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RESUMO
LEANDRO, Stephane Vasconcelos. Dissertacdo de Mestrado (Zootecnia), Universidade
Federal de Mato Grosso, Campus Universitario de Sinop, agosto de 2020, xiv, 55 f. FIBRAS
MUSCULARES E ESTRESSE OXIDATIVO DE PINTADO AMAZONICO
ALIMENTADO COM NIVEIS DE PROTEINA. Orientador: Prof. Dr. Maicon Sbardella.
Coorientadoras: Prof. Dra. Valéria Dornelles Gindri Sinhorin e Prof. Dra. Paula Sueli Andrade

Moreira.

Na piscicultura, a proteina tem sido o macronutriente de maior custo nas dietas em
sistemas de cultivo. A nutricdo de peixes € a area da fisiologia que estuda a relacdo entre a
ingestdo de nutrientes e o desenvolvimento e metabolismo do animal. A dinamica do
metabolismo proteico € influenciada pelas necessidades nutricionais do organismo e a
quantidade de proteina e energia ingeridas da dieta. O Pintado Amazdnico é um hibrido
resultante do cruzamento entre Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus, tendo
sido utilizado em sistemas de cultivo por apresentar crescimento rapido, conversdo alimentar
eficiente, bom rendimento de carcaca e auséncia de 0ssos intramusculares. Este estudo teve
como objetivo avaliar o efeito de niveis de proteina digestivel na dieta sobre a dinamica de
crescimento de fibras musculares brancas e estresse oxidativo no muasculo do Pintado
Amazonico. Foram utilizados 455 juvenis de Pintado Amazonico alimentados com dietas
contendo sete niveis de proteina digestivel (225; 250; 275; 300; 325; 350; e 375 g kg™) durante
75 dias. Ao final do experimento, os peixes foram submetidos a jejum alimentar de 24 horas,
anestesiados e eutanasiados para coleta de amostras musculares. Foram determinados os efeitos
linear e quadraticos dos niveis de proteina digestivel na dieta sobre as variaveis de histologia
das fibras musculares e concentracdo de metabdlitos e estresse oxidativo no masculo. Conclui-
se que altos niveis de proteina digestivel na dieta do Pintado Amazdnico, apesar de aumentar a
concentracdo de proteina e aminoacidos livres no musculo, limitam a hipertrofia muscular e

aumentam a exposic¢do do tecido ao dano oxidativo.

Palavras-chave: hipertrofia muscular; nutricdo; piscicultura; radicais livres.



ABSTRACT

LEANDRO, Stephane Vasconcelos. Masters dissertation (Zootecnia), Federal University of
Mato Grosso, University Campus of Sinop, August 2020, xiv, 55 p. MUSCLE FIBERS AND
OXIDATIVE STRESS OF PINTADO AMAZONICO FED WITH DIETARY LEVELS.
Adviser: Prof. Dr. Maicon Sbardella. Co-adivisers: Profa. Dra. Valéria Dornelles Gindri

Sinhorin and Profa. Dr. Paula Sueli Andrade Moreira.

In fish farming, protein has been the most expensive macronutrient in diets. Fish
nutrition is the physiology area that studies the relationship between nutrient intake and animal
development and metabolism. The dynamics of protein metabolism is influenced by body's
nutrient needs and dietary protein and energy intake. The Pintado Amazonico is a crossbred
hybrid of Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus, that has been farmed due to
its growth rate, feed conversion efficiency, carcass yield and absence of intramuscular bones.
This study aimed to evaluate the effect of dietary digestible protein levels on the growth
dynamics and oxidative stress in the white muscle of Pintado Amazonico. Four hundred and
fifty-five juveniles of Pintado Amazonico were fed diets with seven different digestible protein
levels (225; 250; 275; 300; 325; 350; or 375 g kg™) for 75 days. At the end of the experiment,
the fishs were fasted for 24 hours, anesthetized and euthanized to sample white muscle. The
linear and quadratic effects of dietary digestible protein levels on the muscle fibers histology
and concentration of metabolites and oxidative stress were determined. The results revealed
that high dietary levels of digestible protein, despite increasing protein and free amino acids
concentrations in the muscle, limits muscle hypertrophy and increase tissue exposure to

oxidative damage in Pintado Amazonico farming.

Keywords: muscle hypertrophy; nutrition; pisciculture; free radicals.
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1. INTRODUCAO GERAL

A demanda global de fontes proteicas de origem animal para alimentacédo
humana tem demonstrado expectativa de crescimento linear até 2030 (Rabobank, 2017).
Segundo a FAO (2020), a producdo total de peixes devera crescer de 179 milhdes de
toneladas em 2018 para 204 milhdes de toneladas em 2030. Esta perspectiva se deve ao
aumento da populacdo e do poder aquisitivo em paises em desenvolvimento, onde o
consumo de proteinas de alto valor bioldgico fica abaixo das recomendacGes dos comités

de saude.

Apesar do pescado ser a fonte de proteina animal mais consumida no mundo
(20,5 kg/habitante/ano) (FAO, 2020), o consumo de peixes pelos brasileiros ainda é baixo
(9 kg/habitante/ano) (PEIXE-BR, 2020). O reduzido consumo tem sido atribuido
principalmente ao elevado preco da carne de peixe (Aradjo et al., 2015; Soares e Belo,
2015), reflexo de uma cadeia produtiva pouco estruturada e com custo elevado
comparativamente as cadeias das carnes bovina, suina e aves (FAO, 2020). Porém, por
possuir uma imensa costa litoranea e vastas bacias hidrogréficas, o Brasil assume papel
relevante com grande potencial como fornecedor de pescado a custo competitivo para o

mercado interno e de exportacao.

Em 2018, a producdo da piscicultura brasileira foi de 722.560 toneladas (PEIXE-
BR, 2020). A bacia Amazonica possui grande potencial para a piscicultura devido a
abundancia de recursos hidricos, clima favordvel e diversidade de espécies nativas com
potencial para producdo e comercializacdo (Vogel et al., 2019). Dentre as espécies mais

cultivadas e consumidas na Amazonia destacam-se os pintados e bagres (IBGE, 2015).



Os principais produtores de peixes nativos de agua doce do Brasil estdo na regido
Norte, com destaque para os estados de Ronddnia, Tocantins, Roraima, Amazonas, Acre
e Pard, e na regido Centro-Oeste, se destaca o estado de Mato Grosso de peixes,
especialmente com a producdo do Pintado Amazonico (PEIXE-BR, 2020). O hibrido
Pintado Amazé6nico (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus) tem
recebido especial atencdo para os sistemas de cultivo por apresentar crescimento rapido
(Lemos et al., 2018), eficiente conversdo alimentar, bom rendimento de carcaca e
auséncia de ossos intramusculares (Baldisserotto e Gomes 2010), além de apresentar

carne saborosa e de elevado valor nutricional (Fantini et al., 2013).

Na piscicultura, mais de 50 % do custo de producéo se deve a alimentagao, sendo
a fragdo proteica da dieta um dos gargalos econémicos do cultivo de peixes (Li et al.,
2020). Nos peixes, a fragdo proteica da dieta tem papel importante no metabolismo
energeético, sendo o substrato prioritario para producdo de energia, deposi¢do proteica e,
consequentemente, no crescimento de peixes (Silva et al., 2009). Compreender a
dindmica do crescimento muscular e do metabolismo de peixes torna-se fator
determinante para definicdo das necessidades proteicas visando a maximizacdo da
deposicéo de tecido muscular e, desse modo na qualidade da carne de peixes em sistemas
de cultivo resultando em menor custo de producéo (Kiessling et al. 1991; Fauconneau et

al. 1997; Johnston et al. 2002).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de niveis de proteina digestivel na
dieta sobre a dindmica do crescimento de fibras brancas e parametros de estresse
oxidativo no musculo do Pintado Amazonico (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius

marmoratus).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram objetivos especificos deste estudo:

= Estudar os efeitos da composicdo das dietas sobre o crescimento

muscular e estresse oxidativo em peixes cultivados (Capitulo I).

