386+0,36
Aminopeptidase A
30 251+030 252+038 283+046 262+020 NS. * NS
60 204+038 182+020 1,71+0,32 186%0,16
Média Geral 2272024 2172025 2,27%0,35
Maltase
30 025+004 0,20+£002 026+0,03 023%£0,02 N.S. NS. NS.
60 0,27+002 0,34+007 032+0,05 0,31%0,03
Média Geral 026+002 026005 0,29+0,03
Sacarase
30 039+0,10 0,18+0,02 0,26+0,09 0,29+0,05 N.S. NS. NS.
60 034+005 0,23+0,02 044+0,02 0,35%0,03
Média Geral 0,36+0,05 0,210+0,02 0,35+0,06

*P<0,05; N.S.- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino
liofilizado (CBL); ’D - dieta; P - periodo; D x P - interagdo entre dieta e periodo; *Dados
transformados para log;p; U — um umol de substrato hidrolisado por minuto a 37°C
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No epitélio intestinal de juvenis de dourado avaliados neste trabalho, foi
identificada a atividade de todas as cinco enzimas estudadas (aminopeptidase N,
dipeptidil aminopeptidase IV, aminopeptidase A, maltase e sacarase) ao longo do
intestino médio e posterior. A presenca das enzimas digestivas no trato
gastrintestinal esta relacionada com a capacidade do sistema digestivo em utilizar
0S componentes protéicos e energéticos de origem alimentar (TENGJAROENKUL
et al., 2002). A producédo das enzimas € variavel conforme a porcéo intestinal e
influenciada pelo tamanho do intestino, fase de crescimento, alimento consumido
e habito alimentar (GIRI et al., 2000; HARPAZ; UNI, 1999; HAKIN et al., 2006;
KROGDAHL et al., 2003; KUPERMAN; KUZ'MINA, 1994; ZAMBONINO-INFANTE;
CAHU; PERES, 1997).

A fonte protéica fornecida ao dourado no presente estudo ndo estimulou a
producdo de enzimas digestivas intestinais. Isto pode ser verificado através do
comportamento das proteases e carboidrases nos peixes alimentados com as
dietas contendo CBL. Da mesma forma, Giri et al. (2000), ndo encontrou diferenca
na atividade proteolitica ao comparar juvenis de Clarias batrachus (18,2 g, por 56
dias) alimentados com dieta a base de visceras de aves e peixes (30% PB) em
substituicdo a farinha de peixe.

A elevada presenca de enzimas no trato gastrintestinal é considerada
uma barreira fisiolégica para a absorcdo de proteinas intactas, pois diminui a
eficiéncia de absorcédo das proteinas da dieta (SCHEP et al., 1999). O resultado
do presente estudo sugere que a dieta contendo o colostro bovino é benéfica para
0S juvenis, pois, ndo alterou a atividade das enzimas. Adicionalmente, o colostro
bovino possui em sua composicdo elementos de protecdo, como o fator anti-
tripsinico que age em sentido contrario a degradacao protéica (CHRISTENSEN et
al., 1995; SCHEP et al., 1999).

A auséncia de diferenca entre os periodos experimentais, para as
enzimas analisadas, exceto para aminopeptidase A, que apresentou reduzida
atividade ao final do periodo analisado, indica estabilizacdo enzimatica no
intestino durante o crescimento deste peixe icti6fago. Kuz’mina (1996),
trabalhando com Pike (Esox lucius L.), também espécie de peixe ictiéfago, nédo
verificou variagdo na atividade proteolitica durante o desenvolvimento, enquanto a
atividade da sacarase diminuiu. A estabilidade enzimética observada no dourado,

relacionada a regularidade no fornecimento e qualidade do alimento, facilita a
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adequada formulacao da dieta conforme a fase do desenvolvimento. Assim como
no ocorre na mucosa intestinal dos ruminantes recém-nascidos, nos peixes
durante o periodo inicial de vida (larval) ocorre um processo semelhante de
transicdo, caracterizado pela maturacédo do epitélio intestinal ou “modo adulto de
digestdo” (CAHU; ZAMBONINO-INFANTE, 1995; ZAMBONINO-INFANTE; CAHU,
2007; ZOUITEN et al., 2008). Este processo esta associado com a capacidade de
digestdo e absorcdo de componentes da dieta, e ocorre quando ha diminuicdo
das enzimas citosoOlicas concomitantemente com o aumento das enzimas de
superficie (CAHU; ZAMBONINO-INFANTE, 1994, 1995; MA et al., 2005; RIBEIRO
et al., 1999; ZOUITEN et al., 2008). Apés este periodo de transicdo, ocorre
variacdo enzimatica normal no intestino de peixes na fase juvenil e adulta
(KUZ'MINA, 1996).

