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SINOPSE:

Este trabalho teve como objetivo avaliar em nfwelecular os efeitos da incorporacéo dos f
camueamu, catoré, embauba, jauari e da semente mumgullimentacédo do tambaqui, na propd
de 1:1 com a racdo comercial. &or avaliados também os efeitos fisiologicos, bimigos §
citogenotoxice nos peixes submetidos a alimentacéo experiempotgderiodos de 1, 15 e 30 diaj
alimentacdo. As dietas experimentais ndo provocatenacées nos parametros sanguirsEssd
animais, porém, produziram transcritos expressosraliicialmente, com similaridade as sequé
das enzimas Superéxido dismutase, Citocromo P4&#® groteina Apolipoprotein&ete sequénc
ndo apresentaram similaridade com aquelas depasitad GenBadn e duas sequéncias foi
caracterizadas como produtos de proteina nao fideid. Essas seqiiéncias sdo candidatas a f
investigacOes para a compreensdo de processodfiesgedo metabolismo dos animais aliment

com racdes suplementadas com frutos e sementemdadia.
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RESUMO

As frutas desempenham um papel importante nossistamas da planicie
inundavel da Amazbnia Central, especialmente seiderarmos a relacdo peixes-
plantas. Mais de 110 espécies de plantas forantifidadas como produtoras de frutos
e sementes consumidos pelo tambaqui em seu amlmatisml. O conhecimento do
hébito alimentar desses animais na natureza, fldssia inclusdo de frutos e sementes
na dieta de peixes criados em cativeiro, visandatear custos da producdo, mantendo
um crescimento satisfatorio dos animais. Porénreaemca de fatores antinutricionais
pode limitar a inclusdo de certos produtos vegetaidieta desses peixes. Este trabalho
teve como objetivo avaliar em nivel molecular osite da incorporacdo dos frutos
camu-camu, catoré, embauba, jauari e da sementguimainna alimentacdo do
tambaqui, na proporcdo de 1:1 com a racdo comeiretabm avaliados também os
efeitos fisiologicos, bioguimicos e citogenotdxicws peixes submetidos a periodos de
1, 15 e 30 dias de alimentacdo modificada. Os teetng demonstraram que os frutos e
sementes ndo provocaram alteracdes metabdlicaBnéitas e citogenotoxicas nos
peixes durante os periodos testados. Entretaniopdssivel verificar diferencas
significativas em funcdo do periodo de alimentagéda privacdo alimentar a que os
peixes foram submetidos. A expressdo diferenciaj@®es mostrou fragmentos que
apresetaram similaridade com os genes das enzimas Aden{uinase, Superéxido
Dismutase, Apolipoproteina e Citocromo P450. Outsete transcritos expressos nao
demonstraram similaridade com as enzimas depositadaGenBank, e dois fragmentos
foram caracterizados como produtos de proteinaidetificada,sendocandidatos a
futura investigacdo para a compreensdo de procesgexificos do metabolismo dos

animais alimentados com rac¢des suplementadas coos & sementes da Amazonia.
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ABSTRACT

Fruits play an important role in the Central Amaaoftioodplain ecosystem, especially
when considering the relation fish-plants. MorentHELO plants species have been
identified which produc fruits and seeds consumed tdmbaqui in its natural
environment. The knowledge of the food habits a#sth animals in nature, made
possible the inclusion of fruits and seeds in tisé Tiet created when reared under
captivity, aiming to decrease production costs, keeping a satisfactory fish growth
rate. However, the presence of antinutritionaldegican limit the inclusion of certain
vegetable products in the diet of these fishess Wark aims to evaluate, at a molecular
level, the effect of the incorporation of the feuitamu-camu’, ‘catoré’, ‘embauba’,
‘jauari’ and ‘munguba’ seeds in tambaqui feedimgthie ratio of 1:1 with a commercial
ration. The physiological, biochemical and cytodgerixity parameters were also
evaluated for their effects in the fishes submitied period of 1, 15 and 30 days of
modified feeding. The results demonstrated thaitsfrand seeds did not affect
metabolic, enzymatic and cytogenotoxic alteratiamsthe fishes during the tested
periods. However, it was possible to verify a digant difference in the feeding period
and food deprivation in subbimetted fishes. Theegdifferential expression showded
fragments that presented similarity with Adenyld€mase, Superoxide Dismutase,
Apolipoprotein and Cytochrome P450 enziyme geneshe® seven expressed
transcripts did not demonstrated similarity wittzygmes deposited in the GenBank, and
two fragments were characterized as products depr® not identified thefore being
candidates for future studies in order to undetstdre animals process metabolism

when fed with supplemented rations with Amazoniaits and seeds.
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INTRODUCAO

A bacia amazénica € a maior area de floresta mbpic mundo, sendo drenada por
rios que sao influenciados pela distribuicdo sazoagrecipitacdo, bem como pela variacdo
climatica que rege o degelo da Cordilheira dos Andee garantem as oscilacdes no nivel
das aguas (Sioli, 1984; Val & Almeida-Val, 1995jn Kirtude dessa sazonalidade, a varzea
gue compdem a paisagem da Floresta Amazénica,pdagdaa submerséao total ou parcial
durante um periodo prolongado de cheias. As plantasompdem a floresta passam entao
a desempenhar importante papel na alimentacdogdmiemos aquéticos, em especial o0s
peixes (Takahast al, 1994).

A relagdo entre a Floresta Amazbnica e o habitmeliar de muitos peixes é
bastante estreita, pois muitas espécies sao degendd#os alimentos que caem na agua,
principalmente folhas, flores, frutos e sementesu(@ng, 1980; Silvat al, 2000; Claro-Jr
etal., 2004). A cada ano 100.000 Kute florestas de varzea sdo inundados, formando uma
enorme area de forrageamento para grande partepeimes amazonicos, que, sendo
oportunistas em sua estratégia alimentar, encontr@gnfrutos e sementes sua principal
fonte de alimento, aumentando suas reservas dargo(8alatet al, 1998).

As frutas desempenham um papel importante nosistameas da planicie inundavel
da Amazonia Central, especialmente se consideraamekcao peixes-plantas (Claroedr
al., 2004). Estima-se que a producéo de frutosloestas de varzeas e igapds possa chegar
a mais de um milhdo de toneladas por ano (AratjealL& Goulding, 1998) e que essa
grande quantidade de frutos seja capaz de mangemquantidade equivalentemente alta de
peixes herbivoros (Waldhoff & Maia, 2000).

Goulding (1980) sugere que os frutos e sementessatiores mananciais naturais
de nutrientes e energia para aproximadamente 20€cies de peixes da Amazobnia. Os

peixes ligados a floresta de inundacdo sdo, emmsuaria, frugivoros, que evoluiram em



estreita relacdo com as arvores e arbustos amasd(ecaujo-Lima & Goulding, 1998).
Véarias espécies, particularmente as da grande ordesnCharaciformes apresentam
denticbes especializadas para o consumo de cgtssde frutas: o tambaquC¢lossoma
macropomum é um comedor especialista das frutasH#wea spruceanaos pacus, dos
génerosMylossoma, Myleug Brocq sdo também comedores importantes de frutas de
palmeiras, embaubas e outras arvores (Imperatrzdea & Por, 2003).

Varios frutos sao utilizados como fonte de alimepto peixes da regido amazénica,
entre eles: arac&(geniasp.), camu-cam(Myrciaria dubid), catoré Crateva benthamj
embauba Cecropiasp.), jauari Astrocaryum jaual, munguba Pseudobombax munguba
seringa Hevea brasiliens)s seringa-barrigudaHevea spruceanataruma-da-varzed/tex
cymosa)e ucuuba\irola surinamensis(Takahasiet al, 1994; Araujo-Lima & Goulding,
1998; Silvaet al, 2000; Maués & Couturier, 2002). Cerca de 1lfeeies de frutos e
sementes, distribuidas em 36 familias de plantasfadentificadas como alimentos para o
tambaqui Colossoma macropomunDurante os meses de cheia, o conteddo estomacal
dessa espécie contém quantidade relativamentdeaftatos e sementes, coincidindo com o
periodo de frutificacdo das arvores presentes rees ale varzeas e igapos (Siktaal,
2000).

Tais informagdes precisam ser aproveitadas de uameina mais eficiente no que se
refere as técnicas de cultivo de peixes. As infgima sobre as exigéncias de vitaminas e
nutrientes para grande parte das espécies de meiadas em cativeiro sdo limitadas, e os
resultados de estudos com salmonideos, ciprinigl@osros grupos exoticos sédo geralmente
aplicados comercialmente as demais espécies (&ilvanderson, 1995), com poucas
chances de sucesso. Este procedimento tem sidadadgtincipalmente pela falta de
estudos sobre espécies tropicais que apresentamcfaitpara criacdo em cativeiro (Chagas

& Val, 2003).



A plantacdo de arvores na varzea do rio Amazormam@nada principalmente aos
guintais dos ribeirinhos, e muitas dessas arvoredugem frutos que sao utilizados como
isca para a pesca. Tais arvores como outras pldataarzea, estdo adaptadas a inundagéo
anual, frutificando durante a época da enchental(jdrLima & Goulding, 1998). A
utilizagdo desses frutos pela populacdo local ndyndo artesanal de racdes para peixes,
pode significar uma alternativa de uso sustentdwslrecursos da floresta, assim como uma
fonte de obtencédo de proteina animal por meioidg&w de peixes com baixo custo.

Nas ultimas trés décadas, vasta area de floreutaslaveis tem sido macicamente
devastada para atividades agropecuarias, o quemdésco ndo apenas a diversidade da
flora amazbnica, mas também provoca um impactotivegaa fauna, em particular na
ictiofauna, que depende da produtividade da flaremtsim como na populagéo ribeirinha
gue tem no peixe sua principal fonte de proteinanan(Waldhoff et al.1996). Neste
aspecto, Maia (2001) destaca que as espéciestdestoimo itens alimentares na dieta de
peixes podem ser inseridas nos programas de rem@merambiental e utilizadas na
regeneracdo de areas inundaveis, restaurando @& oferalimentos para a ictiofauna e
proporcionando o uso sustentavel dos recursodatasthis inundaveis da Amazonia.

Estudos sobre conservagéo biolégica tém sidaiteessto inventério e investigacéo
de ecossistemas utilizando ferramentas genéticagpemas a investigacdo de campo.
Entretanto, detectadas as principais espécies #3§n antropica, ha que se considerar
alternativas para sua conservagao. As atividadescdenposicdo de populagbes na natureza
a partir de populagbes artificiais devem ser acom@das de investigagbes sobre as
melhores préticas de criacdo dessas espécies para cgintroducdo no ambiente natural
tenha sucesso.

Esse é o caso de peixes super explorados na ratoew o tambaqui, cuja criacao

em cativeiro ja ultrapassou as barreiras regioeais meétodos convencionais de cultivo,



onde j& se tem, como primeira preocupagédo, a qiedariabilidade genética de populac¢des
artificiais (Almeida-Val, comunicacdo pessoal),igsgomo a precariedade com que as
mesmas sao mantidas em cativeiro. Para fins deon@tsio, tais populagdes artificiais séo
invidveis. Assim, é necessario que se reestrutlaerpraticas de criacdo dessa espécie,
diversificando as procedéncias dos reprodutores, @amentar as diversidades genéticas,
evitando o endocruzamento e todas as suas consépiéAlém dessa diversificagdo é
recomendavel o monitoramento com marcadores malexsibjue permitam a identificagéo
das possiveis diversidades genéticas, além decppd rastreamento dos individuos
produzidos.

A conservacdo do meio ambiente, aliada ao desememo econémico sustentavel
vem a ser uma das principais razdes que justificabalhos considerados periféricos para a
conservacgao bioldgica — periféricos, mas fundaneptra que se possa manter o equilibrio

ecoldgico de um ecossistema.

Fontes alternativas de alimentos para a criagédo deeixes

Para a expansédo da piscicultura e seu desenvolgnenoldgico sdo necessarios,
entre outros fatores, a producdo de alevinos ddidgdea superior e a formulacdo de
programas de nutricdo adequada para as espeeidasem cativeiro, dentro dos diferentes
sistemas de produgéo (Lovshin & Cyrino,1998).

Uma das principais dificuldades encontradas peldadores de peixes é a
disponibilidade de alimento de boa qualidade edabsto. As exigéncias nutricionais dos
peixes sdo um dos fatores econdmicos mais impedama pisicultura, uma vez que a
alimentacéo representa mais de 50% dos custosodegéio (Pereira-Filho, 1995; Araujo-
Lima & Goulding, 1998). O custo da alimentacdo érmcipal fator limitante para a

expansao do cultivo de peixes na Amazonia (Araifoal& Goulding, 1998).



De acordo com Silvat al. (2003), frutos e sementes das florestas de igagdzea
sdo importantes fontes de alimentos para peixedivArsidade de espécies vegetais na
floresta amazonica, aliada aos estudos sobre tohdlibhentar e necessidades nutricionais
de espécies de interesse comercial da regido @itadja & Goulding, 1998; Chagas &
Val, 2003) podem viabilizar a incorporacado de fsutosementes na alimentacdo de peixes,
barateando os custos da piscicultura.

Algumas tentativas vém sendo realizadas no segdtornar menos onerosos 0s
gastos de producao, possibilitando que a atividedpisicultura seja comercialmente mais
atrativa na regido amazonica. Sileaal. (2007) destacam a necessidade de substituir os
ingredientes de origem animal da racao pelos dewrivegetal, como um meio de baratear
0S custos, e apresentam como alternativa a su@attale ingredientes tradicionalmente
empregados nas rac¢des por produtos regionais.

Roubach (1991) avaliou o uso de frutos e semergeflodestas inundaveis na
alimentacédo de tambaqudlossoma macropomyre obteve melhor eficiéncia nutricional
com sementes de mungub@séudobombax mumguba)frutos de arroz silvestr®fiza
sativg, enquanto os menores indices foram obtidos coimmgse Heveasp.) e embauba
(Cecropia latiloba.

Mori-Pinedo (1993), utilizou a farinha de pupuniiagtris gasipescom 7,0% de
proteina bruta, em substituicdo a 55% do fuba dleonmia racéo para peixes e concluiu que
a pupunha pode substituir o milho, sem prejuiza patesempenho dos peixes.

Silva et al (2003) estudaram o efeito da incorporagéo ddednauari Astrocaryum
jauari) e embaubaGecropiasp.) e das sementes de munguPse(ildobombax mungubea
seringa barrigudaHevea spruceanaem substituicdo a 55% do fuba de milho da racéo
controle, na digestibilidade dos principais nutiésne no tempo de passagem do alimento

pelo trato gastrointestinal do tambaqgGiolossoma macropomymDestacaram que esses



itens podem ser utilizados como ingredientes ataros em dietas praticas em substituicdo
a itens tradicionais de racdo, como forma de dmtripara a diminuicdo de custos de
producédo desta espécie em cativeiro.

Oliveira (2005) avaliou, por meio de analises f@icas e bioquimicas, o uso dos
frutos camu-camu Myrciaria dubig), catoré Crataeva benthami embaulba Gecropia
latiloba) e jauari Astrocaryum jauadie da semente de mungulBséudobombax munguba
na alimentagédo de tambag@alossoma macropomymem substituicdo de 50% da ragao
comercial e concluiu que todas as dietas testgaf@asentam potencial para incorporagédo na
racdo para alevinos de tambaqui.

Embora os resultados dessas pesquisas aponteia parspectiva do uso de frutos e
sementes da regido amazonica como meio de supln@eracao para a criagéo de peixes, a
gualidade desses produtos deve continuar sendstigada por metodologias especificas
para esse fim, uma vez que, para muitas espécigtav® ainda nao foram avaliados os
principais constituintes quimicos, tampouco see#a fisioldgicos nos animais que delas
se alimentam.

Araujo-Lima & Goulding (1998) destacam que os pgigee comem frutas ndo se
alimentam de todas as sementes que sé&o abundad&saeanho apropriado pra serem
quebradas. Algumas espécies vegetais produzem snsé@mentes por ano, mas Sao
ingeridas apenas ocasionalmente por esses animais.

Sementes de sering&ldveasp.) apresentam uma taxa de até 0,09% de &cido
prussico (&cido cianidrico), que pode ser inativadando as sementes sdo processadas em
altas temperaturas, ou apés armazenagem por uodpeité seis meses (Roubach, 1991).
Embora alguns autores descrevam o uso de frutqdadéas do génerBactris sp, como
item alimentar de varias espécies de peixes (Moedd et al, 1999; Maia, 2001), a

pupunha Bactris gasipaes fonte alternativa de alimento para inclusdo ewgdo para



peixes, apresenta uma enzima gue inibe a digeatiprdteinas e um acido (provavelmente
oxalico) que irrita a mucosa bucal quando o frutasado “in natura”, necessitando ser
processado antes do uso (Mori-Pinetlal,1999).

Pinto et al. (2001) enfatizam que o tanino, polifenol presente rauitos vegetais
como soja, sorgo, canola, girassol, habitualmesaelas na confeccdo de ragbes comerciais
afetam o valor nutricional dos alimentos, prinaipahte por se complexar com as proteinas
dietarias, com os carboidratos e com outras madémulas alimentares. Tais substancias
também provocam a inibicdo da atividade de varmesneas digestivas, a diminuicdo da
absorgéo de outros nutrientes na parede celuleidala formac¢éo de complexos com ions
divalentes de metais, e a erosdo de células eptalio intestino. Os mesmos autores
demonstraram que em piaugieporinus macrocephalysa presenca de tanino na ragéo
prejudicou o metabolismo e o desempenho reprodudavcespécie, diminuindo o valor
biolégico dos nutrientes presentes nas racdesoeneswlaram valores inferiores a 0,46% de
taninos totais presentes na ragéo para a criag3a éspécie.

Outro aspecto que requer atencdo € o fato degjabneentos de origem vegetal sdo
menos digeriveis do que os de origem animal, \gs® a composicdo estrutural e quimica
das paredes celulares das plantas inibe as enhidditicas, podendo fazer com que o
metabolismo alimentar aumente, reprimindo o gamterggtico dos animais (Aradjo-Lima
& Goulding, 1998).

Por outro lado, frutos séo fontes alimentares mras/itaminas e outros importantes
compostos com capacidades antioxidantes (Alcestdo#, 2000). As vitaminas sao
essenciais ao crescimento e metabolismo e, comoahmente ndo séo sintetizadas em
guantidade suficiente pelos animais, sdo geralmexitgidas em quantidades variaveis a
partir da dieta, para a manutencdo da funcéo dgich normal (Almeida, 2003). Alguns

animais sao capazes de sintentizar vitamina C éuaide ascérbico a partir da D-glucose.



Porém, na grande maioria das espécies de peixé® eles o tambaquiCplossoma
macropomu)y a enzima responsavel pela catalisacdo destaaditapa no figado, a GLO
(L-gulono-1, 4-lactona oxidase) ndo tem atividaEie¢alossi eal., 1998) sendo, portanto,
necessaria a suplementacgéo dietaria de vitamina C.

Na tentativa de atender a essa necessidade fostadds varias racdes suplementadas
com diferentes quantidades de vitaminas (Chagdail; 2dendes, 2001; Almeida, 2003;
Aride, 2003), que apresentaram boas respostaffigias e de crescimento, mas tornaram
os custos de produgéo mais onerosos (Oliveira,)2605tos tipicamente amazonicos como
o camu-camu Myrciaria dubig apresentam uma grande quantidade de &cido astOrbi
podendo atingir 3.133 mg de vitamina C em 100 galpa integral (Yuyamat al, 2002)
proporcionando excelente potencial de incorporac&gao para peixes.

O uso de ingredientes regionais em ragdo tem s&adosuma pratica promissora
para os pequenos produtores da regido amazoniandises dos beneficios dessa pratica,
bem como da inser¢cdo de novos produtos (frutosesiE®, subprodutos da agroindustria)
devem continuar por meio de metodologias adequdmssando destacar seus beneficios,
superar suas deficiéncias e apresentar as altermatecessarias para suprir as exigéncias

nutricionais dos peixes, considerando-se as difaseantre as espécies cultivadas.