= Avaliar os parametros de estresse oxidativo e histologia de fibras
musculares brancas do Pintado Amazonico submetido a dietas com

niveis crescentes de proteina digestivel (Capitulo I1).
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Estudos com Peixes Nativos Brasileiros: o caso do Pintado Amazo6nico

Na década de 30, o pesquisador Dr. Rodolpho Theodor Wilhelm Gaspar Von
Ihering, apds se maravilhar com as espécies nativas brasileiras, comegou a pensar na
domesticacdo de algumas espécies de peixes. Em 1934, juntamente com seus
colaboradores, obtiveram sucesso na reproducdo induzida das espécies Rhamdia sp.
(bagre) e Loricaria sp. (cascudo), coletados nas aguas do Rio Tieté. No ano de 1935,
continuou o trabalho realizando hipofisacdes de espécies nativas dos rios ndo perenes do
estado do Ceara, e da curimaté-pacu e do piau verdadeiro, espécies originarias do rio Sdo
Francisco introduzidas nos acudes do Nordeste. O pesquisador, que faleceu em 1939,
desenvolveu diversas pesquisas e criou junto ao Departamento Nacional de Obras Contra
as Secas (DNOCS) e a Divisdo de Caca e Pesca do Ministério da Agricultura, algumas

estacdes onde foram realizados varios estudos.

Nas décadas de 50 e 60 que se seguiram, os trabalhos na area de piscicultura no
Brasil estiveram quase que exclusivamente voltados a continuidade das pesquisas
realizadas pela equipe de lhering nos anos 30, nas Estacfes do DNOCS. Posteriormente,
a Secretaria da Agricultura do Estado de S&o Paulo e a Divisdo de Caca e Pesca do
Ministério da Agricultura e Pesca, foram os primeiros 6rgaos governamentais a investir
na piscicultura de agua doce (Cyrino et al., 2004). Deste entdo, muitos estudos em
nutricdo utilizando espécies nativas como o tambaqui (Colossoma macropomum)
(Buzollo et al.,, 2019; Reis et al., 2019; Silva et al., 2020), o pacu (Piaractus
mesopotamicus) (Bachetta et al., 2019; Khan et al., 2020), surubins como o pintado

(Pseudoplatystoma corruscans e P. fasciatum) (Lundstedt et al., 2003; Arslan et al., 2008;
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Bicudo et al, 2012), jundias (Rhamdia quelen, Rhamdia sp. e Rhamdia voulezi) (Melo et
al., 2012; Santos e Meurer, 2018; Gomes et al., 2019), o pirarucu (Araipama gigas)
(Pedrosa et al, 2019; Cipriano et al., 2016), entre outras espécies com potencial para a

piscicultura tém sido realizados no Brasil.

O Pintado Amaz6nico, muito apreciado pelo sabor e valor nutritivo da sua carne,
tem sido utilizado em sistemas de cultivo por apresentar crescimento rapido, conversao
alimentar eficiente, bom rendimento de carcaca e auséncia de 0ssos intramusculares
(Fantini et al., 2013). O Pintado Amazénico é um hibrido resultante do cruzamento entre
duas espécies nativas, uma piscivora com tendéncia onivora Leiarius marmoratus
(Sanches et al., 2009) e uma carnivora Pseudoplatystoma reticulatum (Lemos et al.,
2018). Estudos com o Pintado Amaz6nico indicam caracteristicas de habitos alimentares
e histologia do trato gastrintestinal condizentes a de peixes onivoros (Baldisserotto e
Gomes, 2010; Campos, 2010). Entretanto, apesar da similaridade com peixes onivoros
(se alimentam tanto de materia vegetal como animal), ndo ha evidéncias na literatura de
que o uso de dietas com caracteristicas onivoras, poderia afetar a dindmica dos processos
metabdlicos e oxidativos e o desenvolvimento muscular nesta espécie mesmo que possam

suportar taxas de crescimento similares.

Estudos anteriores foram realizados com esse hibrido avaliando a taxa de
passagem gastrointestinal de alimentos (Marques et al., 2015), o efeito de niveis de
carboidratos e lipideos sobre a composi¢do corporal e histologia hepatica (Prieto-Guevara
etal., 2015), parametros fisiolégicos e qualidade da carne sob diferentes métodos de abate
(Maciel et al., 2014; Cassol et al., 2015), o ganho compensatério quando submetidos a
restricdo alimentar (Cotrim et al., 2016), o comportamento alimentar e auto-selecdo de

fontes de proteinas (Fortes-Silva et al., 2017), o estresse oxidativo e parametros



histoldgicos e metabolicos quando submetidos aos efeitos de herbicida a base de glifosato
(Moura et al., 2017ab), efeito de niveis de pH da agua sobre o crescimento e bem-estar
(Lemos et al., 2018) e o coeficiente de digestibilidade aparente de uma fonte energética
(farelo de milho) e trés fontes proteicas (farinha de sangue; concentrado proteico de soja
— SPC e gréos secos de destilaria com sollveis — GSDS) (Marques et al., 2019). Vale
ressaltar que os estudos de Cotrim et al. (2016) e Marques et al. (2015; 2019) foram
realizados dentro do Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia da Universidade Federal

de Mato Grosso em Sinop, Mato Grosso.

Baseado no seu potencial econémico, ha grandes oportunidades para se explorar
com esse hibrido. A presente revisao de literatura tem intuito de compreender a interacéo
de diferentes niveis de proteina digestivel na dieta sobre o desenvolvimento desse animal,
a fim de orientar a formulacéo e preparo de dietas para as cadeias produtivas que investem

na producgéo desse exemplar.

1.2. Nutricéo de peixes

A nutricdo de peixes consiste na area da fisiologia que estuda a relagdo entre os
nutrientes da dieta e o metabolismo e desenvolvimento do animal (Baldisserotto, 2009).
O grande desafio na producéo de peixes tem sido a formulacgdo de dietas que atendam as
necessidades nutricionais das espécies e, consequentemente, resultem em maior lucro ao

produtor e sustentabilidade ambiental.

A proteina representa 0 maior custo em formulacdo de racBes para peixes.
Compostas por combinacdes de aminoacidos, as proteinas desempenham papel central na

estrutura e metabolismo dos organismos vivos (Sakomura e Rostagno, 2016), atuando
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como componente estrutural, biocatalisadoras, hormoénios no controle do crescimento,
reproducdo e manutencdo dos organismos (Furuya et al, 2010), bem como fonte de
energia. Para que 0s animais estejam em crescimento, a sintese proteica deve exceder a
sua degradacdo, resultando em acréscimo de proteinas nos tecidos corporais (Millward,

1989; NRC, 2011).

As proteinas ingeridas na dieta sdo hidrolisadas durante a digestao para liberagao
de aminoacidos livres e pequenos peptideos, que sdo absorvidos no intestino.
Posteriormente a absor¢do, os aminodcidos podem ser usados em diversas vias
metabdlicas, podendo ser direcionados para a sintese de proteinas corporais e como
precursores de outras substancias (Cowey e Walton, 1989; Kaushik e Seiliez, 2010), bem
como no metabolismo energético com oxidagdo dos aminoacidos para producdo de ATP.
Dentre os fatores que causam oxidacdo de aminodcidos, o desequilibrio entre o
suprimento de aminoacidos e sua utilizacdo para a sintese de proteinas e o status

energético do organismo parecem ser determinantes (NRC, 2011).