Peixes carnivoros, em funcdo de sua caracteristica alimentar com
ingestdo de elevada quantidade de proteina animal, possuem necessidade de
maior presenca de enzimas que degradam proteinas no trato gastrintestinal do
gue peixes onivoros ou herbivoros (HIDALGO; UREA; SANS, 1999). Isto pode ser
observado ao comparar o icti6fago dourado com o onivoro pacu, analisados neste
estudo. Nas duas espécies estudadas verificou-se maior presenca de proteases
do que dissacaridases. Provavelmente este comportamento esta relacionado a
elevada quantidade de proteina fornecida nas dietas (320 e 430 g/kg de PB, para
pacu e dourado, respectivamente) e, conseqguentemente, maior presenca de
enzimas proteoliticas. O estudo da atividade enzimatica gastrintestinal constitui-se
em uma investigagdo fundamental para a avaliagdo de fontes alternativas

alimentares.

5.5 Concentracdo de proteina total, DNA e RNA total no tecido intestinal,
hepatico e muscular de dourado

A concentragcdo de proteina total, DNA, RNA e as razfes entre estas

variaveis no intestino dos juvenis de dourado sdo apresentadas na Tabela 13.

N&o foi observada diferenca entre as dietas com inclusédo de CBL ou periodos

experimentais para todas as variaveis analisadas no intestino (P>0,05).
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Tabela 13 - Concentracéo de proteina total, DNA, RNA e raz&o entre as variaveis
(média % erro padréo) no intestino de juvenis de dourado alimentados
com 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado na
dieta, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito’
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
Proteina (mg/g tecido)
30 14124 +1345 138,72+8,84 12287+1550 13428+7,06 N.S. N.S. N.S.
60 129,83+12,81 150,23+10,14 127,87+2,74 13598+5,97
Média Geral ~ 13554+8,69 14447+654 12538+7,13
DNA (mg/g tecido)
30 1,78+0,24 134+0,14 1,27+0,23 146+0,13 N.S. NS. NS.
60 1,62+0,24 152+0,22 155+0,17 156+0,11
Média Geral 1,70+0,16 143+0,12 141+0,14
RNA (mg/g tecido)
30 593+0,48 6,10+0,14 509+0,18 570£022 NS.NS. NS.
60 6,27 £ 0,41 6,97 £0,78 6,19+0,43 6,48 +0,31
Média Geral 6,10 £ 0,29 6,54 £ 0,40 5,64 +0,32
Proteina/DNA (mg/mg)
30 80,81+540 107,73+17,13 108,44+2225 9899+942 N.S.N.S. N.S.
60 82,14+1245 11249+26,30 9997+17,24 98,20+10,71
Média Geral  8147+6,08 110,11+1408 104,20+12,73
Proteina/RNA (mg/mg)
30 2386+049 2336+110 2656+3,62 2459+121 N.S.NS. N.S.
60 21,09+349 2242+368 2120+127 2157+152
Média Geral  2247+169 2289+173  23,88+2,09
RNA/DNA (mg/mg)
30 3,44+0,30 4,75+ 047 533+197 450+0,65 N.S.NS. NS.
60 4,03+0,68 5,03+0,82 502+1,18 4,69 + 0,49
Média Geral 3,73+0,36 4,89+0,43 5,18 +1,03

N.S.- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclus&o de colostro bovino liofilizado (CBL);
’D - dieta; P - periodo; D x P - interacdo entre dieta e periodo