Aspectos da nutricdo de peixes

Como animais pecilotérmicos, o metabolismo dos g®ig¢ mais eficiente no
aproveitamento da energia dos alimentos para atesusoregulacdo corporal. Gastam
menos energia para locomogdo na agua e econominangi@ excrecdo dos residuos
nitrogenados que sao eliminados pelas branquiasasobha forma de aménia, quando
comparados a uréia ou acido Urico, eliminadosspbtimeotermos terrestres (Takahashi,

2008)



As exigéncias nutricionais dos peixes variam derdc@om a espécie, fase de
desenvolvimento e sistema de criagdo. O tambagquimacropomuiy por exemplo, na
natureza, necessita alimentar-se de itens de cagAposariada para poder realizar um
balanceamento da sua dieta em termos dos prinaipdiEentes e energia para satisfazer
suas necessidades metabdlicas (Sévaal, 2003). Em condi¢bes experimentais, Mori-
Pinedoet al. (1999), comprovaram que 0sS nhiveis de proteinaraxgies que variam entre
27,3 a 30,4% estdo dentro dos niveis recomendanfodiyersos autores para atender as
necessidades fisiologicas do tambaqui. Goulding &0fo-Lima (1998) estimaram que
tambaquis adultos mantém uma dieta de 23 kJ/g dérimaeca consumida enquanto que
nos jovens o suprimento é de 19 a 20 kJ/g de raas&ia, e destacam que os adultos
necessitam de alimentos mais energéticos para atatdncear seus altos custos
metabdlicos.

Aspectos nutricionais tém demonstrado que qualdigta que vise proporcionar o
crescimento precisa incluir os nutrientes que omahiprecisa, tais como proteina,
carboidrato, gorduras, vitaminas e minerais (Paf€itho, 1995). A nutricdo influencia o
comportamento, a integridade estrutural, a salml&jrazdes fisioldgicas, a reproducéo e o
crescimento dos peixes. Assim, estudos em nutsedmseiam na capacidade do animal em
aproveitar o alimento e na sua resposta metabfbote a variacdo dos nutrientes da dieta
(Suareset al, 1995), além de avaliar a influéncia de fatore® gussam atuar no
aproveitamento desses nutrientes.

Tanto o excesso quanto a deficiéncia em energiieta dos peixes podem reduzir
as taxas de crescimento. Para Lovell (1988), agenedos alimentos é utilizada
primeiramente para satisfazer as necessidades éinasy de manutencdo e atividades

voluntarias (metabolismo basal) e depois é que estardo disponiveis para o crescimento.



Os peixes regulam o consumo de racdo pela ingestgogética. Uma ragéo
deficiente em energia provocard maior ingestdo ealtar, e, na falta de nutrientes
energéticos (carboidratos e lipideos), a proteiegd sconvertida em energia para
manutencdo, antes de ser utilizada para crescimotmutro lado, uma racdo com excesso
de energia limita a ingestdo de alimento e consgquente diminui a ingestdo de proteina
(aminoacidos), vitaminas e minerais (Sperandio8200

Altos niveis de proteinas nos alimentos resultamuemaumento nas concentragfes
de aminoécidos livres circulantes, na excrecdonad@na, na sintese protéica, na atividade
de enzimas gliconeogénicas e provocam o declirsoatigsidades das enzimas glicoliticas
(Almeida, 2006). As vitaminas, que sdo compostesresais ao crescimento e metabolismo
animal, ndo sdo sintetizadas em quantidades sufisie sendo exigidas em quantidades
varidveis a partir das dietas para a manutencao fdagdes fisiologicas normais.
Deficiéncias de vitaminas podem gerar alterac6edahdgicas e fisiologicas nos peixes,
geralmente pouco especificas, como a reducdo di#teapmenor taxa de crescimento,
anemia, letargia, pigmentacdo anormal e maior sbdade a doengas (Almeida, 2003).
A auséncia de vitamina C, em particular, na dietgpeixes pode ocasionar, inclusive, mas
formacdes 0sseas, causando danos severos a dagmeestar do animal ( Sttefens, 1989).

A avaliagdo da sanidade pode indicar se as coesligGtricionais estdo adequadas
ao bom desenvolvimento fisioldgico dos animais.ualglade e a quantidade de alimentos
tém efeitos significantes sobre a fisiologia, if@endo nas varidveis hematoldgicas, e isso
ocorre principalmente em peixes mantidos em cativétagbenroget al., 2000; Tavares-
Dias & Moraes, 2004).

As caracteristicas bioquimicas, metabdlicas e t@ogicas podem ser utilizadas na

avaliacdo do estresse causado por mudancas anidheata forma, a analise do quadro
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hematologico pode ser utilizada como diagnosticxilian para detectar variagbes
produzidas por agentes estressantes em peixegéFedms & Moraes, 2004).

Além dos parametros sanguineos, a determinacaatiddades enzimaticas em
outros tecidos pode ser realizada com o propositavdliar o estado fisioldgico do animal
como um todo, assim como a sua resposta adapetivlancédo das variagdes metabolicas
impostas, quer seja por estresse ambiental e/dinaorento, ou nutricional, em funcéo do
arragoamento ou disponibilidade de alimento (Lusatdt, 2003).

A andlise das atividades de enzimas antioxidanteso a catalase (CAT) e a
superoxido dismutase (SOD), que catalisam a redde8oespécies reativas do oxigénio
(ERO) no meio intracelular (Scandalios, 2005), pseleusada como indicador para avaliar
0 estresse oxidativo causado por diferentes coesligdtricionais (Pascuet al.,2003).

Os efeitos estressantes que algumas substanoxscam no metabolismo animal
incluem, também, mudancas na expressao génica mtalancas sdo geralmente produzidas
pela alteracdo nos niveis normais do RNA mensadeiRNA) desses genes. O caminho
tradicional para analisar essas mudancas tem sidsoode técnicas de hibridizagédo
diferencial para mRNA, que € unicamente expressosuquimido nos tratamentos ou
doencgas celulares. Entre os métodos mais usadosa éstnica da expressao diferencial de
genes (“Differential DisplaCR”- DD-PCR) (Rhodes & Van Beneden, 1996).

A técnica do DD-PCR tem sido usada com sucesso @etectar mudangcas nos
niveis de mRNA provocadas por diferentes niveiesieesse, tais como os provocados por
agentes toxicos (Rhodes & Van Beneden, 1996), pmosicdo crdonica ao manejo
estressante (Picard & Schulte, 2003), por aumerdo ddnsidade populacional em
piscicultura (Gornatet al., 2004). Também pode ser usada para detectar gaadémg sua

expressdo modificada em resposta as alteracdasivess de componentes basicos da dieta
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de peixes, assim como a presenca de agentes prajsidio metabolismo desses animais nas

racOes formuladas com alimentos alternativos.

A espécie animal e os frutos
O peixe

Colossoma macropomunftambaqui) € uma espécie que pertence a familia
Serrasalmidae, encontrada nos rios Amazonas, @riaogeus afluentes (Goulding,1980).
No meio natural pode alcancar de 90 a 100 cm depdoranto e peso maximo de
aproximadamente 30 Kg (Araujo-Lima & Goulding, 198 em condi¢cdes adequadas de
cultivo em climas quentes, podem atingir até 1,4Kgum ano (IBAMA, 1989).

E uma espécie rustica e tolera baixos teores dgémii dissolvido na agua,
apresentando adaptacdes morfo-anatdmicas destinackgsturar o oxigénio disponivel na
camada d’agua superficial (Val & Almeida-Val, 199pprém sua maior limitacdo consiste
na baixa tolerancia ao frio e a mudancas bruscésndgeratura; com a temperatura da agua
abaixo de 20°C seu crescimento € irrisorio, ocalvemortalidade aos 15°C (IBAMA,
1989).

Silva (1996) descreve o tambaqu@. (macropomupncomo tipicamente onivoro,
aproveitando-se de nutrientes dos alimentos deemrigegetal e animal. A alimentacéao
bésica da espécie sofre varia¢cdes sazonais: peodidotones no periodo de inundacdo da
floresta, principalmente frutos e sementes e poxdde origem autéctone, no periodo da
seca. O padrdo de consumo dos frutos e sementedapabaqui € muito variavel, sendo
encontrado no trato digestivo de um mesmo espétutas inteiros e/ou triturados, pedacos
de mesocarpo e sementes inteiras e/ou trituradas.

Essa espécie é considerada dispersora de var&saspegetais tais como os frutos

de embaubaQecropia latilobg e cachingubaHicus sp.) que passam intactos pelo trato
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gastrointestinal sem, apresentar indicios de afteswento dos nutrientes neles contidos
(Silva, 1996).

Embora se alimente de vérias espécies de frutinbaqui apresenta caracteristica
oportunista. Silva (1996) demonstrou a ocorrénegagthndes quantidades de apenas um
fruto ou semente, principalmente o jau&stfocarium jauari)e a seringa-barrigud&lévea
spruceanano contetdo estomacal dos peixes que analisougMasSaad (2001) analisou
o conteudo de vitamina C no musculo de tambaglétantos em diferentes periodos do ano
e descreveu um aumento de vitamina C em animais caopteldo estomacal era
predominantemente composto por frutos.

E uma espécie com excelente potencial para culjivajue apresenta um bom
crescimento, habito gregario, resisténcia a bamtesis de oxigénio dissolvido e excelente
capacidade de aproveitamento de varios tipos deeatbs disponiveis nos viveiros (Saint
Paul, 1986). Tem alto valor comercial e € muitoeajada pelo consumidor da regidao
amazonica.

A sobre-exploracdo dos estoques na Amazénia Cdetall o IBAMA a colocar o

tambaqui na lista de espécies protegidas duraperiodo de defeso (periodo de piracema

ou reproducao natural) para ajudar na recuperag@stdque (Graef, 1995).
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Os frutos

Os frutos e as sementes utilizados neste traballhos mesmos definidos no projeto
“Frutos da Amazobnia na Alimentacdo de Peixes”, &dMCT/CNPg/SEAP-PR/CT-
Agronegécio 02/2003, coordenado pelo Dr. Adalbktis Val, os quais foram selecionados
com base na preferéncia alimentar e teor de vi@@inantioxidante importante na protecéo
de animais sob estresse, o que ja vem sendo coatfr@or diversos estudos realizados
pelo grupo (Chagas, 2001; Mesquita-Saad, 2001).

Séo eles: camu-camWyrciaria dubia- Myrtaceae), catoréCfataeva benthami
Capparidaceae), embaul@etropia latiloba— Cecropiaceae), jauarhgtrocarium jauari-
Arecaceae) e mungubBgeudobombax mungub@ombacacae).

« Camu-camuNlyrciaria dubia- Myrtaceae)

O camu-camu é uma espécie de porte arbustivo, qde per encontrada nas
margens dos rios e lagos da bacia amazoénica (Kidac1996). A frutificacdo tem maior
intensidade nos meses de maio a julho (Maués & UTieut 2002). O fruto é formado por
uma baga esférica, lisa e brilhante, de coloragéimelho-arroxeada, com alto teor de acido
ascorbico (Villachica, 1996). A dispersdao das sdesené endozoocoérica, feita
principalmente por peixes como o tambaqui e pefgra correnteza dos cursos dos rios
(Maués & Couturier, 2002).

E uma arvore com grande produtividadédyrciaria dubia com stand de 8.714
arvores/ha produz entre 9.500 e 12.600 Kg de frptosha/ano (Waldhoff & Maia, 2000).
Os frutos apresentam alto teor de Acido ascorba&ea de 2.800 mg. 106go que faz com
gue haja um mercado promissor para 0 camu-camuai® e no exterior (Maués &

Couturier, 2002).
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- Catoré Crataeva benthamii Capparidaceae)

O fruto, também apreciado pelos tambaquis (Sil8&,7), € uma baga globosa com
semente dura e lenhosa, que contém 12,9% de &eosa e amarelo de aroma fortemente
desagradavel (Correa, 1984). E encontrada nasasadeeregido amazonica (Correa, 1984).

O periodo de frutificag&o inicia-se em outubrcsdratos amadurecem nos meses de
abril a junho. E uma arvore com alta produtividatdefrutos em éareas de varzea, com
produc@o média de 2.362 Kg/ha (Waldhoff & Maia, @00

Seus frutos sdo consumidos por peixes como o fdthodoras sp.), matrinxa
(Brycon cepahluys pacu Metynnis sp., Mylesinus sp., Myleus sp., Mylossomasp.),
pirapitinga Piaractus brachypomys sardinha Triportheus elongotus, Triportheusp.) e

tambaqui Colossoma macropomyroMaia, 2001).

+ EmbaubaCecropiasp — Cecropiaceae)

A embauba tem distribuicdo geogréfica ao longofltmestas inundaveis pelos rios
de agua-branca na Amazobnia brasileira, Peru, Co#)nvenezuela e Guianas (Parolim,
2002). Floresce no inicio do periodo de cheiagederkiro a abril. Os frutos estdo presentes
de marco a julho, porém a maturacdo ocorre no fieaperiodo das aguas, em julho e
agosto (Parolim, 2002). Quando maduros, frutosrodeou partes de frutos com sementes
que caem nos rios séo dispersos pela dgua e pabas pparticularmente pd@rycon sp.
(matrinchd), Cichlasoma sp.(card), Colossoma macropomuntambadqui), Lithodoras
dorsalis (bacu-pedrg)Mylossomasp (pacu), €riportheussp. (sardinha) (Goulding, 1980;

Roubach, 1991).
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« Jauari Astrocarium jauari- Arecaceae)

O jauari € uma palmeira nativa da margem dos geands da Amazénia Ocidental
brasileira (Lorenzi & Mello Filho, 2001). Floresae julho a dezembro e frutifica de
setembro a julho, sendo o pico de frutificacdoesabril e junho (Maia, 2001).

Os frutos sdo globosos, lisos, de 2,5-3,5 cm deneli®d, de cor amarela ou
alaranjada quando maduros (Lorenzi, 1996; Loréaailello Filho, 2001) e servem de isca
para pescaria, mas ndo sao comestiveis pelo hoGemeé, 1984).

A produgéo anual de frutos chega a 1,7 toneladla$ha nas florestas inundadas da
Amazénia (Waldhoffet al, 1996) e sdo muito consumidos por tambaquis (Araiifa &

Goulding, 1998; Silva et al, 2000; Waldhoff & Mai)00).

+ Munguba Pseudobombax mungub&ombacacae)

O fruto conhecido como munguba é formado por umpswa de 13cm de
comprimento por 6-8 cm de diametro, de formatatiebp apresentando sementes globosas,
envolvidas por uma paina amarelo-escura. E enamtraos terrenos argilosos,
periodicamente inundaveis, no estado do Amazoneltewido na regido do Baixo
Amazonas, e no Pard (Loureiro & Silva, 1968). FHoeede abril a junho e frutifica entre

maio e agosto (Maia, 2001).

OBJETIVO

Embora estudos realizados nas Ultimas décadasdeossi o potencial de uso dos
frutos e sementes como fonte de alimento na pisereuintensiva na Amazonia de peixes
como o tambaqui (Pereira-Filho, 1995; Silva, 1986aujo-Lima & Goulding, 1998) é
preciso considerar que a presenca de fatores ainitionais pode limitar a inclusdo de

alguns produtos de origem vegetal em sua dietas¢iset al.,2001).
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Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar hével fisiolégico e molecular, os
efeitos da incorporacéo de cinco frutos e semesrtesntrados em florestas inundadas da

Amazonia, na alimentacao do tambadlolpssoma macropomym

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Averiguar as possiveis mudancas fisiolégicas e uiinigas de tambaquis
(Colossoma macropomynalimentados com racdo suplementadas com os cinco
frutos e sementes de florestas inundadas da Aneazoni

v" Verificar a ocorréncia de quebras do material geogiresente no nicleo das células
sanguineas de tambaquis alimentados com as ragilesnantadas com os frutos e
sementes de florestas inundadas da Amazonia.

v Verificar as possiveis mudancas na expresséo géaicsadas pela incorporagdo dos
frutos e sementes na alimentacao do tamb&ploésoma macropomym

v' Sequenciar e identificar os genes de tamba@ulossoma macropomungue
tiveram a expressdo modificada pela incorporacd fddos e sementes em sua

alimentacéo.
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HIPOTESE

Este trabalho tem as seguintes hipoteses:
HO — As mudancas na expressao génica em peixesradidos com ragdes suplementadas
com os frutos e sementes descritos neste trababoestdo relacionadas a genes de

desintoxicagéo ou antioxidantes.

H1 - As mudangas na expressao génica em peixesrddns com ragdes suplementadas

com os frutos e sementes descritos neste trabadit@o erelacionadas a genes de

desintoxicagéo ou antioxidantes.
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CAPITULO |

PERFIL HEMATOLOGICO, BIOQUIMICO E CITOGENOTOXICO DE
TAMBAQUIS (Colossoma macropomur@uvier, 1818) ALIMENTADOS

COM RACAO SUPLEMENTADAS COM FRUTOS E SEMENTES DA
AMAZONIA.

RESUMO

A introducédo de frutos e sementes regionais nadlatdo de racdes para peixes é
uma alternativa viadvel para baratear custos daugém proporcionando um crescimento
satisfatorio dos animais. Porém, a presenca deefatantinutricionais pode limitar a
inclusd@o de certos produtos vegetais na dieta slgeiees. Este trabalho teve como objetivo
analisar o perfil hematoldgico, enzimatico e citogiéxico de tambaquisCplossoma
macropomum alimentados com ragfes suplementadas com cinfvedies frutos e
sementes da floresta Amazonica, submetidos a uiadeeposterior de privagcédo alimentar.
Os resultados demonstraram que os frutos camu-¢siyneiaria dubig), catoré Crataeva
benthamij, embalba Gecropia latilobg, munguba Pseudobombax mungub@ jauari
(Astrocarium jauarj ndo provocaram alteracdes metabolicas, enzins&ticatogenotoxicas
nos peixes, durante os periodos de alimentacdadtest Entretanto, foi possivel verificar
diferencas significativas sobre esses parametroiiegdo do periodo de alimentagdo e da

privacéo alimentar a qual os peixes foram submetido
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HEMATOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND CYTOGENOTOXIC PROFIIE
OF TAMBAQUI (Colossoma macropomunCuvier, 1818) FED WITH

SUPLEMENTED RATIONS OF AMAZONIAN FRUITS AND SEED.

ABSTRACT

The introduction of regional fruits and seeds ia thrmulation of rations for fish is a viable
alternative to reduce costs of production providisatisfactory animal growth rate.
However, the presence of non nutritional factons loait the inclusion of some vegetable
products in fish diets. This work analyzed the hihagical, enzymatic and cytogenotoxic
profile of tambaquis Golossoma macropomynfied with supplemented rations with five
different Amazonian fruits and seeds, submitted foosterior periods of food deprivation.
At the end of the experiments we could observe ¢hatu-camuNlyrciaria dubia), catoré
(Crataeva benthanjii embauba Gecropia latilobd, munguba Pseudobombax munguba
and jauari Astrocarium jauar) fruits did not affect metabolic, enzymatic andogenotoxic
alterations in the fishes, during the tested fegdoeriods. However, we could detect
significant differences on these parameters inifeederiod and food deprivation to which

fishes were submitted.
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INTRODUCAO

O tambaqui Colossoma macropomyne o maior peixe characiforme da Bacia
Amazonica, alcancando porte maximo de 100 cm e38t&Kg de peso, com ampla
distribuicdo na América do Sul (Araujo-Lima & Goind, 1998). Na natureza, tem hébito
alimentar onivoro, porém sua alimentacdo sofreagéds sazonais e no periodo da cheia
passa a se alimentar exclusivamente de frutos ergem (Silva, 1996). Mais de 100
espécies de éarvores produzem frutos e sementesingimts pelo tambaqui durante a
enchente dos rios (Silet al, 2003).

E uma das espécies que possui alto valor comergjednde importancia econémica
e social na Amazonia, destacando-se por ser une agiropriado para aquicultura, pois se
adapta ao confinamento e arragoamento. Entretansoatuais modelos de cultivo adotados,
0s custos com alimentacdo séo relativamente akpsesentando o maior percentual dos
custos operacionais (Siled. al,2007) e o maior obstaculo para sua criagao.