Peixes requerem niveis mais altos de proteinas na dieta comparado a outros
vertebrados terrestres de producgéo/criacdo (Bowen, 1987; Kaushik e Seiliez, 2010). A
proteina consumida pelo peixe é utilizada para a producdo de energia para manutencéo
(catabolismo), e para a sintese de proteinas do corpo (anabolismo) (Carter, 2001). Do
ponto de vista fisiologico,a utilizacdo de proteinas como energia para peixes €
interessante, ja que no ambiente natural a disponibilidade de proteina em relacdo a
carboidratos € maior, mas pensando em producdo é mais viavel economicamente destinar
proteina para o crescimento muscular, e fazer uso de macronutrientes mais baratos como
carboidratos e lipideos para suprir a demanda energética (Hepher et al., 1989; Ellis and

Reigh, 1996).



1.3. Crescimento muscular

A proporcao de tecido muscular em relacdo a massa corporal em peixes é maior
que em outros vertebrados (Santos, 2007). Em peixes, o tecido muscular representa de 30
a 80% do peso vivo, sendo constituido de unidades dispostas em série chamadas de

miotomos (Weatherley e Gill, 1987; Zimmerman e Lowery, 1999).

Os teledsteos sdo peixes 6sseos caracterizados por serem um dos grupos mais
diversificados de vertebrados, apresentam ao longo da vida mudangas marcantes na
estrutura e funcdo do miétomo associadas ao aumento da massa corporal. O musculo
desses animais possui uma conformagdo complexa, composta por fibras musculares
multinucleadas, células miogénicas precursoras, nervos, tecido conjuntivo, fibroblastos,
ostedcitos esqueléticos, adipocitos e células capilares endoteliais (Johnston et al., 2011).
Diferentemente de mamiferos onde o crescimento dos musculos p6s-natal ocorre por
hipertrofia dos miotubos (Johansen e Overturf, 2005), em peixes o crescimento pode
ocorrer pelo aumento do numero de fibras (hiperplasia), decorrente da proliferacdo de
celulas miosatélites, e aumento do tamanho das fibras existentes (hipertrofia), perdurando

esta dindmica a vida toda do animal (Jonhston, 1982).

Os musculos dos peixes sdo extremamente plasticos e adaptaveis, contendo dois
tipos principais de fibras agrupadas em musculo vermelho subdérmico, com metabolismo
oxidativo e contragdo lenta, e musculo branco profundo, com metabolismo glicolitico e
de contracdo rapida (Johnston et al., 1975, 1977). Segundo Zimmerman e Lowery (1999),
0 aumento do corpo dos peixes é resultado do crecimento das fibras musculares brancas
ja que essas podem compreender até mais de 90% do volume total do tecido muscular em
peixes. Durante a vida desses animais, pode ocorrer uma gama de alteracGes adaptativas

do sistema muscular, como a alteragéo da distribuicéo das fibras.
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Em peixes, a desnutricdo ou restricdo de nutrientes pode resultar em atrofia
muscular, destacando que o estado nutricional tem papel importante na regulacdo da
massa muscular (Pezzato et al., 2001; Jagoe et al., 2002). Carboidratos e lipidios tem forte
influéncia no metabolismo energético de peixes, atuando como combustiveis metabdlicos

(Moyes e West, 1995).

Segundo Baldisserotto (2013), ha estreita relacdo entre a taxa de crescimento e
0 gasto energético em peixes, € que esse gasto € maior quando hd maior taxa de
crescimento, o que é destinado para a sintese de proteinas. ProporcOes crescentes de
carboidratos podem fornecer energia suficiente para a manutengdo energética desses
animais e, assim, proteinas sdo poupadas para serem utilizadas na formagéo de tecido

muscular (Houlihan et al., 1995; Magnoni et al., 2013).

Dietas com alta proporcdo de carboidratos em relacdo a proteinas tendem a
aumentar a capacidade de utilizagdo de glicose no musculo e melhorar a deposicao de
proteina muscular. Porém, o excesso ou desequilibrio entre energia e proteina pode causar

deposicéo de gordura visceral (Felip et al., 2012; Lundstedt et al., 2003).

1.4. Producéao de radicais livres no metabolismo e estresse oxidativo

Nas décadas de 70 e 80, iniciaram-se o0s primeiros estudos realizados sobre as
espécies reativas de oxigénio (EROs), das quais a maioria sdo radicais livres (Dillard et
al., 1978; Davies et al., 1982; Jones et al., 1984). Portanto, radicais livres sdo atomos ou
moléculas que apresentam um elétron desemparelhado em sua Gltima camada eletronica
e sdo altamente reativos. Considerando as EROs, este elétron desemparelhado esta

centrado no 4tomo de oxigénio (Figura 1) (Halliwell, 1994). Em 1990, pesquisas
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comecaram a entender o papel das EROs como sinalizadores e reguladores das funcdes

celulares (Sies, 1993; Jones et al., 1995).

Redugio tetravalente r > de

Compostos intermediarios
(02.3 H2021 OH.)

Figura 1. Redugdo tetravalente da molécula de O, . Formacdo de compostos
intermediarios, espécies reativas ao oxigénio (EROs), como Oz (&nion
superdxido), H202 (peroxido de hidrogénio), OH" (radical hidroxila). (Fonte:

Franco, 2007).

Espécies reativas de oxigénio sdo geradas constantemente nos organismos Vvivos
aerdbicos em condigdes normais ou estressantes (Jiménez et al., 2012). Esses compostos
causam danos aos tecidos e, por esta razdo, sistemas antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos entram em acdo para limitar a propagacdo desses danos (Jiménez et al.,

2009).

Entre as enzimas antioxidantes, a superoxido dismutase (SOD) catalisa a
dismutacdo do anion superdxido para oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio
(Fridovich, 1995); a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) decompdem o
perdxido de hidrogénio em oxigénio molecular e agua (Halliwell e Gutteridge, 2007); e
a glutationa redutase catalisa a reducéo da forma oxidada (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH) (Mufioz et al., 2000). A funcdo da catalase, das peroxidases e da superéxido
dismutase consistem em proteger o tecido animal contra os efeitos téxicos do H20:
formado durante o metabolismo celular (Aradjo, 2008).
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Entre os antioxidantes enzimaticos podemos ainda destacar as Glutationa-S-
transferases (GSTSs), que sdo uma superfamilia de proteinas multifuncionais que catalisam
a conjugacdo de glutationa reduzida a uma ampla gama de substratos, resultando na
desintoxicacao celular de variedade de substancias exdgenas e compostos endogenos.
Eles também funcionam como proteinas de transporte (Frova, 2006). Juntos a SOD, GST,
GR e GSH integram um sistema de defesa enzimatico ao organismo contra as EROs

(Figura 2) (Yan et al., 2008).

20,7 +2H
H,O GS-conjugado + H™
4\ o
NADPH + H™ GSSG k
SOD GPX GR GST

NADP~ 2GSH \
/ substrato
N H,0,

Figura 2. Resumo esquematico do minissistema de antioxidacdo, desintoxicacao e reparo.

0’)

Z

Dois anions superoxido (O2™ sdo reduzidos por SOD para formar oxigénio
molecular e peroxido de hidrogénio (H20.), entdo o H20:> é reduzido por GPx
pela oxidacao de duas moléculas de glutationa (GSH), formando dissulfeto de
glutationa (GSSG) que posteriormente pode ser reduzido por GR sob consumo
de NADPH. A GST catalisa a conjugacdo da glutationa com outras

biomoléculas. Adaptado de Yan et al. (2008).

Quando a producdo de EROs torna-se elevada a ponto de superar a capacidade
de acdo de antioxidantes, diversas biomoléculas dos tecidos corporais como lipideos,
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proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA) sdo oxidados, gerando metabdlitos que
causam efeitos negativos a estrutura celular (Marnett, 2000; Stadtman e Levine, 2000;

Halliwel, 2000).