A concentracdo de proteina total, DNA e RNA e as raz0es entre estas
variaveis no figado dos juvenis de dourados sdo apresentadas na Tabela 14.
Houve interagdo entre dietas e periodos experimentais para DNA (P< 0,05) no
figado (Figura 31). Aos 30 dias houve diferenca para a concentracdo de DNA
entre os tratamentos, igualando-se os valores aos 60 dias, exceto para 20% de
CBL, que apresentou aumentou significativo na concentracdo de DNA neste

periodo.
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Tabela 14 - Concentracdo de proteina total, RNA e razdo entre as variaveis
(média £ erro padrdo) no figado de juvenis de dourado alimentados
com 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado na
dieta, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito®
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiagerak D P DxP
Proteina (mg/g tecido)

30 154,95 +2521 134,78+ 12,17 158,02 +10,17 14925+9,39 N.S. N.S. N.S.
60 154,38 +5,70 160,04 £3,83 161,95+23,25 158,79+ 7,09
Média Geral  15466+1156 14741+803 159,98 +1148
RNA (mg/g tecido)
30 8,03+0,77 7,30+0,29 6,75+054  736+034 NS.NS. NS.
60 7,89+0,57 8,20+ 1,30 659+041  756+0,49
Média Geral 7,96 +0,43 7,75+ 0,63 6,67 + 0,30
Proteina/DNA (mg/mg)
30 95,73+ 17,76 10359+21,32 167,80+18,87 122,38+ 14,97 N.S. N.S. N.S.
60 114,38 £12,01 133,03+16,31 118,98 +14,36 122,13+7,70
Média Geral ~ 105,05+10,45 118,31+13,69 14340+ 1522
Proteina/RNA (mg/mg)
30 2054+501 1942+159 2467+384 2155+2,04 N.S.NS. NS.
60 1968+113 2049+312 2472+348 21,63+159
Média Geral 20,11+231 1996+158 2470%232
RNA/DNA (mg/mg)
30 504 +0,53 6,24+ 1,04 714065 614+£049 N.S. NS. NS.
60 581+0,82 6,65+ 0,37 487+0,23  578%0,37

Média Geral 543047 6,45+ 0,50 6,00£0,59
*P<0,05; N.S.- P>0,05; ®médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre as
dietas; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado (CBL); °D —
dieta; P - periodo; D x P - interacao entre dieta e periodo
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Figura 31 - Concentracdo de DNA no figado de juvenis de dourado
alimentados com dieta contendo 0%, 10% e 20% de inclusao
de colostro bovino liofilizado na dieta, aos 30 e 60 dias
experimentais.

®médias seguidas de letras diferentes diferem entre as dietas pelo teste de Tukey;
~Bmédias seqguidas de letras diferentes diferem entre os periodos pelo teste de Tukey.

A concentracdo de proteina total, DNA, RNA e as razdes entre estas
variaveis no musculo dos juvenis de dourado sédo apresentadas na Tabela 15. No
tecido muscular observou-se diferenca para a concentracdo de RNA e para as
razbes proteina/RNA e RNA/DNA (P<0,05) entre os periodos. Reducdo na
concentragdo de RNA e RNA/DNA foi verificada aos 60 dias, enquanto a razéo

proteina/RNA aumentou neste periodo.
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Tabela 15 - Concentracdo de proteina total, DNA, RNA e raz&o entre as variaveis
(média £ erro padrdo) no musculo de juvenis de dourado alimentados
com 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado na
dieta, aos 30 e 60 dias experimentais