Uma das alternativas para baratear custos dedoridg tambaqui seria 0 uso de
ingredientes regionais introduzidos nas formulagizesracdes (Pereira-Filho, 1995) e para
isso, as dietas artificiais devem ser formuladas base em estudos sobre a alimentacao
natural da espécie, jA que estes revelam as eldgénatricionais no ambiente natural,
sugerindo assim quais nutrientes devem ser incadpsr em sua dieta na piscicultura
(Goulding, 1993; Pereira-Filho, 1995).

A adicdo de produtos de origem vegetal em sulitua ingredientes da ragéo ja é
uma pratica que vem sendo estudada (Silva, 1996i-Rimedo, 1999), indicando que a
suplementacgéo de frutos regionais na racao degpode apresentar resultados satisfatérios
de crescimento (Roubach, 1991; Mori-Pinedo, 199&e@a, 2005). Porém, a presenca de

fatores anti-nutricionais pode limitar a inclus@alguns produtos vegetais em dietas, além
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das proteinas de origem vegetal serem geralmefitdéedées em determinados aminoécidos
essenciais (Francet al, 2001).

Em estudo de nutricdo ndo basta apenas o conhdoirdes itens que o animal
consome, nem dos teores de nutrientes e energiaé macessario que se tenha a idéia dos
niveis de aproveitamento pela espécie (Sdval, 2003) e seus efeitos metabdlicos, para
que se possa subsidiar com informacdes mais pse@s&laboracdo de dietas que
efetivamente proporcionem o maximo aproveitamentdaional.

O estado nutricional dos peixes é o que detersgoacrescimento e sua resposta a
diferentes modificagbes ambientais (Baldisserdd®42 e o estresse € o principal indicador
para se avaliar o bem estar animal (Moberg, 208@ue demonstra os ajustes fisiol6gicos
desenvolvido pelos animais quando sua homeostésameacada em funcdo dos aspectos
adversos de manejo, alimentagdo ou mudancas amuBidantre os fatores estressantes mais
estudados para peixes estdo a hipdxia, a temperatuvelocidade critica de natacdo e
também a privacdo alimentar (Carvalho, 1998; Ad#taad, 2000; Chagas, 2001; Oliveiea
al., 2001; Ogatat al, 2002; MacFarlanet al, 2004).

Neste sentido, o presente trabalho teve como wbjetialisar o perfil hematoldgico,
enzimatico e citogenotéxico do tambaqui alimentedim racdes suplementadas com cinco
diferentes frutos e sementes da floresta Amazorsabmetidos a posterior periodo de

privacéo alimentar.
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MATERIAL E METODOS
OBTENCAO E ACLIMATACAO DOS PEIXES
Alevinos de tambaqui provenientes da piscicultuea fdzenda Santo Antoénio,

localizada no municipio de Rio Preto da Eva — AMam transportados para o Laboratorio
de Ecofisiologia e Evolugdo Molecular — LEEM do tingo Nacional de Pesquisas da
Amazobnia - INPA, onde foram aclimatados em tanquas capacidade de 500 L, com
aeracao constante e renovacao de 4gua até atingitamanho médio de 10 cm . Durante
este periodo os peixes foram alimentados duas eezdi& com racdo comercial com 36%

de proteina bruta até a saciedade aparente.

COLETA E ARMAZENAMENTO DOS FRUTOS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadofruidos camu-camuMyrciaria
dubig), catoré Crataeva benthanji embalba ecropia latilobg, munguba
(Pseudobombax munguba jauari Astrocarium jauar).

Os frutos catoré, embauba e jauari foram coletatsualmente no Lago do Cataldo
— AM, situado a 3° 09' 47" S e 059° 54' 29" W, gmitsista de DTI do LEEM/INPA, MSc
Alzira M. de Oliveira, armazenados em sacos plasticos previamente idexti, mantidos
no gelo e transportados para o laboratorio. As s@aale munguba, ja processadas para a
retirada da paina, foram doadas pelo Laboratéribluteicdo de Peixes da Coordenacgéo de
Pesquisa em Aquicultura - CPAQ/INPA. Os frutos caramu foram adquiridos
comercialmente. Todos os frutos e sementes foramazanados em sacos plasticos e

mantidos em freezer -20°C até o momento da elabordgs racoes.

23



ELABORACAO DAS RACOES

Os frutos inteiros de embaulba, camu-camu, catarpatpa do jauari foram cortados
e moidos em moedor de carne elétrico. As semeptesudguba foram apenas moidas. Em
seguida, cada produto da moagem foi misturadoisha@mente com racdo comercial (36%
de proteina) previamente moida, na propor¢ao déptotuto de fruto:racdo) Cada mistura
foi repeletizada e colocada para secar em esttfaG durante 12 horas. Apds este periodo
a racdo foi armazenada em sacos plasticos, em meEgjporcdes etiquetadas e mantidas
congeladas em freezer -20°C. A composigdo centésiosafrutos e da semente é mostrada
na Tabela 1.

Para a racdo controle, a racdo comercial (36% ateipa) foi moida, repeletizada e
seca em estufa nas mesmas condi¢cdes realizadas aparacdes experimentais. A
bromatologia das ragfes experimentais e da ragéoot®é mostrada na Tabela 2.

Tabela 1. Composicéo centesimal (% da MS) e valerggtico (EB KJg MS) dos frutos e
sementes consumidos pelo tambaquirhacropomuin

Nome vulgar/Espécie Umidade PB EE EEN FB MM EB

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (kJ/g)
Camu-camuNlyrciaria dabia) 91,7 3,9 7,2 55,5 20,4 1,9 16,0
Catoré Crataeva benthamii) 63,2 8,6 6,1 45,5 31,4 53 18,3
Embatba Cecropia latloba) 75,0 10,7 10,5 39,6 28,5 4,2 20,4
Jauari Astrocarium jauarj 46,6 51 11,0 45,6 32,5 2,4 20,3
Munguba(Pseudobombax munguba) 60,0 29,9 34,7 15,8 8,6 51 23,0

MS — Materia Seca; PB — Proteina Bruta; EE — ExtE€reo; EEN — Extrativo ndo nitrogenado; FB —r&ib
Bruta; MM — Material Mineral ; EB —Energia Brutaorite: Silvaet. al(2000)
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Tabela 2. Composicao centesimal (% da MS) das sag@atrole e experimentais utilizadas
neste trabalho

Tratamento Umidade(%) PB (%) EE (%) MM (%) ENN+FB(%)
Controle 8,2 34,1 3 12 42,7
Camu-camu 5,8 36,3 5,6 9,7 42,6
Catoré 10,2 26,9 3,3 10,7 48,9
Embauba 73 27,1 3,5 11,7 50,4
Jauari 7,7 25,9 3,7 10,9 51,8
Munguba 6 29,3 8,5 11,4 44.8

MS — Materia Seca; PB — Proteina Bruta; EE — ExtEtéreo; EEN — Extrato ndo nitrogenado; FB — FBmata; MM —
Material Mineral . Analise realizada pelo Laboraidte Nutricdo de Peixes — CPAQ/INPA

DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 240 juvenis de tambaquis com pesgdio de 57,1 2,8 g e
comprimento padrdo médio de 11,9042 cm.

Os juvenis de tambaquis foram distribuidos em 244aqgs de 310 L, preenchidos
com 80 L de &gua, providos de aeracdo e renovagddgda constantes. Foi usado
delineamento experimental inteiramente casualizadoarranjo fatorial 3 x 6, constituido
por 3 periodos de alimentagéo (1, 15 e 30 diasjrat&mentos, sendo um controle e cinco
diferentes frutos da Amazoénia misturados na pr@mde 1:1 a uma racdo comercial, com
quatro repeticbes cada, totalizando 24 unidadesergmpntais, onde cada unidade
experimental foi composta por um aquéario com lefis: A fase de adaptacdo durou duas
semanas e nesse periodo os peixes foram alimergdadoa dieta controle, fornecidas duas
vezes ao diad libitum.

O experimento teve a duracado de 30 dias. Nestedueds peixes foram alimentados
com as ragfes experimentais (grupo tratamentosjreacracdo controle (grupo controle),

duas vezes ao dad libitum Durante o periodo experimental foi retirado unx@ele cada
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aquario apés o 1° dia, 15° dia e 30° dia de aliagiud. Esses animais foram anestesiados,
medidos e pesados e levados para a coleta de satggido.

A retirada de peixes durante todos os periodosriexeetais foram aleatérias. Os
peixes capturados ndo foram escolhidos e eramadesr ao acaso, independente do
tamanho, peso ou velocidade de natacéo

Apdés a realizacdo do experimento, 0s peixes quengreceram nas unidades
experimentais, foram submetidos a um periodo dedias de privagdo alimentar. Em
seguida, um peixe de cada unidade experimentalnestesiado, medido e pesado, e levado
para a coleta de sangue e tecido.

De cada animal utilizado nesse experimento, faiagd sangue, por pungéo da veia
caudal com seringas heparinizadas e o figado, @juecdndicionado em tub@ppendo®
estéreis, colocado em nitrogénio liquido e armademm freezer -80°C até o momento das
analises.

VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS DA AGUA

Os parametros de qualidade de agua como temperatdra oxigénio dissolvido
foram monitorados diariamente. Os valores de teatper e oxigénio dissolvido foram
obtidos com o termo-oximetro YSI modelo 55/12 FTo @H através de um pHmetro
Micronal B374.

ANALISE DE CRESCIMENTO

As medidas de peso e comprimento padrao foranzeekls em todos os exemplares
de tambaqui@. macropomuinno inicio do experimento, em balanca semi-agalitiom
precisdo de 0,01g e ictibmetro com precisao de 1. mfinal do periodo experimental os
peixes retirados das unidades experimentais fonarhém pesados e medidos.

Com os dados de peso inicial (obtidos no inicioedperimento) e de peso final

(obtidos apés 30 dias de alimentagéo) foram calosl@s seguintes bio-indices:
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Ganho de Peso (gF (peso final — peso inicial)

Crescimento Especifice (In do peso final — In do peso inicial/tempo tiemantac&o)x100
Incremento de Peso (%) 100 x (peso final — peso inicial)/peso inicial

Eficiéncia de Crescimente (peso final — peso inicial)/peso seco do alimeatosumido
PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para as andlises hematoldgicas, os peixes forastearsos com MS 222 e as
amostras de sangue coletadas por puncdo da vedalcaom seringas previamente
heparinizadas. Para a separagéo do plasma, o sEmguansferido para tubcsppendor®,
mantidos no gelo e centrifugados a 2500 rpm pomItos.

Para evitar possiveis interferéncias da luminogidad sangue utilizado para a
confecgéo das laminas do Teste Cometa, todo o $soade coleta de sangue foi realizado
sem iluminacao direta.

1. HEMATOCRITO (Ht)

A porcentagem de células vermelhas do sangue terrdmada pela técnica de
centrifugacdo do microhematoécrito (Collier, 1944s amostras de sangue foram
transferidas de seringas heparinizadas para os tidomicrohematdécritos selados com fogo
e centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos (cem@fFANEM 211). As leituras dos
valores de hematdcrito foram realizadas em caréteitlra de hematdécrito da Sociedade
Brasileira de Analises Clinicas e os valores exagem %.

2. CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA ([HB])

A concentracdo de Hemoglobina foi determinada pefoétodo da
cianometahemoglobina (Kampen & Zijlstra, 1964) quomsiste na diluicdo de i0de
sangue em 2ml da solucdo de Drabkin (KCN 0,5g; KB2R4g; K3[Fe(CN)6] 2,0 g em
1000ml de agua destilada). ApOs a diluicdo, os duybermaneceram em repouso por 10

minutos, para a efetivacdo da hemolise.

27



A absorbancia das amostras foi determinada em @orapto de onda de 540nm, em
um espectrofotdbmetro Genesys 2 (Spectronic Instntsnic.), utilizando a solugdo de
Drabkin como “branco”. Os valores da concentragédeimoglobina, expressos em g/dL,
foram obtidos por meio da seguinte férmula:

[Hb] (g/dL) = ABS (540nm) x 0,146 x diluicdo da amostra
Onde: ABS (540nm) = valor da leitura na absorbadei&40nm

0,146 = fator de corregéao
3. CONTAGEM DE ERITROCITOS CIRCULANTES (RBC)

Para se determinar o numero de células vermellB€)(R sangue foi diluido em
solucao de formol citrato (3,8 g de citrato de sp@,0ml de formol 40% e agua destilada
g.s.p. 100ml), na propor¢cdo de 1:200 (v/v). A cgeata de eritrécitos foi realizada na
camara de Neubauer em objetiva de 40X de um migpos®ptico Motic B5 Professional.
Os resultados estéo apresentados em ndimerosrdeirs/mnd.

4. DETERMINACAO DAS CONSTANTES CORPUSCULARES

As constantes corpusculares foram calculadas dedaccom as férmulas
estabelecidas por Brow (1976), que levam em coregéde o valor do hematdcrito, a
concentracdo de hemoglobina e o nimero de erigdaitrculantes, conforme descrito
abaixo:

a) Volume corpuscular médio (VCM -pm3) =Ht x 10/RBC;
b) Hemoglobina corpuscular média (HCM -pg) = [Hb] x 10/RBC;

c¢) Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM %) = [Hb] x 100/Ht.
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5. CONCENTRACAO DE GLICOSE

A concentracdo de glicose foi determinada por nogomedidor eletrbnico de
glicose sanguinea (Accu-Chek Advantage Il). Ond@eyll de sangue foram aplicados na
fita de leitura de glicose, que foi inserida noraff®. Analise eletroquimica realizada na
amostra forneceu o valor da concentracéo da gliewsg/dL.
ANALISE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
1. PREPARACAO DOS HOMOGENADOS

Para a avaliacdo das atividades enziméticas fpapado um homogenado do figado
com tampao de homogenizacdo (TRIS 20mM, EDTA 1mmTOmM, Sacarose 0,5 M,
KCl 0,15M e PMSF 0,1mM) numa propor¢cédo de 1:4id@ctampéo), utilizando um
homogenizador Tissue Tearor (modelo 9985370). @dgeneizado foi centrifugado
durante 20 minutos a 10.000 x g em uma centrifaffagerada modelo MPW-350R (MPW
— Med. Instruments a uma temperatura de 4°C. Cegalante foi separado para a andlise

de atividade enzimética e de proteinas.

2. ATIVIDADE DA CATALASE

Para determinar atividade da catalaseull@o homogenado foi diluido em 990
de tampdo TE (TRIS HCI 1M e EDTA mM) com peroxide tidrogénio 10mM,
homogeneizado por inversdo e lido em espectofotom8pectronic Génesis 2, em
comprimento de onda de 240 nm. Como a atividadeadalase é medida por meio da
avaliacdo continua do decréscimo da concentraca@etidxido de hidrogénio, foram
realizadas leituras nos tempos 0 e 15 segundosesoikados expressos emol.min*.mg
de proteina.

Km=2,3 At = 15 segundos
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3. ATIVIDADE DA GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

A atividade da glutationa S-transferase (GST) feiedminada de acordo com o
método cinético descrito por Habig et al. (1974 qtiliza tampéao fosfato (pH 7,0), 1mM
de GST e 1mM de CDNB (1-cloro-2, 4- dinitrobenzer@yaumento linear da absorvancia a
340 nm foi monitorado e a atividade foi expressaenoles de conjugado GSH-CDNB
produzido por minuto por mg de proteinanples.miffmg de proteina’) usando-se o
coeficiente de extingdo de 9,6 mmolar/cm. As legurforam realizadas em um

espectrofotometro Spectronic Génesis 2.

4. ANALISE DAS PROTEINAS TOTAIS

A concentracdo de proteinas totais foi determingi#mndo o Kit comercial Doles.
Para isso, 2,5 mL do reagente de biureto foramunaidos a 5QL de homogenado. Para a
solucdo padréo, 2,5mL de reagente de biureto fonésturados a 50 de padrdo (Kit). As
solucdes foram homogenadas e deixadas em repous® minutos. Em seguida, foram
lidas em um espectrofotbmetro Spectronic GEénessn2comprimento de onda de 550nm e
0s resultados expressos em g/dL.

Célculo do fator = 4 .
Absorbancia do padréo

Concentragdo de proteinas totais = Absorbanciandestaa x fator

EFEITO CITOTOXICOS E GENOTOXICOS
1. CONCENTRACAO DOS NIVEIS ENDOGENOS DE PRODUTOS ICEARES
OXIDADOS (TBARS)

A concentracdo dos niveis enddgenos de produtoslaped oxidados foi

determinada através do método descrito por Ohkda@29j, onde 10d de plasma foram
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diluidos em 0,89 mL de tampéo Tris-HCI 60mM, pH; 2.4 mL de acido tricloroacético

(TCA) 30% e 1,0 mL de &cido tiobarbiturico (TBA)7G%. As amostras foram agitadas e
colocadas em banho-maria (100° C) por uma horfjadss, centrifugadas e lidas em um
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 535hntoncentracdo dos produtos

celulares foi expressa em nmoles/mL de plasma.

2. ANORMALIDADES NUCLEARES ERITROCITICAS (ANE)

Para a deteccdo das anormalidades nucleares igicasdoi feito um esfregaco com
sangue e as laminas foram deixadas para secadploords. Em seguida, as preparagdes
foram coradas com solu¢cdo May-Griinwald por doisutom e com solugdo May-Grinwald
e agua destilada na proporcao 1:1 por 10 minutp$sAesse periodo, as laminas foram
coradas com solucéo de Giemsa e agua destiladeopargéo de 1:6 durante 10 minutos,
lavadas e secas em temperatura ambiente. Forarmadesn1000 células por lamina, com
auxilio de um microscépio Optico Motic B5 Professih sendo consideradas as seguintes
lesdes nucleares: micronucelo (M), nucleo lobado rflicleo segmentado (S) e nucleo em
forma de rim (K). Os resultados para a detecc&aniodados como uma média (%) das

somas (M+L+S+K) de todas as lesdes observadas.

3. TESTE COMETA

Para a andlise do teste cometa, aproximadamentiedeOsangue foram misturados
em 94l de agarose “low melting point” (LMP). Essa mistupi colocada em lamina de
vidro com cobertura de agarose normal a 1%. Degaisolidificagdo em geladeira, as
laminas foram colocadas em tampéao de lise (2,5 RINEO0 mM EDTA e 10 mM Tris, pH
10,0-10,5, com adicdo na hora do uso de 1% denTHte- 100 e 10% de DMSO) por no

minimo 2 horas. As laminas foram entédo incubadasaempéo alcalino (300 mM NaOH e 1
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mM EDTA, pH >13) por 20 minutos. A corrida eletrodtica foi realizada por mais 15
minutos a 25 volts e 300 mA e a alcalinidade faitraizada com 0,4 M Tris (pH 7,5). As
laminas foram coradas com solucdo de nitrato de&aPraoram analisadas 100 células por
lamina, onde as células foram classificadas viselatenem cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda: sem danos — classe 0; até dd@xaaes — classe 4. Assim, o indice de
Danos de cada grupo estudado variou de zero (10@QW, células observadas

completamente sem danos) a 400 (100X4; 100 cé&bisesrvadas com dano méximo).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos em médare padrdo. Os resultados foram
analisados estatisticamente por Anlise de Va®danci

As médias de cada tratamento foram comparadasoccomtrole em cada periodo
de alimentacdo testado e na privacdo alimentar,Apdlise de Variancia one-way. As
médias entre os trés periodos de alimentagdo foramparadas por Analise de Variancia
two-way, assim como as médias do periodo de 30 dkaslimentacdo e da privacao
alimentar. Quando ocorreu diferenca significatiédo) entre os tratamentos e o grupo
controle, foi aplicado o teste de Tukey.

A média de cada tratamento do periodo de 30 diaalichentacdo foi comparada

com a média do mesmo tratamento no periodo degdivalimentar através do Teste T.