O malondialdeido (MDA) é um metabdlito gerado na peroxidacao lipidica e um
dos marcadores de dano lipidico, pois quando interage com o acido tiobarbiturico (ATB)
forma um aducto conhecido por substancias reativas ao acido tiobarbittrico (SRATB)
(Figura 3) (Halliwell e Whiteman, 2004; Roberts e Morrow, 2002), enguanto as proteinas
carboniladas séo resultado da agdo das EROs sobre as cadeias laterais dos aminoécidos
presentes nas proteinas (Behrend et al., 2003; Mayne, 2003). Assim, 0 acimulo de todos
esses metabolitos levam a alteragdes bioquimicas e fisiologicas no organismo. Portanto,
a composicao e a utilizagdo dos nutrientes da dieta refletem na concentracdo de

metabdlitos no musculo, o que poderé alterar o perfil metabdlico (Lundstedt et al., 2003).
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\ — Iniciacdo
NN/ Radical lipidico

— Propagacio

2
S ALK AT

WV \_/A/\  Hidroperéxido fipidico
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‘\. Fe(ll) + OH’
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- Aldeidos
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Figura 3. Sequéncia de reacdes da peroxidacdo lipidica. O radical hidroxil abstrai um
hidrogénio e um elétron (H") de um acido graxo poliinsaturado (LH) ao reagir
com os fosfolipideos das membranas celulares (fase de iniciacdo). A
abstracdo do H" leva a formacdo de H20 e de um radical lipidico (L"), que
sofre um rearranjo formando um dieno conjugado que ao reagir com oxigénio
presente no meio, produz o radical lipoperoxil (LOO") (fase de propagacao).
O LOO" pode reagir com outro acido graxo presente na membrana celular e
abstrai um hidrogénio, produzindo hidroperoxido lipidico (LOOH) e um L.
A fase de terminacgéo pode ocorrer por meio da decomposi¢cdo de LOOH, LO*
e LOO’, formando aldeidos, como MDA (Malonildialdeido), cetonas e outros

hidrocarbonetos (Mattos, 2009)
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2. CONSIDERACOES GERAIS

O conhecimento sobre o mecanismo envolvido na relacéo entre a formulagéo da
dieta e seus constituintes, o sistema oxidativo, a atividade metabdlica e o
desenvolvimento muscular tem sido um desafio importante para a compreensédo da
fisiologia de peixes e, consequentemente, elaboracdo de estratégias nutricionais e de

manejo para sistemas intensivos de cultivo.

Diversos estudos com espécies nativas brasileiras e seus hibridos tem avaliado
como a dieta pode influenciar o perfil metabdlico e o crescimento muscular, e essa € a
primeira vez que um estudo propde avaliar a influencia da proteina digestivel sobre a
dindmica de fibras musculares e perfil metabolito no musculo de um hibrido bastante
apreciado na regiao Centro-Oeste que € o Pintado Amazénico. Além disso esse estudo
abre um leque de oportunidades para novos pesquisadores avaliarem como nutrientes em
dietas para esse hibrido podem afetar ndo somente o crescimento e perfil metabolico

muscular como as respostas enzimaticas do trato digestivo desses peixes.
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RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de niveis de
proteina digestivel na dieta sobre a dindmica de crescimento de fibras
musculares brancas e estresse oxidativo no musculo do Pintado Amazdnico
(Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus). Foram utilizados 455
juvenis de Pintado Amazdnico alimentados com dietas contendo sete niveis de
proteina digestivel (225; 250; 275; 300; 325; 350; ou 375 g kg-1) durante 75
dias. Ao final do experimento, os peixes foram submetidos a jejum alimentar
de 24 horas, anestesiados e eutanasiados para coleta de amostras de musculo.
Foram determinados os efeitos linear e quadraticos dos niveis de proteina
digestivel na dieta sobre o didmetro das fibras musculares brancas,
concentracdo de metabdlitos e estresse oxidativo no musculo. Conclui-se que
altos niveis de proteina digestivel na dieta do Pintado Amazdnico, apesar de
aumentar a concentracdo de proteina e aminodcidos livres no musculo,
limitam a hipertrofia muscular e aumentam a exposicdo do tecido ao dano

oxidativo.

Palavras-chave: hipertrofia muscular, nutrigao, piscicultura, radicais livres
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ABSTRACT - This study aimed to evaluate the effects of dietary digestible
protein levels on the growth dynamics and oxidative stress of white muscle
fibers of Pintado AmazoOnico (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius
marmoratus). Four hundred and fifty-five juveniles of Pintado Amazonico
were fed with dietary digestible protein levels (225; 250; 275; 300; 325; 350;
or 375 g kgl for 75 days. At the end of the experiment, the fishs were
submitted to 24-hour fasting, anesthetized and euthanized to muscle sample.
The linear and quadratic effects of dietary digestible protein levels on the
white muscle fibers diameter, concentration of metabolites and oxidative
stress were determined. The results shown that high dietary levels of
digestible protein, despite increasing the concentration of protein and free
amino acids in the muscle, limited muscle hypertrophy and increased tissue

exposure to oxidative damage in Pintado Amazdénico.

Keywords: muscle hypertrophy, nutrition, pisciculture, free radicals
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1. INTRODUCAO

Por questdes de evolucdo adaptativa do metabolismo energético dos peixes,
a proteina serve como substrato prioritario no metabolismo para a producao de
energia (ATP), uma vez que fontes de carboidratos na dieta dos peixes é
normalmente escassa no ambiente natural (Glencross et al., 2014). Contudo, em
sistemas de cultivo de peixes, a fragao proteica da dieta representa mais de 50% dos
custos de producao (Li et al., 2020). Desta forma, o desenvolvimento de estratégias
nutricionais com reducao da inclusao de fontes proteicas garantindo a saude dos
peixes e a qualidade do produto final tem sido o grande desafio para reducdo de

custos de alimentag¢do em sistemas de cultivo.

Pesquisas em nutri¢ao de peixes vém sendo realizadas para a avaliagao das
necessidades nutricionais de peixes com base nas respostas de desempenho
zootécnico (Furuya etal.,, 2010; Sakomura e Rostagno, 2016). Entretanto, a dinamica
do metabolismo proteico é influenciada pela relacdo entre as necessidades
nutricionais do organismo e a quantidade de proteina e energia ingeridas através da

dieta (Hepher, 1988).

Apesar da taxa de sintese e/ou degradacdo proteica ser mais elevada no
figado, o tecido muscular pode ser o principal compartimento de metabolismo
proteico no organismo dos peixes por representar cerca de 60% do peso corporal

(Walton e Cowey, 1982).

O perfil metabdlico de utilizacdo dos nutrientes nos diferentes
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compartimentos corporais pode refletir-se na concentracdo e acumulo de
metabdlitos nos diferentes tecidos (Lundstedt et al., 2004), podendo afetar seu

status oxidativo dos tecidos.

Desta forma, conhecer a relacdo entre a dieta, o sistema oxidativo, a
atividade metabdlica e desenvolvimento muscular dos peixes torna-se fundamental
para o desenvolvimento de estratégias de alimentacdo em sistemas de cultivo de
peixes. Porém, sido escassos os dados de literatura sobre a influéncia de fatores
nutricionais no metabolismo oxidativo e, consequentemente, no desenvolvimento

muscular das diferentes espécies de peixes.

O Pintado Amazdnico, um peixe muito apreciado pelo sabor e valor
nutritivo da sua carne, tem sido utilizado em sistemas de cultivo por apresentar
rapido crescimento, eficiente conversdo alimentar, bom rendimento de carcaca e
auséncia de ossos intramusculares (Fantini et al, 2013). E um hibrido entre a
espécie piscivora com tendéncia onivora Leiarius marmoratus (Sanches et al., 2009)

e a espécie carnivora Pseudoplatystoma reticulatum (Lemos et al., 2018).