Periodo (dias) Dieta’ Efeito?
0% CBL 10% CBL 20% CBL Médiageral D P DxP
Proteina (mg/g tecido)
30 10524 +3,82 114,07+10,77 7849+735 99,26+6,63 N.S. NS. N.S.
60 11544 £12,77 11392+14,00 108,35+5,75 112,57+5,82
Média Geral  110,34+6,38 11399+790 9342+7,87
DNA (mg/g tecido)
30 1,83+0,28 2,21+£0,42 2,03+£0,13 203+£0,16 N.S.NS. NS.
60 1,95+0,21 2,33+0,11 1,98+0,13 2,09+0,10
Média Geral 1,89+0,16 2,27+0,20 2,01+0,08
RNA (mg/g tecido)
30 1,06 £ 0,06 1,19+0,21 0,85+0,08 1,03+0,08 NS. * NS
60 0,7510,03 0,80+ 0,07 0,71+0,03 0,76 + 0,03
Média Geral 0,91 +0,07 0,99+0,13 0,78 + 0,05
Proteina/DNA (mg/mg)
30 59,17+711 6594+1096 3966+281 5492+551 N.S.NS. NS.
60 6254+246  4919+738 5555+6,05 5576+344
Média Geral  60,86+345 57,57+6,10 47,60 +4,64
Proteina/RNA (mg/mg)
30 108,06 + 6,53 103,19+26,89 9458+1176 101,94+890 NS. * N.S.
60 160,70+ 18,04 143,18+2332 153,77+2,94 15255+8,92
Média Geral 134,40+ 14,57 123,18+18,26 124,17 +14,30
RNA/DNA (mg/mg)
30 0,64+0,13 0,64+0,10 0,44 +0,06 057+0,06 NS. * NS.
60 0,10 £ 0,06 0,35+0,05 036+0,04  037+0,02
Média Geral 0,52 0,08 0,49 0,08 0,40+ 0,04

*P<0,05; N.S.- P>0,05; 'Dietas contendo 0%, 10% e 20% de inclusdo de colostro bovino liofilizado
(CBL); D — dieta; P - periodo; D x P - interacdo entre dieta e periodo

A avaliacdo de fontes alimentares que atuam sobre o desenvolvimento do
epitélio intestinal, atividade do figado e crescimento do tecido muscular, é
importante para o entendimento da fisiologia dos peixes, contribuindo
adicionalmente para a melhoria do processo de producdo. O fornecimento de
colostro bovino, fonte protéica de origem animal, que apresenta alta qualidade e
peptideos bioativos, ao ser fornecido para os juvenis de dourado néo influenciou
os indicadores de atividade celular no tecido entérico e muscular (P>0,05). De
modo contrario, cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum), peixe também de habito

alimentar icti6fago, quando alimentados niveis de CBL (5, 10, 15 e 20%)
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apresentaram aumento da atividade celular no intestino, figado e musculo e
alteracdo positiva nas principais caracteristicas de desempenho (PAULETTI et al.,
2007a, 2007b). A similaridade de resultados observada para os indicadores de
atividade celular no intestino dos dourados alimentados com a dieta contendo ou
nao o CBL, como sugerido por Moretti et al. (2014a), sugere estabilizacdo das
células intestinais, resultado da equivaléncia entre taxa de proliferacdo e
apoptose.

No tecido hepatico, a concentracdo de DNA, variavel que reflete a
densidade celular nos tecidos através do numero de células, foi influenciada
simultaneamente, pela dieta e periodo, revelada através da interacdo entre estas
variaveis. Aos 30 dias, a concentracdo de DNA diferiu entre os tratamentos (0%
CBL > 10% CBL > 20% CBL) (Figura 31), igualando-se os valores aos 60 dias.
Neste periodo, houve significativo aumento na concentracdo de DNA hepético nos
peixes alimentados com 20% de CBL, o que indica a ocorréncia de um processo
celular proliferativo ou recrutamento de novas células para este tecido. O figado
participa do processo de digestdo, agindo na metabolizacdo de substancias,
provenientes da absorcéo intestinal e consequentemente, aproveitamento pelo
organismo. Assim sugere-se que houve um desenvolvimento compensatério das
células hepaticas nos peixes alimentados com 20% de CBL e,
consequentemente, aceleracdo ou aumento na atividade celular.

No musculo, aos 60 dias, verificou-se reducao na concentracdo de RNA e
para a razdo RNA/DNA e, aumento na atividade de traducéo de proteinas (razédo
proteina/RNA). Considerando que a concentracdo de RNA é indicativo de sintese
protéica nos tecidos e, que a razdo RNA/DNA reflete a capacidade das células em
realizar a sintese de proteina, sugere-se que houve reducdo na eficiéncia celular
neste tecido.