RESULTADOS

VARIAVEIS FiSICO-QUIMICAS DA AGUA
Na Tabela 3 estdo descritos os valores médiosat#s/eis fisico-quimicas da agua
nas unidades experimentais. A temperatura mantewens 27,44 +0,05°C, o oxigénio

dissolvido em 6,11 6,06 mg/L e o pH em 5,796;02.
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Tabela 3. Valores de temperatura, oxigénio disdoheé pH medidos durante o periodo
experimental.

Variaveis  Controle  Camu- Catoré Embauba Jauari Munguba

Camu

Temperatura 27,484,12 27,4240,14 27,41460,12 27,444%,14 27,5040,13 27,404,13
(0

Oxigénio

Di(SSOJVi)dO 6,10 +0,14 6,1140,2 6,2840,10 5,9040,17 6,300,152 5,99+0,14
mg/L

Ph 5,694,02 5,874,008 5,8840,06 5,744,06 5,6240,03 5,9340,08

Os valores estdo expressos como méslizivt

ANALISE DE CRESCIMENTO

A inclusdo de frutos em substituicdo a 50% da rag@wmercial na dieta dos
tambaquis ndo promoveu alteragfes significatives indices de desempenho zootécnico
referidos como ganho de peso, taxa de crescimesgecdico, incremento de peso e
eficiéncia de crescimento, conforme demonstradbateela 4.

Numericamente, os melhores indices zootécnicosmfoodtidos com a racao
comercial, seguido das ra¢des suplementadas comibamle mungub®s altos valores de
erro padrao na ragao controle e no tratamento egéorsuplementada com jauari mostram

diferencas de ganho de peso e de incremento denpsgéplicas destes tratamentos.
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Tabela 4. Dados dos indices de desempenho de taimb@plossoma macropomym
alimentados com ragdo suplementada com frutos ergesxda Amazonia.

indices Controle  Camu- Catoré Embauba Jauari Munguba

Camu

Comprimento 11,4+0,2 12,2+0,1 11,740,3 11,8+0,2 12,2 6,2 12,4 40,2
Inicial (cm)

Comprimento 13,3 +0,3 13,0+0,1 13,1+,4 13,4+04 13,06,2 13,0 40,7
final (cm)

Peso Inicial 50,6 5,51 60,9 1,8 53,6 2,0 55,7 8,7 60,1 6,0 60,9 4,8

(9)

Peso Final 72,2 13,9 72,1 4,2 62,6 2,7 69,6 2,9 70,3 8,7 71,6 4,3

(9)

Ganho de 21,645,0 8,1+3,2 9,7+3,0 195+,1 10,9 6,6 15,3 2,1

Peso (g)

Taxa de 1,3+0,3 0,6 40,1 0,6 40,2 1,1+0,1 0,6.40,3 0,8 40,1

Crescimento

Especifico

Incremento de 46,69¥14,5 18,412,12 18,746,50 37,354,00 21,23425 24,804,10
Peso (%)

Eficiéncia de 0,1340,03 0,076,01 0,076,02 0,136,02 0,116,06 0,096,01
crescimento

Os valores est@o expressos como méslizivt

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os juvenis de tambaquis alimentados com racacesigritada com camu-camu,
catoré, embauba, jauari e munguba, ndo apresengdieracoes nos parametros sanguineos
hematdcrito, hemoglobina e RBC quando comparados @® peixes alimentados com a
racdo controle. Entretanto, os niveis de hemogtobiredidos apos o primeiro dia de
alimentacdo foram significativamente_(F85) menores que as médias encontradas nos
periodos de 15 dias e 30 dias de alimentacéotpdoa os tratamentos (Figura 2A).

Para o periodo de privacao alimentar ocorreu gsigpéficativa (P€9,05) nos niveis
de hematdcrito, hemoglobina e RBC dos tambaquiandm comparados aos animais
alimentados pelo periodo de 30 dias para todaetsdestadas (Figuras 1B, 2B e 3B).

Os indices hematimétricos volume corpuscular mé@i€M), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemaggoleorpuscular média (CHCM),

calculados a partir dos indices hematoldgicos, ag@resentados nas Tabelas 5 e 6. Os
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valores médios de HCM e CHCM apo6s o primeiro dia aenentacdo diferiram
significativamente (P&05) das médias apresentadas pelos animais adidenpor 15 dias

e 30 dias em todos os tratamentos (Tabela 5).
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Figura 1. Valores de hematécrito @elossoma macropomurA. Comparacao entre
as médias de hematdcrito em funcao dos dias deeratiagdo. B. Comparagdo entre as

médias do periodo de 30 dias de alimentacéo egaiavalimentarMédias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukeyq@s).

Os animais que receberam racdo suplementada camné cppr 30 dias e o0s
submetidos a posterior privagdo alimentar apresEmtaindices médios de VCM
significativamente (P&05) maiores que os animais que receberam ragéols (Tabela
6). Os niveis de VCM, HCM e CHCM nédo diferiram d¢stecamente nos animais

alimentados por 30 dias e submetidos a privacéwealar.
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Figura 2. Valores de hemoglobida Colossoma macropomurA. Comparacao entre
as médias em funcao dos dias de alimentacdo. Bp&agao entre as médias do periodo de 30

dias de alimentacéo e privacé@o de alimemadias seguidas pela mesma letra ndo diferem sinpeso
Teste de Tukey (P8,05).
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Figura 3. Numero de eritrécitos circulantes (RBI&) Colossoma macropomuna.
Comparacao entre as médias em funcdo dos diasidentd¢cdo. B. Comparacao entre as

médias do periodo de 30 dias de alimentacéo egaiivde alimentamédias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukeyq@s).
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Para todos os parametros hematologicos testados$préin encontradas diferencgas
estatisticas entre os tratamentos e o grupo centleritro de cada periodo de alimentacao,
com excecgdo do indice VCM, onde o grupo tratado cagdo suplementada com catoré
apresentou meédia significativamente maior que a®as que receberam a racao controle
durante 30 dias de alimentacao.

Também né&o foram observadas diferencas signifisate 0s animais alimentados
com a ragao suplementada com os mesmos frutostdB@rdias, quando comparados com
aqueles submetidos a privagdo alimentar.

Nao foi detectada diferenca entre as médias deeotnacdo de glicose sanguinea
nos juvenis de tambaqui alimentados pelo periodd dm, 15 dias e 30 dias, assim como
agueles submetidos a privacdo alimentar, em toddsatamentos testados (Figuras 4 A e
B). A concentragdo de glicose ndo apresentou difaeestatisticas entre os tratamentos e o
grupo controle dentro de cada periodo de alimeattgsiado, assim como entre 0s animais
alimentados com os mesmos frutos no periodo dei&® eim comparacdo aqueles que

passaram por privagao alimentar.
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Tabela 5. Valores de Volume corpuscular médio (V@M®), Hemoglobina corpuscular
média (HCM pg) e Concentragdo de hemoglobina corpas média (CHCM %) de
tambaquis Colossoma macropomynalimentados com ragdo suplementada com frutos e
sementes da Amazonia nos periodos de 1 dia, 1% dasdias. Os valores estdo expressos
como médiaSEM.

Parametros Controle ~ Camu- Catoré Embadba Jauari Munguba
Camu
1 dia 156,88 + 152,33+ 168,70+ 121,18+ 125,77+ 138,43+
16,82 8,37 18,41 9,18 13,83 14,89
VCM
() 15dias 134,80+ 142,90+ 145,10+ 136,18+ 149,80+ 149,88+
K 4,88 6,73 3,82 3,49 8,67 9,73
30dias 133,88+ 146,80+ 172,25+ 144,38+ 130,35_+ 127,00+
4,52 4,94 11,29 7,87 6,71 8,35
1 dia 7,10 + 9,53 + 5,40 + 8,23 + 10,37 + 10,45 +
2,212 1,60 a 1,78 a 181a 1,43 a 145a
HCM (pg)
15dias 36,94+ 36,21 + 36,74 + 36,51 + 38,11 + 39,59 +
0,96 b 1,26 b 2,69b 252b 252b 1,71b
30dias 37,18+ 37,52+ 88,86 _+ 37,43+ 37,37 + 36,70 +
231b 1,60 b 1,84b 0,82b 2,10 b 2,60 b
1 dia 4,67 + 6,33+ 3,40 + 7,22+ 8,02 + 8,03 +
CHCM 1,35a 1,77 a 131a 212a 0,62 a 158a
(%) 15dias 27,44+ 25,41+ 25,26 + 26,76 + 25,44 + 26,58 +
0,54 b 0,68Db 1,40 b 1,30b 0,80 b 1,21b
30dias 28,02+ 25,73 + 22,66 _+ 26,13 + 28,67 + 29,29 +
259b 1,85b 0,64 b 1,34b 0,69 b 2,69b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem sinpedo Teste de Tukey (R3;05).
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Tabela 6. Valores de Volume corpuscular médio (V@®), Hemoglobina corpuscular média
(HCM pg) e Concentragdo de hemoglobina corpusenéatia (CHCM %) de tambaqui€dlossoma
macropomum alimentados com ragdo suplementada com frutearerstes da Amazdnia por um
periodo de 30 dias e submetidos a posterior privafifnentar (P.A.). Os valores estdo expressos
como médiaSEM.

Parametros Controle Camu- Catoré Embalba  Jauari Munguba
Camu
VCM 30dias 133,88+ 146,80+ 172,25+ 144,38+ 130,35 + 127,00+
(um’) 452 a 494 a 11,29 b 7,87 a 6,71 a 8,35a

P.A. 135,35+ 131,80+ 152,63+ 141,35+ 138,03 + 129,98 +
10,31 a 7,59 a 18,31 b 10,31 a 597 a 298 a

HCM (pg) 30dias 37,18+ 37,52+ 88,86 + 37,43 + 37,37 + 36,70+

2,31 1,60 1,84 0,82 2,10 2,60
P.A. 3515+ 3503+ 4059+ 3861+ 3666+ 3504+

3,08 3,58 5,09 3,05 1,10 1,12
CHCM  30dias 28,02+ 2573+ 2266+ 26,13+ 2867+ 29,29+

. 2,59 1,85 0,64 1,34 0,69 2,69

(%)

P.A. 25090+ 26,57+ 2659+ 27,30+ 2661+ 27,01+

0,41 2,10 1,07 0,62 0,48 1,14

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem sinpedo Teste de Tukey (R305).
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Figura 4. Concentracéo de glicaaa Colossoma macropomurm. Comparagdo entre as

médias em funcéo dos dias de alimentagdo. B. Cap@arntre as médias do periodo de 30 dias de
alimentacéo e privacéo de alimentar.
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ANALISE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A atividade enziméatica da Glutationa-S-Transfera@&ST) nos tambaquis
alimentados com munguba foi significativamente meqnee aqueles que receberam ragao
controle durante o periodo de 30 dias. Nos peridddse 15 dias de alimentacdo ndo foram
detectadas diferencas entre as médias da GST rnowmisnalimentados com racao
suplementada com frutos e os animais que receb@ign controle.

Entretanto, os valores médios da GST nos perioglds @5 e 30 dias de alimentagéo
foram significativamente (Bx05) diferentes, para todas as rag0es testadgergsi5 A).
Para o periodo de privacdo alimentar, a atividadeG&T foi menor estatisticamente
(P<0,05) que os valores médios encontrados nos pgixeseceberam alimentacdo por 30
dias, independente do tratamento (Figuras 5B).

Os animais que receberam ragéo controle por 30agh@sentaram atividade média
de GST estatisticamente maior do que aqueles qamfsubmetidos a privacao alimentar.
Para os grupos que receberam racéo suplementadasdoatos, ndo foi detectada diferenca
significativa na atividade da GST, entre o periogo30 dias de alimentagdo e privacao
alimetar, para cada um dos frutos testados.

A atividade da catalase foi menor nos peixes guelreram as ragdes experimentais
por um dia, diferindo estatisticamente (F85) daqueles que receberam as ragdes por 15 e
30 dias (Figura 6A). Durante o periodo de privagmentar, a atividade da catalase se
manteve constante e nao diferiu das médias apaslsenpelos peixes alimentados por 30

dias (Figura 6B).
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Figura 5. Valores médios da atividade da Glutati®ndransferase (GSTfol.
min™.mg de proteina) erolossoma macropomumA. Comparacdo entre as médias em
funcdo dos dias de alimentacdo. B. Comparacdo estreédias do periodo de 30 dias de

alimentacéo e privacdo de alimentagdias seguidas pela mesma letra ndo diferem snprelo Teste
de Tukey (P<0,05).
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Figura 6. Valores médios da atividade da Catalas®l min*.mg de proteina) em
Colossoma macropomumA. Comparacdo entre as médias em funcdo dos dkas
alimentacdo. B. Comparagcdo entre as médias dodoede 30 dias de alimentagéo e
privacdo de alimentamMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem enfelo Teste de Tukey (P<
0,05).

Os animais que receberam ragcbes suplementadas aom-camu e munguba
apresentaram menor atividade da GST ap6s 30 diadirdentacdo e privacdo alimentar.
Porém estes animais apresentaram maior atividadendiana catalase apos 30 dias de
alimentacéo, apesar destas diferencas nao sersificsiivas.

Os peixes que foram alimentados com racfes suptades com catoré, embauba e
jauari, e submetidos a posterior privacdo alimera@resentaram atividade da catalase

guantitativamente maior que 0s animais alimentanws as racdes suplementadas pelos

mesmos frutos por 30 dias.
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EFEITOS CITOTOXICO E GENOTOXICO

Neste experimento, as ragfes suplementadas comosfra sementes néo
influenciaram a concentracdo de produtos celulasedados no plasma sanguineos dos
peixes (Figuras 7 A e B). Nao foram observadagdiigas significativas entre o controle e
os tratamentos em todos os periodos de alimentagéamlos. Porém, foi possivel observar
diferencas estatisticas_(®85) entre os periodos de alimentacao de 1, 16 did®, para

todos os tratamentos (Figuras 7A).

200,0
180,0 1 b b A
16001 b b

b b b b
b b b
140,0 - a b
a

120,0 - o1 dia
100,0 - a m 15 dias

80,0 - m 30 dias

a a

60,0 - a

40,0 4

20,0 -

0,0 ‘ ‘ ‘

TBARS (nmoles/ml de plasma)

Controle Camu-camu  Catoré Embaiba Jauari Munguba
200,0 B
= 180,0 + b b b a b
£ 160,0 a a b b
© a a
o 140,0 a
(5}
© 120,0 -
S 0 30 dias
~. 100,0 - T
a m Privagéo Alimentar
S 80,0 A
€
£ 60,0 A
£ 40,0
&
2 20,04
0,0 T T T T
Controle ~ Camu- Catoré Embalba Jauari  Munguba

camu

Figura 7. Concentracdo enddgena de produtos ocetulexidados (TBARS) em
Colossoma macropomumA. Comparacdo entre as médias em funcdo dos dkas
alimentacdo. B. Comparacdo entre as medias dodoede 30 dias de alimentagédo e

privacdo de alimentamMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem shipelo Teste de Tukey (P<
0,05).
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Nos peixes submetidos a privagdo alimentar, a cdrasgiio de produtos celulares
oxidados foi significativamente (Ps05) maior que nos peixes alimentados por 30whas
todas as racdes experimentais (Figuras7B). Poram, gada uma das ragfes testadas nao
houve diferenca estatistica significativa entre raédias, quando comparadas por

tratamentos, entre os periodos de 30 dias e powagéentar.
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Figura 8. Anormalidades nucleares eritrociticas EAMe Colossoma macropomum
A. Comparacao entre as médias em funcao dos diangentacao. B. Comparacédo entre as
médias do periodo de 30 dias de alimentag&o egaiavde alimentar.

Os resultados das analises de anormalidades nesleadirociticas (ANE) podem ser
observados nas Figuras 8A e B. As porcentagensNie & mantiveram homogéneas em

todos os tratamentos e também entre os periodagimentacdo testados. Nao foram

observadas diferencas estatisticas entre os trataspesntre os periodos de alimentacado e
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também na comparacao entre os peixes alimentado8Q0pdias e aqueles submetidos a

privacao alimentar.
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Figura 9. Teste cometa em preparacOes celularéSotisssoma macropomuna.
Comparacao entre as médias do Indice de Danos epadudos dias de alimentacao. B.
Comparacao entre as médias da Frequéncia de Danfomedo dos dias de alimentacéo.

A variacdo do indice de danos em funcdo das raefpsrimentais e tempo de
alimentacéo (1, 15 e 30 dias) é apresentada naaFegu N&o foram encontradas diferencas
estatisticas entre indices de danos dos grupogimgrgais quando comparados com o0
controle. A diferenca estatistica foi notada enggeriodos de alimentacdo, onde os peixes

alimentados durante um dia apresentaram resultsigogficativamente menores (B95)

do que aqueles que receberam a alimentacédo poB@8lias, para todos os tratamentos.
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O mesmo comportamento foi observado para as mégiagequéncia de danos
celular identificadas pelo Teste Cometa (Figua @Bye ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, havendo, pdréluéncia do periodo de alimentacéo.
Os resultados quantitativamente menores foram wédes no primeiro dia de alimentacao
guando comparados com 15 e 30 dias. Esses dadesesuglue se ocorreram danos
nucleares, estes resultaram da permanéncia dogspei aquario e da alimentacao
oferecida, independente do fruto utilizado.

As preparacdes contendo material dos animais sidweef privacao alimentar
tiveram problemas na migracdo dos fragmentos de DdkAnte a eletroforese, em funcéo
de erros metodologicos. Nenhum nucleo formou cand#odas as laminas confeccionadas,
e desta forma néo foi possivel avaliar os danosathns pelos tratamentos durante essa fase

do experimento.

DISCUSSAO
VARIAVEIS FiSICO-QUIMICAS DA AGUA

O monitoramento destes parametros teve por objgarantir que as condicdes
ambientais dos tanques se mantivessem adequadbsnacestar dos peixes durante o
experimento, sem variagbes inesperadas que viegss@movocar estresse nos animais
(Pereira-Filheet al, 2008).

O oxigénio € essencial para o processamento adeqleadlimento ingerido pelas
vias metabdlicas durante o processo de assimildgmutrientes (Castagnolli, 2000). Para
cultivos comerciais, a concentracdo de oxigénie@der mantida acima de 4mg/L (Kubtiza,
1998). O tambaqui tolera niveis mais baixos de &y dissolvido, chegando até a 0,5
mg/L (Saint-Paul, 1986), porém niveis muito baigesoxigénio dissolvido na agua podem

causar estresse no animal e também provocar a panrteipoxia. A temperatura e pH séo
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também considerados fatores limitantes para muyitosessos bioldgicos. A temperatura
apresenta efeito sobre o crescimento, consumog@e e metabolismo dos peixes (Cuenco
et al, 1999). Para o tambaqui a temperatura média dertoresta entre 25 e 32°C (Cyrino
& Kubitza, 1998). Por ser uma espécie que habitaralnente rios com pH &cido, o
tambaqui é tolerante a niveis baixos de pH na ég@ijo-Lima & Goulding, 1998).

Neste experimento, os parametros fisico-quimicositmm@ados ndo apresentaram
variagcdes que pudessem interferir no desempenh@eiass e estdo de acordo com 0s

valores recomendados para esta espécie (Araudjo-&ifaulding, 1998).

ANALISE DE CRESCIMENTO

O ganho de massa corporal dos peixes pode sewabseatravés das informacgdes
geradas a partir do ganho de peso desses aninesi® &kperimento, ndo foram encontradas
diferencas significantes entre os parametros aums Porém, os peixes que receberam
racdo controle e ragdo suplementada com jauarsamiaam altos valores de erro padréo,
indicando que ocorrem diferencas de ganho e inerede peso entre as réplicas desses
tratamentos.

Oishi (2007) encontrou altos valores de desvio gadio ganho de peso de peixes
alimentados com racdo suplementada com 10% e 3(idka de residuo de castanha da
Amazobnia e atribui este fato a provavel dominamgaalguns peixes maiores dentro das
unidades experimentais em rela¢cdo ao consumordergb.