Estudos com o Pintado Amazdénico indicam caracteristicas de habitos
alimentares e histologia do trato gastrintestinal condizentes a de peixes onivoros
(Baldisserotto e Gomes, 2010; Campos 2010). Entretanto, apesar da similaridade
com peixes onivoros, nao ha evidéncias na literatura de que o uso de dietas com
caracteristicas onivoras poderia afetar a dindmica dos processos metabdlicos e
oxidativos e o desenvolvimento muscular nesta espécie mesmo que possam

suportar taxas de crescimento similares.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de niveis de proteina
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digestivel na dieta sobre a dinamica de desenvolvimento de fibras musculares e
estresse oxidativo no musculo branco do Pintado Amazdénico (Pseudoplatystoma

reticulatum x Leiarius marmoratus).

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo é parte de Projeto de Pesquisa com Pintado Amazdénico
desenvolvido em parceria entre o Programa de Pés-graduacdao em Ciéncia Animal
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA Agrossilvipastoril) e o Programa de Pés-graduacao em

Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso.

O experimento foi realizado no Laboratoério de Piscicultura da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Agrossilvipastoril), localizada na
cidade de Sinop, Estado de Mato Grosso, Brasil. Os protocolos experimentais usados
para este estudo foram revisados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais - CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil, (845/2017).

2.1. Animais, manejo e dietas experimentais

Os peixes foram alimentados com ragdes experimentais contendo sete
niveis crescentes de proteina digestivel (225; 250; 275; 300; 325; 350; ou 375 g kg-
1) e energia digestivel de 3400 kcal kg-1. As ra¢des experimentais foram formuladas

a base de farinha de peixe, concentrado proteico de soja, farinha de sangue e milho
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considerando valores de digestibilidade desses ingredientes determinados para o

Pintado Amazdénico, determinados no estudo de Marques et al. (2019) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao das racdes experimentais (na matéria seca).

Proteina Dicestivel (o ko-1
Ingredientes (%) roteina Digestivel (g kg1)

225 250 275 300 325 350 375

Milhoa 56,09 4559 37,50 37,16 34,23 13,00 21,25
Farinha de peixeP 20,00 20,00 20,00 30,00 3500 4042 42,01
CPCc 12,49 20,48 2594 24,80 20,17 19,00 21,04
Oleo de soja 5,48 8,08 954 7,27 5,38 9,59 5,48
Farinha de sangued 3,00 3,00 5,00 0,00 5,00 10,00 10,00
Fosfato bicalcico 1,83 1,74 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00
Calcario calcitico 0,89 0,90 0,00 044 0,00 0,00 0,00
Premixe 0,20 0,20 2,00 020 0,20 0,20 0,20
BHT! 0,02 0,02 0,02 002 0,02 0,02 0,02
Casca de Arrozs 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,77 0,00
Composicio analisada (%)

Proteina bruta 25,76 31,99 31,87 2885 3693 3885 45,16
Extrato etéreo 9,54 14,13 10,51 10,52 13,91 16,34 10,29
Matéria mineral 10,45 10,39 736 997 10,62 11,65 8,93
Energia bruta 4260 4540 4062 4370 4650 4810 4540
(kcal/kg)

Matéria seca 9294 9338 92,64 93,14 93,60 93,78 92,72
Composicdo calculada (%)

Proteina digestivel 22,5 25,0 27,5 30,0 32,5 35,0 37,5
Energia digestivel 3400 3400 3400 3400 3400 3400 3400
(kcal/kg)

Amido 37,08 30,13 24,79 24,56 22,63 8,59 14,05
Gordura 9,39 11,58 12,73 11,25 9,66 13,41 9,82
FDN 7,76 7,52 726 7,09 621 3,7 4,86
FDA 2,28 2,51 264 256 2,19 1,55 1,9

(@Proteina bruta 6,82%, Extrato etéreo 2,94%, Matéria mineral 0,97%, Matéria seca 83,25%,
Energia bruta 3610 kcal/kg

(®Proteina bruta 48,93%, Extrato etéreo 21,25%, Matéria mineral 23,77%, Matéria seca
95,40%, Energia bruta 4680 kcal /kg

(9Concentrado proteico de soja: Proteina bruta 55,89%, Extrato etéreo 0,22%, Matéria
mineral 5,99%, Matéria seca 84,05%, Energia bruta 3960 Kcal/kg

(DProteina bruta 62,72%, Extrato etéreo 0,05%, Matéria mineral 0,70%, Matéria seca 62,87%,
Energia bruta 3520 kcal/kg

(a)Suplemento Micromineral e Vitaminico, Tectron Nutri¢cdo e Saide Animal, Toledo, Paranj,
Brasil.

(OBHT, 12,25g.

(e)Proteina bruta 2,65%, Extrato etéreo 0,77%, Matéria mineral 8,76%, Matéria seca 9,74%,
Energia bruta 3750 kcal/kg

Para elaboracdo das racdes experimentais, as inclusdes dos ingredientes

foram ajustadas nas ragdes para atendimento de niveis de proteina digestivel
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determinados para cada tratamento mantendo-se constantes os niveis de energia
digestivel entre as ra¢des experimentais.

Foram utilizados 455 juvenis de Pintado Amazdénico (Pseudoplatystoma
reticulatum x Leiarius marmoratus) em um experimento com delineamento
inteiramente casualizado com sete tratamentos, cinco repeticoes e 13 peixes por
unidade experimental. Os peixes apresentavam peso médio de 299,54 + 48,03
gramas e comprimento médio de 27,69 * 1,20 centimetros e foram distribuidos em
tanques experimentais de 500 L, tendo sido aclimatados previamente as instala¢des
por sessenta dias, seguidos por 75 dias de ensaio de alimentacdo. Os peixes foram

alimentados duas vezes ao dia (08:00 e as 16:00 horas) até a saciedade aparente.

2.2, Coleta de material bioldgico

Ao final do ensaio de alimentacao de 75 dias, os peixes foram submetidos a
jejum alimentar de 24 horas. Foram selecionados aleatoriamente trés peixes por
tanque (15 por tratamento), anestesiados com 6leo de cravo (50 mg L-1) diluido em
etanol (1:20), pesados individualmente e eutanasiados por seccdo medular para
coleta de amostras do musculo esquelético estriado branco. Os peixes foram
eviscerados e filetados e as amostras foram retiradas do tecido muscular da regiao
medial e dorsal. Os fragmentos para andlises bioquimicas foram conservados em
ultrafreezer a -80°C e para analises histoldgicas em formaldeido tamponado 10%.

Os peixes amostrados para as analises tinham peso médio de 628,76 + 18,54
gramas, comprimento médio 34,31 + 0,37 centimetros e peso de carcaga eviscerada

médio de 561,30 * 12,17 gramas, com distribuicao similar entre os tratamentos.
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2.3. Morfometria de fibras musculares

Por¢ées do musculo fixadas em formaldeido a 10% foram desidratados
através de série graduada de etanol (70 a 95%). Posteriormente, as por¢des foram
embebidas em historesina e seccionadas em 3 pm de espessura utilizando o
aparelho micrétomo rotativo semi-automatico da marca Leica modelo 2245. Essas
secdes foram reidratadas em agua destilada e coradas com Hematoxilina-Eosina

(HE).

Para mensuragdo da area e numero de fibras musculares, foram feitas
imagens de cinco pontos distintos de cada lamina, conforme Figura 1, e contadas o
numero de células e medidas a drea de cada fibra muscular em secgdo transversal

utilizado o software de Mioticam 2.0.