O processo de traducao de proteinas no musculo parece estar envolvido
diretamente com o crescimento dos peixes, como confirmado pela correlacao
positiva entre proteina/RNA e comprimento (r = 0,56) e, proteina/RNA e peso (r =
0,52) (P<0,02). Ainda, sugere-se que a sintetize enddgena de proteina é
destinada a deposicdo muscular. Considerando que proteina € uma importante
fonte de energia para peixes (LOUGHNA; GOLDSPINK, 1984), pode-se, assim

inferir adequada condi¢céo do dourado analisado.
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Apesar da redugdo na razdo RNA/DNA ser indicativo de inadequada
condig&o nutricional em peixes (GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003), Chicharro e
Chicharro (2008) sugerem que ha forte relacdo com a desaceleracédo na taxa de
crescimento dos peixes e, nado necessariamente com inadequada condicdo
nutricional. Concordando com a afirmativa, dourados avaliados no presente
trabalho apresentaram reducéo na taxa de crescimento especifico (3,3% e 2,3%,
aos 30 e 60 dias, respectivamente, tabela 10) e correlacdo negativa entre
RNA/DNA e comprimento (r = - 0,67, P = 0,002) e RNA/DNA e peso (r = - 0,62)
(P=0,006). Diminuicdo na razdo RNA/DNA acompanhada pela reduzida taxa de
crescimento também foi verificada em juvenis de Solea solea e Solea
senegalensis (BUCKLEY et al., 1999; FONSECA; VINAGRE; CABRAL, 2006).
Com o aumento na massa muscular, o RNA total parece estar envolvido com a
renovacao das enzimas e proteinas estruturais (HOULIHAN et al., 1990). Ainda, a
diminuicdo na sintese de proteinas durante jejum prolongado € resultado da
reducdo no numero e atividade dos ribossomos nas células (LOUGHNA,
GOLDSPINK, 1984).

Ao contrario dos mamiferos, o0 crescimento dos peixes ocorre
continuamente desde o periodo embriondrio até a fase adulta, através dos
processos de hiperplasia que ocorre através da producdo de novas células
musculares e, hipertrofia ou 0 aumento das fibras musculares até alcancarem o
maximo diametro funcional (JOHNSTON, 1999; MALZAHN et al., 2003). Os
resultados encontrados neste estudo para os juvenis de dourado sugerem
crescimento por hipertrofia aos 30 dias e hiperplasia aos 60 dias. Este padréo
indica que a ontogenia de dourados é composta por fases ciclicas de hiperplasia
e hipertrofia, o que também pbde ser observado em juvenis de Japanese flounder
(Paralichthys olivaceus) (GWAK et al., 2002; GWAK; TSUSAKI; TANAKA, 2003).
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6 CONSIDERACOES FINAIS
As respostas de desempenho indicam que o colostro bovino liofilizado foi
adequado para atender as necessidades nutricionais dos juvenis de pacu e

dourados.

A concentracdo de IGF-I disponivel no colostro bovino liofilizado n&o
afetou a concentracdo sérica deste peptideo bioativo em juvenis de pacu e

dourado, indicando efeito tépico sobre o desenvolvimento entérico.

O colostro bovino liofilizado quando ingerido por juvenis de pacu e
dourado, como fonte parcial de proteinas, ndo determinou significativas alteracfes
na estrutura morfoldégica ou atividade enzimatica no intestino bem como nos

indicadores de atividade celular nos tecidos entérico, hepéatico ou muscular.

As investigacdes conduzidas no presente estudo geraram paralelamente
a avaliacdo de uma fonte protéica alternativa a dieta, novos conhecimentos sobre
a plasticidade e dindmica enzimatica no trato intestinal bem como na fisiologia
celular nos tecidos entérico, hepatico e muscular. Estas sao informacdes
importantes e inéditas sobre a histologia e fisiologia da digestéo e crescimento em

pacus e dourados.
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7 CONCLUSAO

Considerando os aspectos estudados para avaliar as consequéncias do
fornecimento de colostro bovino para pacu e dourado juvenis, observou-se que
foram mantidas inalteradas a plasticidade e atividade das enzimas no epitélio
intestinal e a atividade celular nos tecidos entérico, hepéatico e muscular. Esta
condicdo sugere a possibilidade de uso desta secrecdo lactea na nutricdo dos

peixes estudados.
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