O balanco entre proteina e energia € o ponto ¢grdra o crescimento de peixes
(Carteret al. 2001) e a proteina bruta € o principal nutrieptas dela sdo extraidos os
aminoacidos para a formacao das proteinas mussutsedo o ingrediente usado em maior

guantidade e de maior custo na dieta de peixedréet al., 2006)

47



A quantidade de proteina consumida pelos peixesédrda dieta afeta diretamente
seu estado metabdlico. Sendo assim, baixos nieeiprateinas na racdo ou ragcdo com
composicao inadequada em aminoacidos podem cagayao no crescimento, diminui¢cao
da eficiéncia alimentar, imunodepressdo e perdape nos peixes, em funcdo da
mobilizacdo da proteina de alguns tecidos paraenast funcdes vitais. Por outro lado, se
proteina em excesso € fornecida a esses animaeng® uma parte serd usada para a
formacdo de tecido muscular e crescimento, o restaera convertido em depdésito de
energia, em geral na forma de gordura (de La Hagu#®87; Millward, 1989; Wilson,
1989).

Saint-Paul (1986) destacou que juvenis de tambaajuigentados com niveis de
27,5% e 42,1% de proteina bruta (PB) apresentaganinogde peso de 0,85 g/dia e 1,3 g/dia
respectivamente.

Almeida (2006) encontrou diferencas significatimasganho de peso dos tambaquis
alimentados pelo periodo de 48 dias, em funcéadfdeedtes teores de lipidios e proteinas
das racdes. Os maiores aumentos de peso forameag@ss pelos animais alimentados
com racao com 35% de PB e 4% de lipidios e 30%Bde 8% de lipidios.

Roubach (1991), em experimento utilizando apenasdisementes na alimentagéo
de tambaqui observou que a sementd’seudobombax mungubgue apresentava maior
nivel protéico (21,31%) e energético (31,9%), prommou o melhor desempenho de
crescimento e ganho de peso quando comparada coemtss déHeveasp, Oriza sativae
fruto de Cecropia sp. O autor destacou entretanto que os tratamesxpsrimentais
utilizados ndo produziram um desempenho em ganipesie e crescimento equivalentes ao
tratamento controle com racdo balanceada, atribuieste resultado a um balanco de

macronutrientes inadequados as necessidades akgparna o desenvolvimento da espécie, a

48



auséncia de determinados micronutrientes essena@isnetabolismo e aos possiveis
elementos antinutricionais presentes nas sememie$ratoin natura

Neste experimento os niveis de proteina das ragiegam de 25,9% (racdo com
jauari) a 36,3% (ragcdo com camu-camu) (Tabelas?2ynelo dentro dos niveis recomendados
para a espécie, cujos valores estdo entre 17 a(Ga¥heiro, 1981; Mérola e Cantelmo,
1987; Saldafia e Lopez, 1988). Apesar de ndo ocdiferenca estatistica no desempenho
dos tambaquis alimentados com as racdes experimesna relacdo a racdo controle,
numericamente, os melhores indices zootécnicosnf@rcontrados com a racao controle,
racdo suplementada com embaulba e ragédo suplememiadmunguba, que apresentaram
niveis de 34,1%, 27,1% e 29,3% de proteina brespectivamente.

A ragéo experimental suplementada com camu-canuio (& semente) foi a que
apresentou maior nivel de proteina bruta (36,3%)ém com indices zootécnicos
numericamente menores que aquelas que receberaatlemb munguba. Esses resultados
diferem dos encontrados por Oliveira (2005) quands apenas polpa e casca de camu-
camu na proporgcdo de 1:1 com ragdo comercial, winsemelhor ganho de peso neste
tratamento quando comparado as outras ragfes egueaiis.

Silva et al(2003) observaram em estudos de conteudo estordacmbaqui a
presenca de sementes inteiras de camu-camu, iddicpure estas sementes passam intactas
pelo trato digestivo do animal. Os resultados daliaydo quimica do camu-camu sao
referentes & analise da polpa e casca (Waldhoffe&aar, 2000; Yuyamat al, 2002; Silva
et al, 2003), ndo fazendo referencia & composi¢do gaidécsuas sementes.

Os ingredientes de origem vegetal utilizados naneaitacdo dos peixes como
sementes de leguminosas, tortas de sementes gdgnokes e tubérculos, sdo limitados pela
presenca de substancias antinutricionais (Fragtcad, 2001). Deve-se considerar também

que as diferencas entre desempenho de animaisnédidos com racdes com diferentes
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quantidades de nutrientes podem ser reflexos dac@ar da digestibilidade desses nutrientes
(Hepher, 1993).

O uso das sementes de camu-camu ha racdo expealinpode justificar as
diferencas numéricas encontradas nos indices zoot&cdos peixes alimentados com esta
racdo e as demais racdes deste experimento e taaséifierencas dos mesmos indices em
comparacao ao trabalho de Oliveira (2005).

Entretanto, a auséncia de mudancas significatieasimdices de desempenho do
tambaqui indica que as ra¢gBes suplementadas conguinanembauba, jauari, catoré e
camu-camu suprem as necessidades metabdlicas d@oaisanproporcionando indices

zootécnicos semelhantes aqueles observados ens pdimentados com a ragdo comercial.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

O estudo dos parametros sanguineos em peixeskeorpara a determinacdo dos
fatores relacionados com sua capacidade fisiolo@igalls et al, 2005). Alteracdes na
concentracao de hemoglobina, RBC ou hematécritdeterminadas condi¢cdes estressantes
pode indicar a ocorréncia de hemoconcentracao owditiicdo, em funcdo de disturbios
osmorregulatérios causados pelo estresse.

A qualidade e a quantidade de alimento tém efeitgsificantes na fisiologia dos
peixes, interferindo nas variaveis hematolégicamcjpalmente nos peixes mantidos em
cativeiro (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

Lundstead (2003) observou uma constancia nos padsrematologicos de juvenis
de pintadosHseudoplasyistoma corruscaralimentados com diferentes niveis de proteina
bruta (20, 30, 40 e 50% PB) durante periodos de 2B dias. Resultados semelhantes foram
encontrados por Almeida (2006) que também ndo eérmonliferencas significativas nos

pardmetros sanguineos hematdcrito e concentracachedeoglobina em tambaquis
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alimentados com diferentes niveis de proteina igitip na racéo (35% de PB e 4% de
lipidio; 30% de PB e 8% de lipidio; 25% de PB e 1d&lipidio e 20% de PB e 14% de
lipidio). Porém, Meloet al. (2006) observaram reducdo no numero de eritrécitas,
concentracdo de hemoglobia e de hematdcritdRbamdia quelemncom o aumento dos
niveis de proteinas na dieta desses peixes. Oseauttestacam que a reducdo no
eridrograma pode ter sido causada por inibicaaitt®moiése, ja que foi observada anemia
normocitica-normocrémica nesses animais. Os autdestacam ainda que o excesso de
proteina na dieta resulta no aumento da excrecamdeia, que pode ser altamente tdxica e
causar leucopenia nos peixes.

Oliveira (2005) ndo encontrou diferencas estatistinos valores de hematdcrito,
hemoglobina e RBC e nos indices hematimétricos VEKIM e CHCM em juvenis de
tambaquis alimentados com rag¢des suplementadadratoe e sementes da Amaz6nia no
periodo de 30 dias. A autora atribuiu esses refdta boa condi¢do nutricional dos peixes
em funcao das dietas testadas.

No presente trabalho, os parametros sanguineoatdento, hemoglobina e RBC, e
os valores hematimétricos VCM e CHCM permanecerantrd dos limites indicados por
Tavares-Dias & Moraes (2004) para todos os tratémsdastados nos peixes que receberam
alimentacéo durante 15 e 30 dias e aqueles que fewametidos a privacdo alimentar. Os
autores encontraram como valores normais para tang@m cativeiros, 0s seguintes
ndmeros: nlimero de eritrécitos 1,31 - 2,83,i0 concentracéo de hemoglobina 5,6 — 11,3
g/dL; hematdcrito 22,2- 41,6%; VCM 135,5 — 292,9%fCHCM 26,2 - 37,2 g/dL.

Apo6s o primeiro dia de alimentagéo, os valoresheémoglobina, HCM e CHCM
estavam bem abaixo dos valores médios de confoaia @ tambaqui, diferindo
significativamente (P&05) dos resultados encontrados para 0os mesmasesnaos

periodos de 15 e 30 dias de alimentagédo. Esseesaacontravam-se reduzidos em todos
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os tratamentos testados no periodo, ndo havendeenifa estatistica entre 0os mesmos.
Portanto, a redugéo desses indices no periodo ddiauge alimentacdo pode estar mais
ligada a algum fator estressante relacionado aoejmamlo que ao efeito das ragles
experimentais. Mudancas na dieta pode ser uméatogssante para peixes (Barcedbsal
2004).

Em C. macropomunestresse agudo reduz os valores de hemoglobinaeroide
eritrocitos e hematdécrito, podendo aumentar o VQkléres-Diagt al, 2001). O aumento
do volume de eritrécito sugere hidratacdo da cglgleis a adrenalina, uma das
catecolaminas produzidas durante o estresse, ppreeecar a retencdo de sédio e cloreto
no meio intracelular, aumentando sua concentragdamgsequentemente provocando ganho
de 4gua e aumento no volume eritrocitario (TavBias-& Moraes 2004).

Melo et al. (2006) destacam que a deficiéncia nutricional eigagdo alimentar
podem também afetar as caracteristicas sanguiresagealxes. ltuass@t al (2006),
verificando o crescimento compensatorio de tamizagubmetidos a privagdo alimentar e
posterior re-alimentagdo, observaram que, embosa espécie apresente crescimento
compensatorio ap0s 14 dias de privacdo, periodperisues a 21 dias de restricdo de
alimentos pode acarretar danos irrecuperaveisuaesis de tambaqui com massa corporal
em torno de 75 g.

Nos peixes submetidos a 21 dias de privagdo alamenb presente trabalho, as
concentracdes de hemoglobina, os niveis de herntatécRBC foram significativamente
(P<0,05) menores que nos peixes alimentados durant#a30Porém, nédo foi observado o
efeito das racOes testadas e os valores médiogpadsetros sanguineos dos animais
estavam dentro dos limites normais indicados peafes-Dias & Moraes (2004).

O consumo de alimento tem por finalidade forneaesrgia para o metabolismo

animal (Love & Black, 1994) e a glicose é a priatifonte de energia, sendo sintetizada a
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partir dos carboidratos armazenados no figadopmaaf de glicogénio. A distribuicdo da
glicose para os tecidos dos animais é feita atrdwé&angue, sendo que alteragdes nos niveis
de glicose sanguinea ocorrem em fungéo da regutcéitilizacdo desta, para producao de
energia (Kalyanet al, 1993), estimulo da glicogendlise por indugéo loorah (Vijayan &
Moon, 1992) ou ainda situacao estressante (Hocha&tomero, 1984).

O nivel de homeostase da glicose durante privali@ergar varia com a espeécie
animal. Figueiredo-Garruttet al. (2002) apresentam uma revisdo onde destacam que
nenhuma mudanca da glicose plasmatica foi obserapds algumas semanas de privacao
alimentar emMyxine glutinosaou meses de privacdo em espécies como peixesrosiv
Anguilla rostrata e Clarias lazera Porém, Machadeet al. (1988) observaram queda
significativa nos niveis de glicose de cat fifth&mdia hilari) apos 30 dias de privacéo
alimentar.

Em juvenis deBrycon cephalusubmetidos a periodos de 0, 12, 24, 48, 72, 1688, 1
e 336 h de privagdo alimentar, foi possivel obgequ& peixes onivoros apresentam maior
flexibilidade no metabolismo da glicose que peigasnivoros, apresentando habilidades
para modular o metabolismo em funcdo de mudancasstamlo nutricional (Figueiredo-
Garruttiet al, 2002). Essa flexibilidade no metabolismo daagieé relatada pelos autores
como uma mudanga nos horménios pancreaticos quatparm gradual ajuste metabdlico
que ocorre durante a transi¢éo entre o period@ldentacdo e privagdo alimentar.

A constancia observada nos parédmetros sanguineasseniveis de glicose
plasmética dos peixes alimentados com as ra¢oésnseiptadas com frutos e sementes da
Amazonia indica que essas ra¢fes nao provocaramdiemio, nem hemoconcentracao
ou qualquer outro tipo de alteracdo metabdlicaapmprometesse o quadro hematoldgico

ou alterasse os niveis de glicose desses animais.
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ANALISE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

O estresse oxidativo ocorre quando espécies asativ oxigénio (ERO) como os
ions superéxido (9 ), perdxido de hidrogénio ¢a,), radical hidroxila (OH) e oxigénio
atomo (Q) se complexam com lipidios, proteinas ou acidodémos causando grandes
danos aos componentes da célula, podendo levarta oeular (Valvanidigt al, 2006 ).
Sendo assim, a desintoxicagdo das espécies reativazigénio é um pré-requisito para a
vida aerébica (McCord, 2000).

Para se proteger desses reativos intermediarioggamismo apresenta mecanismos
de defesa, conhecidos como agentes antioxidantsges Emecanismos podem ser
enzimaticos, que estdo presentes naturalmente ngyasismos, e ndo enzimaticos, que
podem ser adquiridos por meio de dietas balanceadasipalmente aquelas elaboradas a
partir de vegetais (Fargt al, 2002; Moralest al, 2004). Entre as enzimas antioxidantes,
destacam-se a superéxido dismutase, a glutationaxigase, a glutationa redutase, a
glutationa s - transferase e a catalase. E estr@gentes ndo-enzimaticos, estdo o acido
ascorbico (vitamina C), o alfa-tacoferol (vitamiid e o beta caroteno (precursor da
vitamina A).

Animais bem nutridos ou ainda alimentados com dietantendo antioxidantes
enddgenos podem apresentar uma melhor resposstresse (Bianchi & Antunes, 1999).

S&o poucas as informag¢des sobre o0 modo com quéveis e tipos de fontes de
energia das ragdes afetam o status oxidativo dee9eA nutricdo influencia a oxidacdo e
os mecanismos de defesas antioxidantes. Entdomposicdo da dieta deve ser avaliada
também em termos de seu efeito sobre o balance amnroducéo de espécies reativas ao
oxigénio (ERO) e sua quebra (Rueda-Jastsa.,2004). Um desbalango entre a producéo e

a remoc¢ao do ERO pode produzir estresse oxidativo.
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Oliveira (2005) observou niveis bastante variagdeisGST e catalase no figado de
tambaquis alimentados com frutos e sementes da @meodnde apenas os frutos munguba
e embaulba apresentaram niveis de GST estatistitarddéerentes do controle, indicando
gue esses frutos parecem nao proteger os animatis @ estresse oxidativo, favorecendo
um aumento na atividade das enzimas de desint@dcag

Em Sparus aurataPascuakt al. (2003) observaram um aumento significativo da
atividade da GST nos peixes submetidos a privali@emtar, quando comparados aqueles
que receberam niveis de ragéo referentes a 2,53%& dx biomassa. Porém, apds o periodo
de 21 dias de restricdo ou de privagdo alimentarniogis da GST reduziram-se
significativamente, principalmente nos animais aqui® receberam a racdo. Os autores
destacam que a restricdo alimentar a qual os péixas submetidos, deve ter afetado o
suprimento de aminoacido sulfurado e consequentieman niveis da glutationa e das
enzimas glutationa-dependentes.

Neste experimento foi possivel observar um aumeatcatividade da GST em
decorréncia do periodo de alimentacdo, com postqtieda desses niveis quando o peixe
foi submetido a privacdo alimentar. Porém ndo faisgivel observar diferencas
significativas entre os niveis de GST no figado dasnais alimentados com a ragéo
suplementada com os frutos quando comparado aosi@mjue receberam a racdo controle.
Em relacdo a catalase, observou-se um comportansemelhante, com o aumento da
atividade da enzima em fungéo da duracéo do pedlaentar. Mas a atividade da catalase
no periodo de privacdo alimentar ndo apresentoucamportamento constante, quando
comparado com os animais alimentados por 30 dias.

Rueda-Jasset al., (2004) observaram que a atividade da catalaseiganld de

juvenis deSolea senegalensisi afetada significativamente pelos niveis dédiips da dieta.
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Os peixes que foram mantidos em dietas contends aiveis de lipidios apresentaram uma
tendéncia de aumentar a atividade da catalase.

Moraleset al.(2004) encontraram um decréscimo na atividade @dasa no figado
de Dentex dentesubmetido a 5 semanas de privacao alimentar. Bonmenodo Pascuat
al. (2003) também relataram queda na atividade ddasat enBSparus auratasubmetidos a
restricdo e privacao alimentar. Nestas espécieymgados periodos de privagdo alimentar
induz a oxidacado e o estresse, desencadeandoagéatide alguns mecanismos de defesa
antioxidante.

Em truta arco-iris @ncorhynchus mykiss a restricdo alimentar ndo induziu
mudancas na atividade da catalase (Hidagal.,2002).

Neste trabalho as racdes suplementadas com camy-catoré, embauba, jauari e
munguba, ndo afetaram o balango entre a producdaesnocdo dos ERO nos peixes,
mantendo valores médios de atividade das enzimasxigiantes muito proximos aqueles
mantidos pela racdo controle. Porém, foi possitaskenvar um aumento da atividade das
enzimas antioxidantes GST e Catalase durante tgdwiodo de alimentacao, independente
do tipo de fruto usado para suplementar a ra¢c&mnasOmo para 0s peixes que receberam
apenas racao.

Os frutos, de uma maneira geral, sdo fontes alemesiricas em vitaminas e outros
compostos com atividades antioxidantes (Alceste o®,J2000). Esperavamos que a
inclusdo destes frutos na ragcdo comercial puddssecer uma maior prote¢cao ao estresse
oxidativo e consequentemente, uma menor produc&Rd2 Este fato ndo foi observado
neste experimento, onde, provavelmente o procesgsamealizado para a elaboracdo das
racdes experimentais, como a secagem em estuf€albifante 12 horas, pode ter afetado a

concentracdo das vitaminas e compostos antioxigl@anésentes nesses frutos.
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EFEITOS CITOTOXICO E GENOTOXICO

Em peixes, a peroxidacgéao lipidica causada g=lpécies reativas ao oxigénio (ERO)
€ a principal causa de muitas doencas (Sekal., 1998). Decorre da acdo do ERO que
ativa as fosfolipases causando a desintegracéo ad@os graxos polinsaturados e
fosfolipidios da membrana celular (Haliwell & Guitige, 1999). Entretanto, todos os
animais apresentam um sistema para combater acéxidaevitar as lesdes induzidas pela
acdo desse processo (Jacob, 1995). Desta forma,etabaotismo normal depende,
primordialmente, da relagédo entre a producédo dmahtivre e a atividade dos fatores de
protecdo da peroxidagdo dos lipidios (Mouresiteal, 2002). A agdo desses fatores de
protecdo pode ser medida pela concentracdo deAsolzst reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no sangue, plasma e principalmente figamoahimais (Ohkawa, 1979).

Marcon & Wilhelm-Filho (1999) observaram que o g$atlas defesas oxidativas no
figado, no sangue e no plasma do tambaqui em d®tathaatural é eficaz em impedir ou
em atenuar o estresse oxidativo. A manutencaoefasat oxidativas em niveis elevados no
tambaqui em ambiente natural €, possivelmente, esultado das mudancas na
disponibilidade do oxigénio, na oscilagédo da terapea e no pH que sdo observados
frequentemente em &guas da bacia de Amazodnicaciaspente durante os periodos da
transicao de hipoxia para hiperoxia.

Sobre os efeitos da alimentacdo, Rueda-Jassal. (2004) destacam que ja foi
demonstrado que a fonte de energia da dieta (pegtipidio ou carboidrato digerivel) pode
modular a oxidacdo do lipidio em homogenado de niasda truta de arco-iris. Em
experimento usando diferentes niveis de energiapmétgica na alimentacdo dgolea
senegalensjs autores encontraram taxas significativametiemade TBARS nos animais

que receberam a dieta com maior concentracao idéokp e concluiram que a sensibilidade
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e os indices de peroxidacgédo de lipidios estédolesiomados com o grau de insaturacao das
dietas.