N\
9

‘
s =0

- B

Figura 1. Imagem de corte transversal das fibras musculares obtida em microscépio
com aumento de 20x. A imagem representa um dos pontos amostrados
em uma lamina. Observam-se fibras musculares (seta) utilizadas para a
medida da 4rea celular em pm?.

Para avaliar o padrdao de crescimento hiperplasico e hipertréfico da
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musculatura, as fibras musculares foram distribuidas em cinco classes de acordo
com os quartis que se enquadrava a area da fibra muscular, adaptacio da
metodologia de Veggetti et al. (1990) e Valente et al. (1999).

2.4. Proteinas, aminoacidos livres e amonia no musculo

O contetido de proteinas foi determinado de acordo com Bradford (1976)
utilizando albumina sérica bovina como padrao. Os resultados foram expressos em

mg proteina g-1 do tecido.

O teor de aminodcidos livres foi determinado pelo método de Spies (1957)
utilizando-se de Ninhidrina 0,5% (diluida em alcool isopropilico) e a leitura de
absorbancia obtida em 570 nm e comparados a uma curva padrao de aminoacidos

livres, sendo os resultados expressos em mmol de aminoacidos livres g1 tecido.

A amoénia foi aferida pelo método de Gentzkow e Masen (1942), por
espectrofotometria utilizando um comprimento de onda de 420 nm e os resultados
foram comparados a uma curva padrao de amonia cujos dados foram apresentados

em pumol amonia.g-! tecido.

2.5. Glicogénio, glicose e lactato no misculo

A concentracdo muscular dos metabolitos glicogénio, glicose e lactato foram
determinadas por espectrofotometria e pelos métodos descritos por,
respectivamente, Bidinotto et al. (1997); Duboie et al. (1956); e Harrower e Brown
(1972).

Para a dosagem de glicogénio, as amostras foram realizadas no
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comprimento de onda de 490 nm, sendo os resultados comparados a uma curva

padrao de glicogénio e expressos em pmol de glicogénio.g! tecido.

Para a dosagem de glicose, as amostras foram realizadas no comprimento
de onda de 480 nm, sendo os resultados comparados a uma curva padrao de glicose

e expressos em pmol glicose.g! tecido.

Para a dosagem de lactato, a leitura das amostras foram realizadas no
comprimento de onda de 570 nm, sendo os resultados comparados a uma curva

padrao de lactato e representados como pmol lactato.g™! tecido.

2.6. Parametros de dano oxidativo no musculo

Para analise dos parametros bioquimicos de estresse oxidativo, os tecidos
foram previamente descongelados, amostrados cuidadosamente sobre superficie

gelada e pesados nas proporg¢oes recomendadas para cada analise.

2.6.1. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB)

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico foram medidas utilizando o
meétodo descrito por Buege e Aust (1978). A concentracao de SRATB foi expressa em

nmol MDA.mg de proteina-l, seguindo a curva de calibragcdo para MDA.

2.6.2. Carbonilacido de Proteinas

Para analise da proteina carbonilada, foi utilizado o método de Colombo et

al. (2016). Os resultados foram expressos como nmol carbonil.mg de proteina-l.
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2.6.3. Complexo antioxidante

As atividades das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
Glutationa-S-transferase (GST) e o antioxidante nao-enzimatico glutationa reduzida
(GSH) no musculo foram mensurados seguindo as metodologias descritas por Misra
e Fridovich (1972); Habig et al. (1974); e Sedlack e Lindsay (1968),

respectivamente.

2.7. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o procedimento Glimmix do SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA), considerando os niveis de proteina digestivel na dieta
como fator principal e a amostra de musculo de cada peixe como unidade
experimental. Todos os dados foram analisados para homogeneidade de varidncia
residual, normalidade dos residuos, linearidade e outliers. Dados influentes
(outliers) foram removidos da analise quando excediam dois desvios padrdo da

média do residuo.

Analise de regressado polinomial linear e quadratica foram realizadas para
determinacdo do efeito dose-resposta dos niveis de proteina digestivel da dieta
sobre as varidveis resposta. Para os dados de histologia, o peso de carcaca
eviscerada dos peixes foi incluido no modelo como covarivavel. Os efeitos linear ou

quadratico (P<0,10) foram plotados em graficosforam.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Dinamica do desenvolvimento de fibras musculares

As fibras musculares com &rea entre 1133 e 11777 pm? (Classe 5), o
aumento da concentragdo de proteina digestivel na dieta diminuiu linearmente a

area média das células (Y = -278,82x + 8628,5; R? = 0,575; P= 0,055; Figura 2).

y=-278,82x +8628,5

2 _
10000 R?= 05746
p=0,055
g o000
L 8000
S 7000
S 6000
g
£ 5000
€ 2000
£ 3000
< 2000
1000
0
225 250 275 300 325 350 375

Niveis de proteina em g kg! na dieta

Figura 2. Efeito dos niveis de proteina digestivel na dieta sobre a area celular média
das fibras da classe 5 (1133,73 - 11777 um?) do Pintado Amazénico.

Nao foram observadas diferengas para a area média das células das classes
com éarea inferior a 1133,73 pm? e para a contagem do numero de células
musculares de fibra branca em funcdo dos niveis de proteina digestivel da dieta

(Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito dos niveis de proteina digestivel (PD) na dieta sobre as médias de
area celular e do nimero de células musculares do Pintado Amazonico.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

(<11,4 (11,4 - (40,08 (230,18 - (1133,73 -

Niveis de PD (g

-1
/kg?) um?) 40,08 um?) 23&21)8 1133%3 11777 pum?)
Area celular (um?)
225 6,49 33,71 188,34 967,29  9079,19
250 6,79 30,86 197,97 969,99 7935,07
275 7,26 33,11 193,13 1056,96  7159,36
300 6,84 31,36 191,17 968,77 7158,85
325 6,71 30,68 202,8 1039,74  6871,71
350 6,38 32,20 206,19 957,68 7576,19
375 6,90 31,77 185,66 1016,65  6812,05
EPM! 0,8318 1,73 9,38 46,27 839,34
Efeito linear 0,968 0,491 0,679 0,623 0,055
Efeito quadratico 0,728 0,446 0,278 0,510 0,202
Numero de células
225 107,89 113,12 126,11 115,52 113
250 150,70 107,45 106,96 107,99 125,41
275 173,45 162,93 146,03 120,2 137,67
300 137,48 154,54 150,97 145,75 111,73
325 95,99 110,37 130,51 145,2 129,26
350 100,67 100,22 97,33 114,62 115,07
375 83,81 112,83 104,52 113,31 129,67
EPM! 51,58 28,07 23,25 18,38 11,24
Efeito linear 0,304 0,604 0,362 0,712 0,690
Efeito quadratico (338 0,179 0,142 0,120 0,703

1EPM: Erro Padrio da Média.

Apesar de fatores como as condi¢des de temperatura e salinidade da agua,
espaco, tempo de tanque, alimentacdo na fase inicial da vida poderem afetar a
distribuicao de nimero e tamanho dos midcitos na fase adulta (Hempel e Blaxter,

1961; Stickland et al., 1988), o aumento dos niveis de proteina na dieta resultaram
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em reducdo do didmetro médio das maiores células musculares com area entre
1133,73 e 11777,13 pm? (Classe 5), indicando uma reducdo de deposi¢io proteica
(hipertrofia) nas fibras musculares. O crescimento muscular hipertréfico resulta do
equilibrio entre a sintese e degradacao proteica (Velez et al., 2016), sendo que
quando a taxa de sintese excede a degrada¢do de proteinas ocorre aumento da
deposicdo de proteinas na fibra muscular, aumentando a massa muscular

(hipertrofia) (Fuentes et al, 2012).