As racdes suplementadas com agentes oxidantes podemmizar o efeito da
peroxidacao lipidica decorrente dos altos niveigemlErgia na dieta de peixes. Lin & Shiau
(2005) testando sete niveis de concentracdo dex-Bceferol (0, 25, 50, 100, 200, 400 e
800 mg/kg de racdo) em ragbes com 4 e 8% de Ipidibservaram queda nos niveis de
TBARS emEpinephelus malabaricusm decorréncia do aumento das concentracdes de DL-
a-tocoferol nas dietas testadas.

Frutos e sementes sdo fontes importantes de vi@me outros compostos
antioxidantes para os peixes (Alcestes & Jory, R0@liveira (2005) observou em
tambaquis alimentados com frutos da Amazdnia nideiperoxidacdo lipidica bastante
variaveis, ndo encontrando diferencgas significateatre as dietas testadas, mas destaca que
0S animais que receberam a dieta suplementada conguina e catoré e que foram
submetidos ao tunel de natacdo, apresentaram niwaisricamente maiores de TBARS.

Os dados de Oliveira (2005) corroboram aquelessiséste trabalho, pois o0s niveis
de TBARS parecem nédo terem sido influenciados pedta dos peixes. Porém, foram
observadas diferencas significativas entre os gesiale alimentacdo, assim como o efeito
da privagéao alimentar, mas os resultados encorgtraaofungéo dos tratamentos néo foram
diferentes dos apresentados pela ragéo controle.

As respostas biologicas a agentes estressantesmadmanifestar em varios niveis
do organismo, modificando padrdes normais da &gial e bioquimica do animal, até
mudancas moleculares, na qual a integridade gémigaocessos celulares podem ser
afetados. A formacgdo de alteragcdes morfologicasemeoltério nuclear foi descrita por
Carrascoet al. 1990, como nucleo que apresenta uma pequena egagim®m envelope

nuclear, o qual contém eucromatina (reiniformeglew apresentando evaginagdes maiores
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que o nucleo em forma de rim (lobado) e ndcleesgrta um corte notavel no contetdo do
material nuclear (segmentado), que também sdmdelatem eritrocitos de peixes como
uma das consequUéncias da exposicdo destes anintaistaminantes quimicos toxicos,

genotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos no raewbiente. Porém, os mecanismos
moleculares que levam a tais alteragfes nucleames ado foram descritos (Palhares &
Grisolia, 2002) e os animais podem produzir essamaalidades naturalmente, por um erro
no processo de divisdo celular (Heddieal, 1991).

Além da analise das anormalidades nucleares éfétras (ANE), o teste cometa €
utilizado para detectar les6es no DNA. Estas les@ss serem processadas, podem resultar
em mutacdo. Entretanto, diferente das mutacddssées detectadas pelo teste do cometa
sdo passiveis de correcao pelos préprios mecaneneparo do DNA (Tice, 1995)

A sensibilidade destes testes aos efeitos de ageatgaminantes tem sido descrita
para algumas espécies de peixes tropicais. Rtettl (2007) descrevem o aumento das
anormalidades nucleares eritrociticas e de indieetanos observados pelo teste cometa em
Prochilodus lineatugxpostos a fragdo soltvel da gasolina. Buekeal.,2006 observaram
um aumento gradual no indice de danos em testetaotkedEigenmannia virescensm
diferentes tempos de exposi¢éo ao benzeno.

Os valores de ANE detectados neste experiment@p@sentaram diferencas entre
0s tratamentos e o grupo controle nos periodoslinergacio testados. J& o indice e a
frequéncia de danos resultantes do teste cometseaparam diferencas significativas
(P<0,05) entre os periodos de alimentacdo (1, 15 die@0de alimentac¢do), sendo menores
nos animais que receberam alimentos por um dig&nRoessa diferenca parece ndo estar
ligada a presenca de frutos na racao, ja que,tpdos os periodos testados, os tratamentos

apresentaram médias semelhantes ao controle.
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Diante disso, podemos afirmar que as anormalidadeteares eritrociticas e os
indices de danos do DNA nédo foram causados petempga de agentes toxicos contido nos
frutos, ja que esses indices nao diferiram sigatifamente daqueles encontrados no

controle.

CONCLUSAO

A incluséo dos frutos e sementes utilizados nesgperemento, em substituicdo a
50% da racdo comercial na dieta dos tambaquis ardprometeu os indices de desempenho
zootécnico desses animais, quando comparados aosisralimentados com a racao
controle.

Essas racdes ndo promoveram alteracdes nos mieeisais dos parédmetros
hematoldgicos e nos indices hematimétricos, ndsatam diferencas significativas na
atividades das enzimas GST e Catalase e nem danlesares ou fragmentos de DNA, nos
tambaquis quando comparados aqueles que recebpesiasaa ragdo controle.

Embora as ragfes suplementadas com camu-camug,cambauba, jauari e
munguba ndo tenham provocado alteracdes nos pao&nfetmatoldgicos, enzimaticos e
citogenotoxicos, foram encontradas diferencas fiogitivas nessas respostas em fungéo dos
periodos de alimentacao testados (1, 15 e 30 dimbando que 0s peixes passaram por
periodos de estresse durante a realizacdo do engred, que refletiram nos parametros
hematol6gicos, mecanismos oxidantes e danos cegular

Ndo foi possivel observar beneficios relacionadosma melhor resisténcia ao
estresse oxidativo provavelmente pelo tipo de msam®ento que foi realizado no preparo
das ragBes experimentais, que pode ter causad@ mkrdvitaminas e de compostos

antioxidantes presentes nos frutos utilizados sasgdes.
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As respostas das analises realizadas na condstégssante de privacdo alimentar
parecem ndo terem sido influenciadas pelo tipoieka djue os peixes receberam, mantendo
as médias dos parametros analisados proximas ageetamntradas nos peixes do grupo
controle.

Os frutos e sementes testados neste trabalho eafass potencial para a
incorporagdo na ragdo do tambaqui, visto que néeoparam alteragdes no metabolismo

dos animais, podendo diminuir os custos da proddegueixes para pequenos produtores.

61



CAPITULO II

IDENTIFICACAO E DIFERENCIACAO DA EXPRESSAO DE GENES
EM TAMBAQUI ( Colossoma macropomum CUVIER, 1818)
ALIMENTADO COM FRUTOS E SEMENTES DA AMAZONIA

RESUMO

Os peixes amazbnicos tém ao seu alcance uma gdispenibilidade de itens
alimentares que fazem parte de sua dieta naturnpra aproximadamente 200 espécies de
peixes dessa regido, entre eles o tambaqui, frigEmentes constituem a maior fonte de
nutrientes e energia. O conhecimento do habito esliex desses animais na natureza
possibilitou a inclusdo de frutos e sementes n#&adie peixes criados em cativeiro.
Entretanto, a qualidade dos frutos e sementes & efitos metabodlicos devem ser
investigados por metodologias especificas, umaquez, para muitas espécies vegetais,
ainda ndo foram avaliados os principais consti#singuimicos, tampouco seus efeitos
fisioldgicos nos animais que delas se alimentante BEsabalho teve como objetivo
identificar, através da técnica de DD-PCR, tratssridiferencialmente expressos em
tambaqui alimentado com racdo suplementada corrutiss fcamu-camu, catoré, embauba,
jauari e com a semente de munguba. A expressaenmifal de genes gerou fragmentos que
demonstraram similaridade com os genes das enAdeslato Quinase (AK), Superéxido
Dismutase (SOD), Apolipoproteina (APO) e Citocromd50 (CYP 20Al), indicando
necessidade de um melhor monitoramento nos nieemsgdntes antioxidantes das racdes
apoés a inclusdo de frutos que atendam a demandsss@im para melhorar o “status”
oxidativo celular da espécie. Outros sete tramscakpressos ndo apresentaram similaridade
com as enzimas depositadas no GenBank, sendo atoslid futura investigagdo para a
compreensdo de processos especificos do metabalissnanimais alimentados com ragdes

suplementadas com frutos e sementes da Amazoénia.

62



IDENTIFICATION AND GENE DIFFERENTIAL EXPRESSION IN
TAMBAQUI ( Colossoma macropomum CUVIER, 1818) FED WITH
AMAZONIAN FRUITS AND SEEDS

ABSTRACT

Amazonian fishes have a acess to a large numbeedfitens which are part of their natural
diet, and for approximettly 200 fish species in thgion, including the “tambaqui”, fruits
and seeds are their main sources for nutrienteaadyy. The knowledge of the food habits
of these animals in nature, made possible the smaruof fruits and seeds in fish diet reised
in captivity. However the quality of fruits and skse as well as their metabolic effects on
fish must be investigated through specific methodi@s, since there are several vegetable
species, that have not yet been evaluated on diemical constituents, neither their
physiological effects on animals fed with them. STiwork aims to identify, through,
differential display-PCR (DD-PCR) methodology fdret main differentially expressed
transcripts in tambaquis fed with supplemented tdated feed with the fruits camu-camu,
catoré, embauba, jauari and seeds of munguba. iffbeedtially expressed genes generated
fragments that showed similarity with Adenylate &es (AK), Superoxide Dismutase
(SOD), Apolipoprotein (APO) and Cytochrome P450 fCX0A1) enzymes encoding genes,
indicating that there is a need for a better maoimmtpof oxidative processes levels in the
cells of this fish species fed with supplementedmigdated. Seven other transcripts
expressed in the same experiment did not show agiityilwith any genes deposited in the
GenBank, being candidates for future research whihtallow the understanding of these
animals specific metabolism process when fed witlnrmmercial rations supplemented with

Amazonian fruits and seeds.
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INTRODUCAO

Os peixes amazonicos tém a sua disponibilidadegrarale diversidade de itens que
fazem parte de sua dieta natural. Para aproximautaerd®0 espécies de peixes da regido, 0s
frutos e sementes sdo os grandes mananciais satganutrientes e energia (Goulding,
1980).

Os peixes ligados a floresta de inundagdo s&o, wanmsioria, frugivoros, que
evoluiram em estreita relacdo com as arvores estmdlamazodnicos (Araujo-Lima &
Goulding, 1998). Entre essas espécies esta o tainfiamjossoma macropomypgue é um
frugivoro especialista de frutos corhfevea spruceanéseringa-barrigudag Astrocarium
jauari (jauari) (Araujo-Lima & Goulding, 1998; Imperatiizonseca & Por, 2003).

Silva et al (2003) destacaram mais de 130 espécies de fritaementes,
distribuidos em 36 familias de plantas identifimdomo alimentos do tambaqui. Durante
0s meses de cheia, o contelddo estomacal dos pEirReEM quantidade relativamente alta
destes itens, coincidindo com o periodo de fra{éo das arvores presentes nas areas de
varzeas e igapo#\ grande variedade e disponibilidade de itens prigrges das florestas
inundadas levam a espécie a incluir em sua dieta mistura de frutos e sementes para
conseguir melhor equilibrio de proteina, carbo@agorduras e vitaminas (Araujo-Lima &
Goulding, 1998).

Com base no conhecimento do habito alimentar nadoréambaqui, alguns autores
sugeriram a possibilidade do uso de frutos e seasecdmo uma fonte alternativa de
alimentos na piscicultura intensiva desses peigeAdmazonia (Pereira-Filho, 1995; Silva,
1996; Araujo-Lima & Goulding, 1998).

Estudos sobre o valor nutricional (Waldheff al, 1996), a eficiéncia alimentar
(Roubach, 1991), digestibilidade (Silea al, 2003) e aspectos fisioldgicos e bioquimicos

(Oliveira, 2005) desses animais alimentados comnadg espécies de frutos e sementes da
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Amazonia foram realizados no intuito de avaliafiegi@ncia do mesmo e a possibilidade de
inclusdo desses itens na dieta de peixes em catiwgsando a diminuicdo dos custos de
producéo.

A gualidade dos frutos e sementes e seus efeittzbiieos devem ser investigados
por metodologias especificas, uma vez que, partamaspécies vegetais, ainda nao foram
avaliados os principais constituintes quimicos, panco seus efeitos fisiolégicos nos
animais que delas se alimentam. Os peixes frugivo@o se alimentam de todas as
sementes que estdo disponiveis e de tamanho amfoppra serem quebradas, algumas
espécies vegetais produzem muitas sementes por raas, sdo ingeridas apenas
ocasionalmente pelos animais (Araujo-Lima & Gouldih998).

O estudo da expressao diferencial de genes € unmeiss promissores caminhos
para entender os mecanismos de desenvolvimentaafiK&zKirschbaum, 1999) e respostas
as mais diferentes condicdes nos quais 0s orgagissdo submetidos, incluindo as
mudancas ocorridas em funcéo dos tipos de dietasdinlas aos peixes (Sanchez-Vazquez
et al.,200%, Lilleenget al.,2007).

Uma série de metodologias pode ser usada paraifickgédo e isolamento de
transcritos diferencialmente expressos em peixeseEBs metodologias de maior destaque
atualmente estdo a Hibridizagdo Subtrativa Sup@g$1SS); o cDNA AFLP, o DD-PCR
(Differential Display — PCR) e micro arranjos de DNFreemanet al., 2000). Os micro
arranjos de DNA, apesar de gerar um grande volwamefdrmacdes, € uma técnica bastante
cara, limitando seu uso em muitos laboratériosimss técnica do DD-PCR, apesar de
gerar menor volume de informagfes que os micromgsatorna-se uma alternativa viavel,

pois apresenta custo relativamente menor e maididizde de implementacao.
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Este trabalho teve como objetivo identificar, afswda técnica de DD-PCR,
transcritos diferencialmente expressos em tambaljumientado com ragdo suplementada

com frutos e sementes da Amazonia.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Para o estudo da expresséo diferencial de geneslirado o figado de juvenis de
tambaqui Colossoma macropomymlimentados com ragdes suplementadas com frutos e
sementes da Amazonia.

As racbes que compuseram os tratamentos desteregpto foram constituidas de
uma mistura composta de 50% de rag¢do comercial (B6@roteina) moida e 50% de fruto
moido, que posteriormente a mistura, foram regeldéis em moedor de carne elétrico e
secas em estufa a 55°C por 12 horas. A racdo t¢erfob constituida apenas de racéo
comercial (36% de proteina) moida, repeletizadeca em estufa nas mesmas condi¢des das
racdes tratamentos.

Os frutos escolhidos para compor as ragdes expetamseforam: camu-camu
(Myrciaria dubig), catoré Crataeva benthanji embauba Gecropia latilobg, munguba
(Pseudobombax munguba jauari Astrocarium jauar). Para a confec¢cdo da racgdo
suplementada com munguba, foi utilizada apenas neerge do fruto, para a ragéo
suplementada com jauari, somente a polpa foi atlhze para as demais ragfes foram
utilizados os frutos inteiros de camu-camu, deréatade embauba.

O delineamento experimental foi inteiramente casadb em esquema fatorial 3 x
6. Constituido por trés periodos de alimentacdolfle 30 dias) e 6 tratamentos (um
controle e cinco ra¢des suplementadas com frutog), quatro repeticdes cada, totalizando

24 unidades experimentais. Cada unidade experiinfmtaomposta de um aquéario com
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capacidade de 310L, preenchidos com 80L de agoa&jdps de aeracdo e renovacao de
agua constantes, contendo 10 juvenis de tambaquispeso médio de 57,1 28 g e
comprimento padrdo médio de 11,90t2 cm. O periodo de aclimatagédo dos peixesdoi d
duas semanas, onde todos os animais foram alintentath a racdo controle duas vezes ao
diaad libitum

Os peixes foram alimentados por um periodo de 86 disubmetidos a posterior
periodo de privacdo alimentar por 21 dias. Duranperiodo experimental, foi retirado um
peixe de cada aquario apds o 1° dia, 15° dia ai@0de alimentacdo. Esses animais foram
anestesiados com MS 222, sacrificados e levados pacoleta de tecido, o mesmo
ocorrendo com 0s peixes submetidos a privagéo alane

De cada animal foi retirado o figado, que foi aticionado em tubosppendo®
estéreis, colocado em nitrogénio liquido e armademm freezer -80°C até o momento das

analises.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL DO DD-PCR

A expressao diferencial de genes de tambaqui fitida por meio da técnica
“Differential display polymerase chain reaction BIPCR” proposta por Liang & Pardee,
(1997).

O protocolo do DD-PCR foi organizado em cinco atap

1. Isolamento do RNA total, quantificacéo e verificagk integridade do RNA,
Tratamento do RNA,;

Sintese de cDNA por transcriptase reversa;

Amplificacdo do DNA por PCR - DD-PCR;

Isolamento e clonagem dos amplicons selecionados.

o k& 0D
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1. ISOLAMENTO DO RNA TOTAL, QUANTIFICACAO E VERIFIGCAO DA
INTEGRIDADE DO RNA

A amostra de figado (50 — 100 mg) foi homogeneizamta 1000uL de reagente
Trizol®; para a separacéo das fases foram adicionadogL30€ cloroférmio, em seguida,

a amostra foi misturada em vortex e centrifugatiaGd0 rpm por 15 minutos a 4°C.

A primeira fase do sobrenadante foi transferida partro tubceppendorfestéril e a
precipitacdo do RNA foi feita com 5QQ de isopropanol 100% e centrifugacédo de 12000
rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi destare o sedimento formado foi lavado
com etanol a 75%, centrifugado a 8000 rpm por Sutoga 4°C e posteriormente eluido em
agua com DEPC.

A concentragdo do RNA foi determinada em espedivaietro (SHIMATZU — UV
240 — Graphicord) em absorbancia de 260nggfAonde Agp equivale a uma concentracao
de 40ug.mL* de RNA. Para o célculo da concentracéo foi utiiza formula [RNA em

ng.mL = Azeox D x 40pg.mL?, onde D e o valor da diluicdo da amostra.

A integridade da amostra foi verificada usandodgsnaturante de agarose (1,5%)
contendo 1,5 g de agarose dissolvida em 60 mL da,&p mL de MOPS 5X (0,4 M de
MOPS, 0,1 M de acetato de sédio, 0,01M EDTA) e 20de formaldeido. As amostras
foram coradas com “front” (930L de HO com DEPC, 15QL de MOPS (10X), 24QL de
formamida, 10QuL de glicerol, 50uL de azul de bromofenol, 5L de Brometo de etideo
10mg/mL) e aplicadas no gel. O gel foi fotografadanalisado no aparelho Image master

VDS - Pharmacia Biotec.
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2. TRATAMENTO DO RNA

Amostras de j5g de RNA foram tratadas comllde tampé&o 10X da Dnasepl de
Dnase e agua mili Q estéril com DEPC em quantidgafieiente para completar o volume
final de 10uL. As amostras foram incubadas em temperatura atebpor 15 minutos e a
DNAse foi inativada com aquecimento a 65°C por 16utos.

3. SINTESE DE cDNA POR TRANSCRIPTASE REVERSA

Para a sintese do cDNA, foram utilizados tgsmers oligo dT ancorados
(AAGCT11M, onde M pode ser G, A ou C). O RNA total de cadastra foi dividido em
trés grupos, onde, para cada grupo foi utilizadadostrégprimers

Cada reacéao foi realizada comgbde RNA tratado com Dnaseyllde dNTP mix
10mM, IuL de um dos Oligo dT ancoradasllde Transcriptase Reversa (MMLV-RT), 4
uL de tampdo 5X da transcriptase e agua Mili Q dawada em quantidade suficiente para
completar um volume final de 2(QL.

As amostras foram incubadas em termociclador (PCRC AM01 - Apollo
Instrumentation) para um ciclo nas seguintes teatpexs: 25°C por 10 minutos, 42°C por
60 minutos e 70°C por 15 minutos.

O cDNA foi quantificado em espectrofotometro (SHIMIAU — UV 240 -
Graphicord) em absorbancia de 260 nrgsgfronde Ago €quivale & uma concentragdo de 33
ng.mL™* de DNA fita simples. Para o célculo da concentdoé utilizada a formula [DNA

empg.mL™"] = Azsox D x 33ug.mL™. Onde D é o valor da diluicio da amostra.