No presente estudo, a menor area das maiores fibras musculares com o
aumento dos niveis de proteina digestivel na dieta pode ser um indicativo de menor
acumulo de filamentos de actina e miosina nas fibras musculares. De fato, as dietas
com maior concentrac¢do de proteina digestivel continham menores concentragoes
de carboidratos em comparag¢do com as dietas de menor concentracio de proteina
digestivel, sugerindo utilizacdo prioritaria da proteina oriunda da dieta como
substrato para producdo de energia ao invés de sintese e acimulo de proteina

muscular nas dietas de alta proteina.

Felip et al. (2012), descreveram que a economia e direcionamento de
aminodcidos da dieta para crescimento ao invés de oxidacdo para producao de
energia (efeito poupador de proteinas) gera oportunidade para utilizagdo de

carboidratos na dieta de peixes como fonte de energia.

Quando a taxa de sintese excede a degradacgdo de proteinas ocorre aumento
da deposicao de proteinas na fibra muscular, aumentando a massa muscular
(hipertrofia) (Fuentes et al, 2012). Apesar de fatores como as condi¢des de

temperatura e salinidade da agua, espago, tempo de cultivo, alimentaciao na fase
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inicial da vida poderem afetar a distribuicdo de nimero e tamanho dos midcitos na
fase adulta (Hempel e Blaxter, 1961; Stickland et al., 1988), neste estudo o aumento
dos niveis de proteina na dieta resultou em reducdo do didmetro médio das maiores
células musculares com 4rea entre 1133,73 e 11777,13 um? (Classe 5), o que pode
ser um indicativo de menor acimulo de filamentos de actina e miosina (atrofia) nas

fibras musculares.

Contrariamente ao presente estudo, Silva et al. (2009) observaram que o
aumento no teor de proteinas (20 a 60%) na dieta aumentou o recrutamento de
fibras e area das fibras musculares de Pagellus bogaraveo. Assim como, foi
observado aumento no peso corporal dos peixes, indicando que o aumento do
diametro e recrutamento de fibras musculares naquele estudo pode ser reflexo do

aumento na taxa de crescimento determinado pelos niveis de proteina na dieta.

3.2. Proteinas, aminoacidos livres e amonia

A concentracio de aminoacidos livres (Y = 0,4158x + 13,137; R* = 0,6801;
P= 0,003; Figura 3A) e de proteinas totais (Y = 0,0761x + 1,4471; R* = 0,6868; P=
0,014; Figura 3B) no tecido muscular do pintado amazonico aumentaram
linearmente com o aumento de proteina digestivel na dieta, enquanto a
concentracdo de amonia no tecido muscular ndo sofreu influéncia das diferentes

dietas (Tabela 3).
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Figura 3. Efeito dos niveis de proteina digestivel sobre os niveis de aminoacidos
livres (A) e concentracdo de proteinas totais (B) no tecido muscular do
Pintado Amazonico.
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Tabela 3. Efeito dos niveis de proteina digestivel (PD) na dieta sobre a concentragado
de proteinas totais, aminoacidos livres e aménia no musculo branco do
Pintado Amazodnico

Proteina Digestivel Proteina§ Totais  Aminoacidos Liyres (uﬁllz)llé ;ila de
(g /kg1) (mg proteina mL-1) (pmol g1 de tecido) tecido)
225 0,3980 12,80 0,0410
250 0,3407 14,31 0,0426
275 0,3232 14,44 0,0367
300 0,3945 15,20 0,0388
325 0,3371 16,17 0,0358
350 0,2648 15,07 0,0395
375 0,3130 15,59 0,0372
EPM! 0,038 0,708 0,0029
Efeito linear 0,0138 0,0028 0,2161
Efeito quadratico 0,4488 0,1058 0,4758

1EPM: Erro Padrio da Média.

Kirchner et al. (2005) também observaram relagdo direta entre o teor de
proteina na dieta e aminoacidos livres no tecido muscular de truta arco-iris. Por
outro lado, Yamamoto et al. (2000) e Jiménez et al. (2009b) nao verificaram relagdo
dos niveis de proteina com os niveis de aminoacidos livres no musculo de truta arco-

iris e Dentex dentex, respectivamente.

Em dietas com niveis de proteinas acima da necessidade para o
desenvolvimento do animal, o excesso de proteinas é degradado a aminoacidos
livres e convertido em energia no figado, além de aumentar a gordura visceral e o
aumento da producdo de amdnia no ambiente aquatico, que gera efeitos negativos
para o crescimento e saude dos peixes (Wood, 1993). Neste contexto, no presente
estudo, quando as dietas continham maiores niveis de proteina digestivel
observava-se reducao da concentracdo de fontes de carboidrados nas dietas,
fazendo com que o organismo tivesse menor disponibilidade de carboidratos
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oriundos da dieta para uso no metabolismo energético, possivelmente, demandando
maior degradac¢do de proteina para producdo de energia para uso no metabolismo

energético.

Esta hipotese é reforcada com a observagdo de que, apesar do maior
acimulo de proteina e aminoacidos livres no musculo do Pintado Amazénico
alimentado com dietas com maiores niveis de proteina, observou-se limitacdo da
hipertrofia muscular. Adicionalmente, o perfil de proteinas na dieta pode influenciar
a concentracdo de aminoacidos livres no musculo dos peixes. Xu et al. (2017)
observaram que a substituicdo de farinha de peixe por proteinas vegetais na dieta
(farinha de soja, farinha de gliten de milho, gltiten de trigo e farinha de amendoim)
reduziu a concentrac¢do de aminodacidos livres no musculo do Scophthalmus maximus
L. Desta forma, sugere-se que o acimulo de proteina total e aminoacidos livres no
musculo associados a menores didmetros de fibra muscular podem ser reflexo do
perfil de aminoacidos da proteina da dieta e da disponibilidade de substratos para

produgdo de energia no metabolismo energético.

3.3. Metabdlitos no miisculo

Os niveis de glicogénio (Y = -0,2947x + 8,9597; R* = 0,6134; P= 0,0503;
Figura 4A) e glicose (Y = -0,014x + 0,3949; R? = 0,4241; P= 0,0574; Figura 4B) no
tecido muscular diminuiram linearmente com o aumento de proteina digestivel,
enquanto o lactato nao apresentou diferenca (P>0,05) em funcdo dos nivies de
proteina digestivel (Tabela 4). Esses dados sugerem que em dietas com menores

niveis de proteina digestivel ocorreu aumento do acimulo do glicogénio e glicose
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muscular possivelmente como reflexo da maior concentracao de carboidratos nas

dietas comparativamente as dietas de maiores niveis de proteina digestivel.

A y=-0,2947x + 8,9597
10,0000 RZ=10,6134
9,0000 p=0,0503
8,0000
7,0000
6,0000
5,0000
4,0000
3,0000

pumol g de tecido

2,0000
1,0000

0,0000
225 250 275 300 325 350 375

Niveis de proteina em g kg'! na dieta

B y=-0,014x + 0,3949
0,4500 R?=0,4241
0,4000 p=0,0574
0,3500

0,3000

0,2500

0,2000

umol gt de tecido

0,1500
0,1000
0,0500

0,0000
225 250 275 300 325 350 375

Niveis de proteina em g kg* na dieta

Figura 4. Efeito dos niveis de proteina digestivel sobre os niveis de glicogénio (A) e
glicose (B) no tecido muscular do Pintado Amazonico.
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Tabela 4. Efeito dos niveis de proteina digestivel (PD) sobre a concentracdo de
glicogénio, glicose e lactato no musculo do Pintado Amazonico.

Proteina Glicogénio Glicose Lactato
Digestivel (g kgl) (umolg'detecido) (umolg?detecido) (umolg!de tecido)

225 8,98 0,3980 5,49

250 8,44 0,3407 6,08

275 7,25 0,3232 5,59

300 8,36 0,3945 6,11

325 7,39 0,3371 5,25

350 6,72 0,2648 5,25

375 7,32 0,313 6,66

EPM! 0,782 0,038 0,71
Efeito linear 0,0503 0,0574 0,6866
Efeito quadratico 0,5664 0,9903 0,5651

1EPM: Erro Padrio da Média.

O aumento de proteina com restri¢do de energia, favorece a degradacao de
proteina para producdo de energia em detrimento da deposi¢ao proteica corporal
(NRC, 2011). No presente estudo, a medida em que os niveis de proteina digestivel
aumentaram nas dietas o teor de amido reduziu, ocorrendo limitacao de
carboidratos para acimulo de glicogénio como reserva energética muscular. Lin et
al. (2018) também observaram que o aumento dos niveis de amido (5, 10 e 20%) na
dieta do Micropterus salmoides resultaram em aumento do conteddo de glicogénio

muscular.

3.4. Estresse oxidativo no tecido muscular

A concentracdao de SRATB aumentou linearmente com o aumento de

proteina digestivel na dieta (Y = 1,0543x + 7,0566; R* = 0,5986; P= 0,047; Figura
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5A). Por outro lado, as proteinas carboniladas ndo foram afetadas pelas
modificacbes da dieta (Tabela 5). Alvarez et al. (1998) avaliaram niveis de proteina
digestivel para a truta-arco-iris (335; 339; 406 e 409 g kg-1) e robalo (277; 342; 378
e 412 gkg-1) e também demonstraram maior suscetibilidade do musculo a oxidagao

quando alimentados com altos niveis de proteina.

Jiménez et al. (2009a), ao avaliarem dietas para o Dentex dentex com
diferentes propor¢des de macronutrientes (proteina: lipidio: carboidrato
(43/16/28; 43/24/4; 38/19/28 e 38/24/13%), observaram que as dietas que
tinham maior nivel lipidico (24%) foram as que induziram a maior peroxidagao
lipidica. Desta forma, ha evidéncias de maior processo de peroxidagao lipidica em
animais submetidos a dietas com maiores niveis de proteina digestivel e menor

concentracdo de carboidratos.

O dano nas células e, consequentemente, nos tecidos causado pela producao
de EROs tém sido referenciado como estresse oxidativo, que consiste na
incapacidade do sistema de defesa antioxidante composto por componentes
enzimaticos e nao enzimaticos em remover as EROs do organismo (Jiménez et al,,

2009a; Venancio et al., 2013).

Durante o processo de peroxidacdo lipidica ocorre a conversdao de EROs
ativas em metabolitos secundarios de menor reatividade pela acdo do sistema
antioxidante do organismo na fase de terminacdo da cadeia de reacgdes de
peroxidacdo lipidica (Sargent et al., 1999). Desta forma, o acimulo no organismo de
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (SRATB) tem sido utilizado como

indicador da concentracio de metabolitos secundarios (por exemplo,
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malondialdeido) do processo de lipoperoxidacao (LPO). Além da peroxidagdo
lipidica, o aumento das EROs ocasionam dano em proteinas com formacao de grupos
carbonil a partir da alteracdo da estrutura e fun¢do dos grupos amino dos
aminoacidos presentes nas proteinas (Winston e Di Giulio, 1991; Schieber e

Chandel, 2014).

Tabela 5. Efeito dos niveis de proteina digestivel (PD) sobre a concentracdo de
SRATB e Proteinas Carboniladas no musculo do Pintado Amazonico

Proteina SRATB Proteinas Carboniladas
Digestivel (g kgl) (nmol MDA mg proteina!) (nmol carbonil mg proteina)

225 10,84 0,3808

250 6,54 0,3262

275 8,34 0,3905

300 11,59 0,3633

325 14,01 0,3911

350 13,31 0,4192

375 14,28 0,3943

EPM! 2,94 0,05

Efeito linear 0,0465 0,3965
Efeito quadratico 0,6344 0,8674

1EPM: Erro Padrio da Média.

As células sdo protegidas contra o dano oxidativo produzido pelas EROS por
sistemas antioxidantes enzimaticos compostos pela superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Halliwell e Gutteridge, 1999). A
superoxido dismutase (SOD) é um conjunto de enzimas que
desempenhamdesempanham papel como antioxidantes e mecanismos de defesa
primaria as propriedades téxicas de radicais superdéxido (Halliwell e Gutteridge,

2017; Nwani et al., 2010).

A atividade da SOD e da GSH neste estudo nao foram afetadas pelos
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diferentes niveis de proteina digestivel na dieta (Tabela 6). Um estudo realizado
com Pelteobagrus fulvidraco, ao avaliarem diferentes niveis de proteinas e lipideos
na dieta (52:13; 52:9; 48:13; 48:9), observaram que a atividade da SOD aumentou,
enquanto a da GSH reduziu com o aumento da proteina na dieta, e indicaram que o
niveis elevados de proteina na dieta poderiam fornecer alto teor de aminoacidos
para sintetizar enzimas antioxidantes imunoldgicas e assim garantir a estabilidade

do sistema antioxidante para manter a saude do animal (Zhang et al., 2018).

A atividade da GST no Pintado Amazobnico diminuiu linearmente com o
aumento de proteina digestivel na dieta (Y = -0,0066x + 0,1001; R? = 0,5847; P=
0,0001; Figura 5B), enquanto a atividade da SOD e da GSH neste estudo nao foram

afetadas pelos diferentes niveis de proteina digestivel na dieta ( Tabela 6).

Tabela 6. Efeito dos niveis de proteina digestivel (PD) sobre a concentracdo de SOD,
GSH e GST no musculo do Pintado Amazonico

Proteina SOD GSH GST
Digestivel (g kg- (UI SOD mg proteina- (umol GSH mg (umol GS-DNB min-
1) D) proteinal) Iproteina-)

225 9,85 0,0088 0,0865

250 9,87 0,0102 0,0826

275 10,31 0,0139 0,0803

300 10,22 0,0123 0,0900

325 9,09 0,0102 0,0832

350 9,06 0,0090 0,0449

375 9,67 0,0121 0,0495

EPM!1 0,631 0,002 0,009

Efeito linear 0,3158 0,6899 0,0001

Efeito quadratico 0,8 0,3147 0,0311

1EPM: Erro Padrio da Média.
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Figura 5. Efeito dos niveis de proteina digestivel sobre os niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB) (A), e da atividade da GST (B) no
musculo do Pintado Amazonico.

A glutationa-S-transferase (GST) conjuga glutationa reduzida (GSH) com
xenobiéticos como parte dos processos de desintoxicagdo, e a glutationa redutase
(GR) garante que o GSH esteja sempre disponivel como um importante antioxidante
e como cofator para a GST (Halliwell e Gutteridge, 2017;Valko et al.,, 2007). Pode-se
sugerirPodemos supor que a atividade atividade desta enzima esteja reduzida
nosnas maiores niveis de proteina digestivel doses uma vez que os resultados

indicam quea maior quantidade de proteina na dieta foi utilizada para a produgao
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de energia. Como ndo foi gerado mais GSH e atividade dea SOD ndo mudou, esta
adaptacdo no metabolismo proteico do animal pode ter gerado um maior estresse o

que foi representado neste estudo pelo aumento do SRATB.

4, CONCLUSAO

Altas concentracgdes de proteina digestivel na dieta do Pintado Amazonico
aumenta a concentragao de proteina e aminoacidos no musculo, limita a hipertrofia
de fibras brancas e aumenta a exposicdo do tecido ao dano oxidativo

comparativamente as dietas de menor concentracao de proteina digestivel.
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