A qualidade do cDNA foi observada em gel de agafd®$econtendo 100 mL de
TAE 1X (242 g de Tris-base, 57,1 mL de &cido acégilacial, 100mL de EDTA 50mM pH
8,0, 4gua destilada para completar um volume fieal 000mL) , 1 g de agarose, corado
com 5uL de Brometo de Etidio. O gel foi fotografado enamgtho Image master VDS —

Pharmacia biotec.
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4. AMPLIFICACAO DO DNA POR PCR - ddPCR

Para todas as amostras de cDNA foram realizadasa@es de amplificagdes,
utilizando cada um dos J®rimers arbitrarios (Tabela 1), separadamente. Todas as
amplificagBes foram realizadas com uma réplica.

As amostras foram amplificadas seguindo o seguirgtocolo: 500 ng de cDNA, 1
puL de dNTP mix 10mM, JuL de um dos Jrimersarbitrarios, 1,51L de MgCh, 1uL de
Tag polimerase, BL de tampédo 5X da Taq polimerase e agua Mili Qri¢stén quantidade

suficiente para um volume final de @b.

Tabela 1Primersarbitrarios utilizados amplificacdo do cDNA.

PRIMER ARBITRARIO SEQUENCIA
MOB 1 AAGGTTGCACTGT
MOB 5 AAGGTTGATTGCC
PAI 2 AAGGTTGCACCAT

As amostras foram incubadas em termociclador pal@gem de PCR “touchdown”,
nas seguintes condicdes: 6 ciclos de 94°C por géns®s, 43°C por 30 segundos e 72°C
por 60 segundo; 6 ciclos de 94°C por 15 segund®d<; $or 30 segundos e 72°C por 60
segundo e 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 38 G(segundos e 72°C por 60 segundo,
com uma extensdo final de 72°C por 60 segundosdediecd’C.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletrofoessegel de agarose 2%,
constituido por 100 mL de TAE 1X e 2 g de agareseado com 1QuL de Brometo de
Etidio. Para a visualizacdo dos fragmentos expsediéerencialmente, o gel foi fotografado
em equipamento Image Master VDS — Pharmacia bi@sanarcadores de peso molecular

utilizados foram de 100 e 200 pb.
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5. ISOLAMENTO E CLONAGEM DOS AMPLICONS SELECIONAD®

Apoés a andlise dos géis com os produtos do DD-RGRragmentos selecionados
foram excisados do gel de agarose e purificadosccinWizard’ SV Gel and PCR Clean-
UP System - PROMEGA, seguindo o protocolo do fante.

Em seguida, os fragmentos purificados foram ligaelws vetor pGEM -T Easy
Vector System - PROMEGA (Figura 1), usandoulOdo fragmento purificado, 1AL de
tamp&o 2X, JuL do vetor pGEM, 1 pL de T4 DNA ligase. A reacdo foi mantida a 16 °C

por, no minimo, 3 horas.

Kl 2009
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Figura 1. Vetor pGEI@—T Easy Vector System - PROMEGA

Os fragmentos ligados ao vetor foram inseridosEscherichia coli linhagem Mos
Blue competentes, por choque térmico (gelo por Butms, 42°C por 40 segundos e gelo
por 2 minutos). As células foram incubadas em @DGle meio LB sem antibiético, sob
agitacéo (150 rpm) a 37°C por uma hora. Posteriotee cultura foi semeada em meio LB
solido previamente tratado com X-gal (sistema datidase para selecdo de colénias com

inserto) e IPTG (15mg/mL), com ampicilina (50 mgd/mel tetraciclina (15 mg/mL), e
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mantida a 37°C pelo periodo de 14 -18 horas. Faelaetionadas trés coldnias brancas de
cada fragmento clonado, que foram novamente semeadameio de cultura LB liquido
com ampicilina e tetraciclina e mantidas a 37°Cloa 18 horas, sob agitacdo (150 rpm).

O DNA plasmidial das bactérias, contendo os freagfios clonados, foi extraido por
mini-preparacdo de plasmidio (Mini-Prep), seguindoprotocolo adaptado de Sambrask
al. (1989). Apds o crescimento, 500 de cada cultura foi transferida para um tubo
eppendorfcom 100uL de glicerol 70% e armazenada em freezer -80 &a p solugéo
estoque.

O restante das culturas foi transferido para t@ppendorique foram centrifugados
a 14.000 rpm por 1 minuto, os sobrenadantes foesmovidos e os sedimentos bacterianos
eluidos em 10Ql de Solucéo | (23 mL de Glicose 20%; 10 mL de EDO;BM — pH 8,0; 13
mL de Tris HCL 1M - pH 7,4; agua destilada para pletar o volume final de 500 mL).
Em seguida procedeu-se a lise alcalina das cébalas 200uL de Solucéo Il (0,2 N de
NAOH e 1% de SDS) e ap6s a homogeneizacao porséweas amostras foram incubadas
em gelo por 5 minutos. Posteriormente, cada tubebeu 15QL de Solucgédo Il (60 mL de
Acetato de potassio 5M; 11,5 mL de Acido acéticacigll e 28,5 mL de agua destilada),
foram agitados cuidadosamente e centrifugados pan6tos a 14.000 rpm, para separagao
do DNA celular dos restos bacterianos. Os sobrettaslale cada tubo foram transferidos
para outros tubos contendqb de Rnase e incubados por 60 minutos a 65°C enbtas a
85°C. A separagéo das fases foi realizada com¢a@die igual volume de uma solugéo de
fenol, cloroférmio e alcool isoamilico (1:1:1) esperior centrifugacdo a 14.000 rpm por 2
minutos a 4 °C. A primeira fase do sobrenadantdréoisferida para um tubo e o DNA
plasmidial foi precipitado com dois volumes de etd00%, a reagdo foi incubada no gelo
por 5 minutos e centrifugada a 14.000 rpm por 5Sutom a 4 °C. Os sedimentos foram

lavados com 20QL etanol 70%, incubados no gelo por 5 minutos ériéegados a 14.000
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rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi demtare o DNA foi deixado secar a
temperatura ambiente, por no minimo 30 minutosidra@do com 2QL de agua Mili Q
estéril.

Para verificar a eficiéncia da extracdo do DNAspialial, os produtos da extragéo

foram submetidos a eletroforese em gel de agafdse 1

SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento dos fragmentos clonados foi zegldi com o kit DNA
Sequencing Kit Big DyeTM Terminator Cycle v. 3el o equipamento ABI PRISM ,
Applied Biosystems A reacdo de sequenciamento foi realizada comlL2de cada
fragmento, luL de Big Dye, 1uL de primer M13 (5 pmolfL) (reverse), 1,5L de tampéo
do Big Day e agua Mili Q estéril em quantidaddcieite para completar um volume final
de 10uL. As condi¢des de amplificagcdo foram: 39 ciclo98€C por 15 minutos, 50 °C por
1 minuto e 60°C por 4 minutos.

As amostras foram precipitadas comudlOde Isopropanol 65%, mantidas no escuro,
em temperatura ambiente por 30 minutos e centifaga 4000 rpm por 30 minutos. O
isopropanol foi removido invertendo-se a placa aowvimento brusco e os sedimentos
foram lavados com 400L de etanol 60% e centrifugados a 4000 rpm por Butos. O
etanol foi removido por movimento brusco e com wpifi” da placa invertida em uma
centrifugacdo em 800 rpm por 30 segundos. As aa®$tram secas a 37 °C por 15-30
minutos e posteriormente foram ressuspensas euh @@ formamida Hi-Di, desnaturada a
93°C por 3 minutos, colocadas no gelo e encamishaolaeqienciador.

As sequUéncias geradas foram submetidas ao Blasic(Rocal Alignment Search
Tool) para nucleotideos (BlastN) e proteinas (Rlast comparados com as sequéncias

depositadas no National Center for Biotecnologyodmfation - NCBI (GenBank)
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(htt://www.ncbi.nlm.nih.gov) e ao Banco de dadosd#mtro Universitario Nilton Lins, para

confirmacao da identidade do transcrito selecionado

RESULTADOS

A concentragdo do RNA total extraido do figadoatehaqui alimentado com racdes
suplementadas com frutos e sementes da AmazoOnidakiante variada, apresentando
valores médios entre 0,580+01 até 1,61 0,36 (Tabela 2). Todas as amostras utilizadas
para a sintese de cDNA apresentaram dois fragmerigbgeis em gel de agarose
desnaturante (Figura 2), com poucos sinais de dagé®. Em caso de amostras degradadas,
nova extracdo de RNA total era realizada, até queadrdo de um bom RNA fosse

visualizado no gel.

Tabela 2. Concentracdo do RNA totaf)fiL), extraido do figado de tambag@dlossoma
macropomumalimentado com ra¢des suplementadas com fruisesentes da Amazonia.

Periodo de  Racéo Racdo + Racdo + Ragdo + Racdo + Racado +
Alimentacdo Controle Munguba Catoré Embauba Jauari  Camu-

Camu

1 dia 0,660+ 0,610+ 0,685+ 0,580+ 0,660+ 0,760+
0,05 0,16 0,015 0,01 0,21 0,16

15dias 0,850+ 0,790+ 0,920+ 0,880+ 0,600+ 0,710+
0,25 0,11 0,18 0,28 0,00 0,11

30 dias 1,610+ 0,850+ 1,050+ 1,425+ 0,950+ 1,400+
0,36 0,25 0,05 0,02 0,05 0,40

Privacao 1,145 + 1,325+ 1,270+ 1,160+ 1,245+ 1,055+
Alimentar 0,25 0,12 0,07 0,23 0,05 0,13

Os valores estédo expressos como média das régéozeda tratamentoSEM.

Os 3 tipos de oligonucleotideos dT ancorados (8AGA, AAGCT,,C e
AAGCT,G) foram eficientes para a sintese dos cDNA, quenicavaliados em gel de

agarose 1% ( Figura 3).
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose desnatudanRNA total do figado déolossoma
macropomunalimentado com racao suplementada com frutos ergemmda Amazonia.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% do clNAColossoma macropomum
sintetizado com os oligos dT ancorados.
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A combinacéo dos 3 tipos de oligo dT usados rnasgnde cDNA, em conjunto com
os 3primersarbitrarios (MOB1, MOB 5 e PAI 2), geraram difetengéis para cada periodo
de alimentagéo (1, 15 e 30 dias) e para a privalgéentar.

A Figura 4 mostra o perfil em gel de agarose 2%antgplificacdo do cDNA de
figado de tambaqui alimentado com as rac¢Oes ewpatais por 1 dia, usandopoimer

arbitrario PAI 2.

orige

Figura 4. Perfil da expressao diferencial de gafwe$igado deColossoma macropomym
alimentado com as ragdes experimentais por 1 demdo qprimer PAI 2. As setas indicam
aos transcritos diferencialmente expressos.

Os fragmentos observados nos géis apresentaraamtiasientre 600 a 200 pares de
bases e a corrida em gel de agarose permitiu gses dsagmentos fossem separados,
possibilitando o isolamento dos transcritos seleios.

Dos fragmentos observados, 57 foram seleciondigasios em Vetor pGERI-T e
clonados em bactéri&. coli, linhagem Mos Blue. O resultado da transformacéas d
bactérias foi verificado através da cultura dessidas em meio LB solido contendo IPTG
e substrato cromogénico X-GAL. Somente as colobi@cas indicavam aquelas que
receberam o Vetor pGEM-T contendo o fragmento selecionado. Dos 57 fragosen

selecionados, apenas 34 foram clonados com sucesso.
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Os DNAs plasmidiais das bactérias clonadas cooesso, foram extraidos por
“Mini-Prep” e os resultado das extragGes foram plzss em gel de agarose 1% (Figura
5). As bandas que apareceram no gel referem-se@saigormas do DNA plasmidial que
podem ser encontrados apos sua extracao das bacatkmadas: a forma circular, a forma
linear e a forma torcida. Os DNAs plasmidiais qpesaentaram integridade e auséncia de

contaminagdo de RNA foram submetidos ao sequenotame
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Figura 5. Resultado da extragdo do DNA plasmidiagvés de “Mini-Prep”.

Os fragmentos clonados foram sequenciados e ada$isno programa VecScrem
(NCBI - National Center for Biotechnology Informani) para a retirada da sequéncia do
vetor. Esta analise gerou 26 sequéncias que fordymetidas ao BLASTBasic Local
Alignment Search Toqg))os resultados de 23 seqiiéncias sdo mostradasbedtaT3, ja que 03
sequiéncias submetidas ao BLAST s6 apresentaratarsitaéle com o Vetor pGERAT.

Nem todos os fragmentos clonados resultaram emése@@$ com similaridade a
proteinas conhecidas. De acordo com a analiseadali 07 sequiéncias ndo apresentaram
similaridades com aquelas depositadas no GenBaik sequéncias foram proteinas nao

identificadas.
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Tabela 3 - Transcritos diferencialmente expressesecthdos pela DDRT-PCR e
comparados ao banco de dados do GenBank.

NUmero do Condicéo de Combinagéo entre Similiraridade encontrada no e —value
Fragmento alimentac&o Oligo dT e Primer BLAST
arbitrario
01 30 dias dT - G, MOB-1 Nenhuma similaridade ~  --------
02 30 dias dT — G, MOB-1 Nenhuma similaridade ~  --------
11 30 dias dT - G. MOB-5 Nenhuma similaridade ~  --------
47 01 dia dT - C, PAI-2 Nenhuma similaridade ~  --------
48 01 dia dT - C, PAI-2 Nenhuma similaridade ~  --------
53 Privagéo alimentar dT - C, PAI-2 Nenhuma sindegte  -------
54 Privagéo alimentar dT - C, PAI-2 Nenhuma sindedte -
56 Privagéo alimentar dT-G, PAI-2 Produto de pratei ndo- 3e-35
identificado
57 Privacéo alimentar dT-G, PAI-2 Produto de pratei ndo- 7e-21
identificado
50 15 dias dT-G, MOB-5 Microssatélite de salméo 7e-6
09 30 dias dT-G, MOB-5 Microssatélite de salméo 3e-9
38 15 dias dT-C, PAI-2 Proteina hipotética (DNA launm) 0,64
03 Privagdo Alimentar dT-G, MOB-1 Adenilato Quiea® de Danio 3e-3
rerio
52 Privacdo alimentar  dT-C, MOB-1 Proteina hipo®&TVAG_ 3e-32
369910
43 1 dia dT-A, PAI-2 Proteina Titin 7e-101
46 1 Dia dT - C, PAI-2 Proteina Titin 7e-101
49 Privacdo alimentar  dT-A-PAI-2 Proteina Titin et
41 15 dias dT-A, MOB-5 Superéxido Dismutase —Mn 2e-11
55 Privacéo alimentar dT-C, PAI-2 Superéxido Disaset—Mn 2e-11
40 15 dias dT-C, PAI-2 Apolipoproteina 3e-6
42 1 dia dT-A, PAI-2 Apolipoproteina 3e-6
46 1 dia dT-C, PAI-2 Apolipoproteina M 3e-3
34 15 dias dT-C, MOB-5 Citocromo P 450 (20A1) 44 -3

A Tabela 3 apresenta os dados do BLAST realizadoamco de dados GenBank do
NCBI, em funcao do periodo de alimentacdo e da gwgho do tipo de Oligo dTgimers
arbritarios. E apresentando também o valordalue que é a probabilidade de um dos

resultados de uma busca ter acontecido ao acaganf®o quanto menor o valor, melhor é o
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resultado.Valores dee-valuesmenores que zero sao expressos como poténcia dpofO;
exemplo, 10°° é 0 mesmo que e-3@Wma similaridade é relevante quandee-walue for
menor que le -4.

Dentre as proteinas identificadas, destacamos agjwelja expressdo parece estar
ligada a alimentagéo experimental, séo elas: Aaenguinase (AK), Superéxido dismutase-
Mn (SOD); Citocromo P450 (CYP 20A1) e Apolipoproizi(APO). As Figuras 6, 7, 8 e 9
mostram os fragmentos que apresentaram similaricadesssas proteinas.

As sequéncias da Superoxido dismutase Mn (SOD)Cilocromo P450 e da

Apolipoproteina (APO) foram formadas através amtigs a sequéncia da Adenilato

quinase foi obtidas através da comparacao de ugigseiasinglet

Pesc
Molecular Controle Munguba Catoré Embauba Jauari Camwamu
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Figura 6. Fragmento de DNA deolossoma macropomueom similaridade a enzima
Adenilato Quinase 2 (AK2) no periodo de privacamahtar.
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Figura 7. Fragmento de DNA d@vlossoma macropomurcom similaridade a
enzima Superoxido dismutase — Mn (SOD) no periaprivacao alimentar

Peso
molecular
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Figura 8. Fragmento de DNA deolossoma macropomurom similaridade a enzima
Citocromo P450 (CYP 20A1) no periodo de 15 diaalaeentacao.
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Figura 9. Fragmentos de DNA d&olossoma macropomueom similaridade a proteina
Apolipoproteina (APO). A e B no periodo de 1 diaatiementacdo e C no periodo de 15
dias de alimentacao.
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Tabela 4 - Transcritos diferencialmente expressosrptamento e condi¢ao alimentar

Numero do Condicao de Fruto Similaridade no Blast
fragmento alimentagéo
03 Privacao alimentar Embauba Adenilato Quinase 2
34 15 dias de alimentacéo Catoré Citocromo P4581p0
41 e 55 15 dias de alimentacdo Munguba Superoxido Dismutase — Mn
Privacdo alimentar Jauari
40,42 e 46 15 dias de alimentacao Jauari Apolipoproteina

1 dia de alimentacdo =~ Munguba
1 dia de alimentagdo  Catoré

Dois fragmentos encontrados nos peixes que recab@gio com munguba durante
15 dias e nos peixes que foram submetidos a povalfentar apos receber racdo com
jauari, apresentaram similaridade com a enzimacaidiante Superédxido dismutase-Mn. Os
peixes que receberam racéo suplementada com muagqudseriormente foram submetidos
a privacdo alimentar, apresentaram um framento swnilaridade a enzima Adenilato
quinase 2. O fragmento que apresentou similaridam® a enzima de desintoxicagéo
Citocromo P450 foi encontrado nos peixes que reeebeacdo suplementada com catoré
por 15 dias. Trés fragmentos expressos em peixesapeberam racdo suplementada com
munguba e catoré por 1 dia e com jauari por 15 (diabela 4), apresentaram similaridade

com a Apolipoproteina, principal constituinte dadgproteina de alta densidade (HDL).

DISCUSSAO

Neste experimento, o figado foi o tecido utilizapgara a analise da expressao
diferencial de genes em tambaqui alimentado condorasuplementada com frutos e
sementes da Amazonia. O figado desempenha um fegkeimental no metabolismo dos
nutrientes absorvidos no trato digestivo e € igeal® importante para o metabolismo e
desintxicacéo de agentes que podem acompanha&ngsiimentares (Olsivigt al.,2007).

A padronizacgdo da extracdo do RNA do figado aptesdificuldades, uma vez que

as amostras de RNA, em muitos momentos, se apaeaemidegradadas quando observada
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em gel desnaturante. Este problema foi soluciomadozindo o tempo de armazenamento
do tecido (Freezer -80°C) procedendo a extracd@Na logo apds a dissecacéo do 6rgéo,
ou quando isso ndo era possivel, armazenandodoteai periodos curtos de até 15 dias.

A integridade do RNA é essencial ao se trabalbar expressédo génica. Cuidados
especiais devem ser tomados durante o isolamestardastras de RNA para que estejam
livres da presenca de contaminantes (Malhetral, 1998). A qualidade e integridade do
RNA séo fundamentais para assegurar uma quanéficaglida da concentracdo do RNA
nas amostras (Gilsbaa al, 2006) e esta etapa € importante para a sinlesbNA e
consequentemente para a comparacao entre os pddrégpressdo de genes das amostras.

O estudo das diferencas nos modelos de expressiaum dos mais promissores
processos para o entendimento dos mecanismos eerdifacdo e desenvolvimento. E,
entre as técnicas, o DD-PCR tem sido aplicado sumresso em varias areas, pois sua maior
vantagem estd na simplicidade e possibilidade dect@e virtualmente todo 0 mRNA
expresso quando usadas combinagOgsideerssuficientes (Kazian & Kirsch, 1999).

Embora esta técnica tenha facilitado a identiicaglos genes diferencialmente
expressos, o DD-PCR é limitado por apresentar @padutibilidade variada, redundéancia
dos transcritos de mRNA e um significativo indieefdlso positivo (fragmentos que néo
representam genes diferencialmente expressos) (Mahat al.1998). Porém, com o
avanco da técnica, a porcentagem de falsos pcsitiva entre 25 — 30% (Malhotet al,
1998).

Apesar dessas desvantagens, neste experimempioskivel identificar sequiéncias de
transcritos que apresentaram similaridade com ossggue expressam as proteinas titin,
apolipoproteina e citocromo P450 e as enzimas laderquinase e superéxido dimutase-

Mn.
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A proteina Titin, também denominada TTN ou “Coiméct uma proteina gigante,
contituida por um filamento Unico, longo, de apmedamente 30.000 amino-acidos (Labeit
et al, 1997), expressa principalmente em tecido musc@aa funcdo esta relacionada a
contracdo e elasticidade muscular, através dantias&o de forca na linha Z e na
manutenc¢do da tensdo de descanso na regido dallitotiaSatohet al.,2002).

A expressao desta proteina no figado de peixegeatados com frutos e sementes
da Amazobnia, detectada neste trabalho, provaveémestt relacionada a musculatura lisa
presente no figado que contaminou a amostra dueametracdo de RNA, ndo estando
relacionada as condi¢cdes experimetais as quaisedesp foram submetidos. Portanto,
tornam-se necessarios outros estudos para detersna sua expressdo estd sendo
influenciada pelos tipos de dietas experimentais.

A Adenilato Quinase (AK) faz parte de uma famile enzimas fortemente
conservada, que catalisa a reacdo reversivel defeéréncia de fosforo do ATP (adenosina
tri-fosfato) para o AMP (adenosina mono-fosfatarnfando duas moléculas de ADP
(adenosina di-fosfato) (Bruiat al, 2004). Esta reacéo € regulada pela disponidiidie
AMP ou ADP (Stanojeviet al, 2008). Atualmente, trés isozimas principais akerilato
Quinase (AK1l, AK2 e AK3) sdo descritas em vertebsadCada isozima tem uma
distribuicdo celular distinta e um substrato prefiefal, onde a AK1 esta localizada no
citoplasma e o ATP é o substrato; a AK2 catalisaemma reacdo que a AK1, mas esta
localizada no espaco intra-membrana das mitoctdrea AK3, que esta presente na matriz
mitocondrial e tem como substrato preferencial & Gm detrimento a ATP (Yonedaal,
1998).

A AK1 citoplasmética participa do metabolismo e@tico quando niveis locais do
fosfato de alta energia sdo baixos, sustentanddvess do ATP celular a custa do ADP

(Yonedaet al, 1998). Segundo Souza-Junairal (2005) a atividade da AK1 em células
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musculares pode sofrer influéncia das espéciesvasatle oxigénio (ERO). Os autores
destacam que durante o esforgo fisico, 0 metaboleoscular produz precursores de ERO.
Esses precursores acumulam-se nos tecidos e @ga@simeiro efeito de tamponacao do
contetudo de ATP muscular é a e a hidrolise da ¢osétina. A subsequiente diminui¢cdo do
fornecimento de ATP pode levar a um transitorionaald de ADP, a qual estimula a reagéo
catalisada pela AK formando AMP, que rapidamerdesaminado formando IMP e am&nia
pela acdo da enzima AMP desaminase. O IMP (inasioi@o-fosfato) é transformado em

hipoxantina.

Filler & Criss (1971) estudando o desenvolvimeatsicenzima Adenilato Quinase no
figado de rato, observaram que quando um tecido st um abastecimento de energia
razoavelmente constate, uma atividade (ou a had#idle manter a homeostase de energia)
muito pequena da AK é esperada; mas, quando oeabaenhto de energia muda
repentinamente, a atividade da AK do figado aumenta

Estas informacdes sdo confirmadas neste expeomemde o fragmento que
apresentou similaridade no BLAST com a enzima AdeniQuinase foi isolado de
tambaqui que recebeu a racdo suplementada com bajlzaubmetido a posterior periodo de
privacdo alimentar, indicando que este fruto ndacdépaz de suprir a demanda energética
apos o peixe ser submetido a condigéo estressamievdcao alimentar.

A enzima Superoéxido dismutase (SOD) faz parteistersa de defesa antioxidante
dos animais, minimizando o estresse oxidativo gerslas espécies reativas ao oxigénio
(ERO). A geragdo de ERO é uma condi¢@o inevitdeelhmttabolismo do oxigénio em
organismos aerdébicos (Johnsatral, 2002), e 0s peixes, como todos 0s animais aersbic
sdo suscetiveis aos efeitos da ERO e por issoesppads um inerente e efetivo sistema de
defesa aos agentes oxidativos (Martinez-Alvateal, 2005). Este sistema envolve enzimas

como superoxido dismutase (SOD), catalase (CATylatationa peroxidase (GSH-Px), que
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agem diretamente nos radicais superoxido e peréa@didrogénio, convertendo-os em
espécies menos reativas (Scandalios, 2005).

A SOD desempenha um papel importante na via dddoie como a 12 linha de
defesa contra o estresse oxidativo por catalisarokécula reativa do oxigénio (O a
peréxido de hidrogénio @#@,) que € posteriormente reduzido a agua pela catéisik et
al., 2002; Hartoget al,2003).

Em animais aquaticos vérias condi¢cdes sdo rekltadmo indutoras de estresse
oxidativo, principalmente os efeitos de poluentém,(et al., 2007;Cho et al, 2006) e
hipoxia (Sampaiet al.,2008).

Além dos estudos realizados com as condi¢fes iratutde estresse oxidativo,
alguns autores tém apresentado resultados soleteitss da alimentagdo nas respostas a
esse tipo de estresse. Rueda-Jatsal. (2004) mostraram que a espécie de pSréea
senegalensiapresenta aumento significativo da atividade dB §@ando alimentadas com
dietas com alto nivel de energia nao-protéica. iRdst al (2003) observaram aumento na
atividade da SOD en$parus auratasubmetidos a periodos de restricdo e privacao
alimentar. Este mesmo comportamento foi observandvoraleset al(2004) emDentex
dentexsubmetidos a privacdo alimentar; porém, a atividiEal&OD voltou ao nivel normal
quando foram re-alimentados.

Para manter o equilibrio entre a producdo e a ®digfio da ERO, alguns autores
sugerem o uso de agentes antioxidantes ndo enzimddmo o0 acido ascorbico (vitamina
C), o alfa-tocoferol (vitamina E) e o beta carotgpoecursor da vitamina A) (Leet
al.,1998). Nesse sentido, as vitaminas e flavongmesentes nos frutos mostram efeitos
antioxidantes, atuando no controle das concentsagéeQ e HO, (Bianchi & Antunes,
1999). Neste experimento nao foi possivel obsenefeito protetor das vitaminas e agentes

antioxidantes presentes nos frutos utilizados mdementacado das racgdes. Isto pode ter
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acontecido em virtude do tipo de processamentdzesll durante a confeccdo dessas
racdes, que apos a mistura com os frutos e rezmgén, foram submetidas a secagem em
estufa a 55 °C por um periodo de 12 horas. Esteepso pode ter ocasionado a perda ou
inativacdo das vitaminas e outros agentes antinteda

Choet al, (2006) destacaram que mudancas na atividadezilaa SOD em tecidos
de peixes tém sido observadas como respostas coen@xsensivamente usadas como
importantes bioindicadores de estresse oxidatiarérR, estes estudos tém se baseado
apenas em métodos bioquimicos, como medidas deamtes da enzima em extratos de
tecidos. Os autores enfatizam que apesar da inmp@rtantribuicdo dessas metodologias, a
regulacao transcricional dos niveis de mMRNA da $@Dpeixes tem sido pouco estudada.

A expressao da enzima Superoxido Dismutase fdficada neste experimento em
peixes submetidos a privagdo alimentar. Esse askulcondiz com os encontrados por
Pascuakt al (2003) que observaram um aumento na atividadeQia em exemplares de
Sparus aurataque receberam niveis de racdo referentes a 1, 06@0 da biomassa,
guando comparados com o0s que receberam 2%. Olm®arvia@ambém, por andlise de
isozimas, mudangas no padrdo da SOD, onde os peixedle (2%) apresentaram duas
bandas referentes a enzima SOD-Mn e trés bandaeméfs a SOD-Cu e Zn. Os peixes
submetidos a privagdo alimentar apresentaram dauadab de tamanho intermediario a dos
peixes controle, caracterizando uma nova isoforrmaS@OD, que desapareceu apés a
retomada da alimentacdo dos peixes com niveis dds2®tomassa.

Esses resultados indicam que a enzima SOD comg®itamo indicador do estresse
oxidativo em conseqiéncia de uma dieta impréprapaxes. A analise da atividade das
enzimas GST e Catalase (Figuras 5 e 6 — Capituted)izadas em tambaquis alimentados
com ragfes suplementadas com frutos e sementesndedhia demonstraram que a

atividade destas enzimas aumentou no decorrer doiodpe experimental,
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independentemente do fruto utilizado, indicando @neudanca na expresséo da SOD, que é
uma das enzimas do sistema de defesa antioxidpatk ter ocorrido em funcdo do
acumulo de ERO nos tecidos desses animais.

A outra proteina que apresentou similaridade c@gnientos gerados pela técnica
do DD-PCR no tambaqui foi a Apolipoproteina M (ApD. As apolipoproteinas sdo o0s
principais componentes protéicos das lipoproteenaéo classificadas em apo A (apoA-I,
apoA-1l e apoA-1V), apo B (apoB-100 e apoB-48), &¢apoC-I, apoC-Il, apoC-lll), apo E
(Novak & Bydlowski, 1996) e apo M (Xu & Dahlb&ck999). A apolipoproteina M (apo M)
€ uma proteina recentemente descoberta, bastaptessa no figado e no rim dos
vertebrados (Zhangt al., 2007; Feingoldet al., 2008). E encontrada em todas as classes
principais das lipoproteinas. Porém, a maior pdat@apo M é encontrada nas lipoproteinas
de alta-densidade (HDL) (Fabetral, 2004).

Recentemente experimentos indicaram que a apm&téssaria para a formagéo do
pré B - HDL e efluxo do colesterol para o HDL, sugerindfeito protetor contra
arteriosclerose. Zhangt al., (2007) demonstraram que hiperglicemia em ratoygua
queda nos niveis de apo M e que a concentracdo lideseg de 30mM inibe
significativamente a expressdo dessa proteina énraue hepatoblastoma linhagem Hepg
2. Em humanos o nivel de apo M esté correlaciopaiticipalmente ao colesterol total do
plasma, onde a producdo de apo M conduz a uma wlg@im nos niveis de colesterol
(Feingoldet al., 2008), mas esse mecanismo ainda nao € muito benecido (Fabeet al,
2004).

Feingoldet al. (2008) demonstraram que os niveis de mRNA heé&tidos rins de
ratos de laboratorio e os niveis de circulacéo ma M no plasma diminuem durante
processos de inflamacgéo e infeccdo, concluindoagapo M apresenta uma reposta aguda

negativa, que decresce durante estes processosphsacoes fisioldgicas e patologicas da
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queda dos niveis da apo M ainda ndo estdo clamasaetores sugerem que, assim como a
alta expressdo da apo M reduz a arterioesclerodeniauicdo dos niveis dessa proteina
pode acelerar o desenvolvimento de doencas.

Além do papel no transporte reverso do colesterotlas propriedades anti-
arteriogénicas, muitas outras funcbes sdo atribuata HDL e as apolipoproteinas em
mamiferos. Porém, para 0S outros grupos animammpcos peixes, as informacdes séo
limitadas e a relevancia fisioldgica da express@diferentes apolipoproteinas nos tecidos
esti provavelmente subestimada (Conehal., 2003). Estes autores mostraram que a
presenca da apolipoproteina A-l, presente na peleadpa Cyprinus carpid pode estar
ligada a atividade antimicrobiana e destacam quengrovavel que a HDL e suas
apolipoproteinas sintetizadas e segregadas narejgidgeste peixe participem somente da
homeostase do colesterol, especialmente em sadeat@o local, onde uma quantidade
importante de proteina estaria sendo constanterpendéda do revestimento do muco para
0 meio aquatico. Os autores sugerem que estamaqiederia desenvolver importante papel
na protecdo da pele da carpa, assim como em detedsteos.

Estas informagBes sédo corroboradas por Villarbel. (2007) que demosntraram a
atividade antimicrobiana da apo A-l em truta am®-{Oncorhynchus mykisse por
Johnstonet al. (2008) que purificaram a apo A | do plasma de peMerone saxatilis,
examinandan vitro sua atividade antibacteriana corfataeptococusp., Escherichia colie
Mycobacterium marinumSeus resultados indicaram que esta proteina é gentea
antibacteriano eficaz em concentragdes abaixo idessrfisioldégicos do plasma.

Neste experimento, os peixes alimentados comsd®iplementadas com frutos e
sementes ndo apresentaram sinais visiveis de d#@ecqu inflamag¢des que pudessem
sugerir mudancas nos niveis de expressao da apaipina em funcdo destes fatores. As

informacgdes geradas até agora sobre o papel l@oldg apo M em peixes torna este gene
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um candidato a futuras investigagbes sobre as @sng@etabdlicas e sua regulacdo em
funcdo da dieta alimentar desses animais.

A enzima citocromo P450 (CYP) compreende uma $aiméiia de hemoproteinas
que catalisa a oxidagdo de uma variedade de pdpidmicos exdgenos, bem como
substratos enddgenos tais como esterbides e agid®es, vitaminas e prostaglandinas
(Nelsonet al, 1996). Este sistema estd presente em diferé&tas como rim, pulmao,
pele, intestino, cortex adrenal, testiculo, plagentoutros, mas é particularmente ativo no
figado (Orellana & Guajardo, 2004).

Sua expresséo e atividade sao influenciadas persdis fatores como a idade, sexo,
dieta, espécie, tecido e estado hormonal (Cebral., 1992). Olsvik et al (2007),
demonstraram que a CYP é transcrita desigualmentaliferentes partes do figado de
salméo $almo sala), expostos por sete diagla naftoflavona. Estes autores observaram
que a transcricdo desta enzima foi mais elevadsetdo meédia do figado, quando
comparada com as partes proximais e distais dopsg@erindo que a transcrigdo aconteca
principalmente nos hepatdécitos e que aqueles dée pwis proximos dos vasos sanguineos
gue chegam ao figado, respondem mais fortemerg@oadm xenobidtico.

Considerando as fun¢Bes metabdlicas do Citocro#t® R todos os fatores que
influenciam na sua expresséo, tornam-se indispeiséstudos mais aprofundados para

determinar o envolvimento desta enzima nas respastaroducao de frutos e sementes na dieta

de tambaqui.
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CONCLUSAO

Os dados deste trabalho constituem o primeiro estabddre expresséo génica diferencial
em peixes alimentados com adicdo de frutos e sesidatAmazoénia em suas racoes.

A técnica do DD-PCR possibilitou a analise da esgfie dos genes regulados pela
alimentacdo de tambaqui com dietas suplementadasfrtios e sementes da Amazbnia, em
diferentes periodos de alimentacéo (1, 15 e 30 diasbmissado a privacdo alimentar.

Os fragmentos de DNA isolados demonstraram sirddale com os genes das enzimas
Adenilato quinase, Superoxido dismutase, Apoliptgina e Citocromo P450.

A presenca da enzima antioxidante sugere a neadssite um melhor monitoramento
nos niveis de vitaminas das ra¢des, com a incldedoutos que atendam a demanda necessaria
para melhorar o status da defesa oxidativa da iespémw tipo de processamento utilizado para a
confeccdo das racdes experimentais, para que fg@danfaéncia na concentracdo ou atividade
dos agentes antioxidantes presentes nos frutos.

Sete transcritos selecionados neste experimentam@&sentaram similaridades com
sequéncias depositadas no GenBanK e 2 transcri@nf considerados produtos de
proteinas nao identificados. Essas sequUénciasas@tidatas a futuras investigagdes para a
compreensdo de processos especificos do metabalissnanimais alimentados com ragdes

suplementadas com frutos e sementes Amazonia.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de frutos e sementes na suplementdgd&acbes para peixes criados em
cativeiro na Amazonia é uma pratica viavel paragido. Alguns estudos tém se dedicado a
investigar o efeito da introdugcdo de frutos, see®m subprodutos vegetais na ragdo de
peixes, através de andlises de dados biométrieodjgastiblidade, efeitos hematolégicos,
enzimaticos e citogenotoxicos. Neste trabalhonforgilizadas respostas fisioldgicas e
citogenotdxicas para se avaliar o efeito da indu&frutos na ragéo de tambaqui.

Porém, para colaborar com a busca de novas inf@@sasobre os efeitos causados
pela suplementacdo das racdes comerciais com feutesmente, propusemos também
avaliar estas respostas através da expressdonditdrele genes. Andlise de expressao
génica ainda ndo é uma ferramenta utilizada comanfuéqiéncia em trabalhos com
alimentagéo de peixes. Entretanto, pode oferetemimacdes sobre mudancas que ocorrem
em grupos de muitas enzimas ou proteinas ao mesnot cuja atividade seria dificil de
avaliar, necessitando de andlises especificas qaata uma destas enzimas/proteinas em
particular.

Embora a técnica do “Differential Display PCR”,limada neste trabalho para
identificar genes diferencialmente expressos, aptesalgumas limitagdes, com indices de
falso positivo entre 25 a 30%, necessitando ddiawde outras técnicas para a validacao de
seus resultados a confiabilidade dos dados foiestesia pela identificacdo dos genes
responsaveis por enzimas e proteinas descritagenatura como indicadoras do estado
nutricional de peixes e também por medidas pagslelamo os resultados bioquimicos e
fisioldgicos, que indicaram que os frutos adicimsm@ ragdo ndo preveniram as EROS,
provavelmente em fungéo do tipo de processameatizado na confecgdo dessas racoes.

Os dados encontrados por Pascatlal. (2003) indicam que a enzima SOD

comporta-se como indicador do estresse oxidativo amsequéncia de uma dieta
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inadequada nos peixes. Mudancas nos niveis dass@orelo gene da Apolipoproteina M
estdo correlacionadas com alteracdes nos nivetoldsterol do plasma (Feingo#éd al.,
2008), embora este mecanismo ainda ndo estejantottd descrito, e a atividade da
Adenilato Quinase esteja relacionada ao requeroremegrgético do organismo.

As perspectivas desta pesquisa relacionam-se eadagdb dos transcritos
diferencialmente expressos, através da PCR em tam@p que € uma metodologia
confiavel, capaz de quantificar a concentracdordduyto de PCR gerado durante cada ciclo
de amplificacdo. Porém, serd necessério repeéikpsrimentos de alimentagdo de tambaqui
com as ragdes suplementadas com frutos, para gacamolamento de RNA de alta
qualidade, que néo interfira na precisao dos @dodt da PCR em tempo real. A integridade
do RNA é essencial para a validade da quantificaifBgenes expressos, uma vez que
estudos recentes demonstraram que a degradacamatdra altera significativamente a
estabilidade do gene de referéncia (Gilsbetcd, 2006).

Serdo desenhadoprimers com base nas sequéncias obtidas dos fragmentos
diferencialmente expressos e testados nas amostraartir dai obteremos quantidade
apropriada de &cido nucléico alvo durante cada delamplificacdo da PCR.

Com estes procedimentos seré possivel observaosem diferencas significativas
na expressdo dos genes da Apolipoproteina, Aden@etiase, Superoxido Dismutase e
Citocromo P450 em tambaqui alimentado com ra¢felesientadas com diferentes frutos e
sementes da Amazonia.

Aliado a isto, estaremos analisando também ossdesvitaminas B, caroteno (pro-
vitamina A), acido ascérbico (Vitamina C) e alfaderol (provitamina E) das racdes
contendo frutos e sementes da Amazonia para \@riicpresenca desses agentes anti-

oxidantes apdés as etapas de preparo e processaasnmeoes.
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