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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do jejum prolongado e realimentacao sobre
os ajustes metabdlicos, fisioldgicos, teciduais e de desempenho nas espécies nativas
pirapitinga (Piaractus brachypomus) e tambaqui (Colossoma macropomum). No
experimento com a pirapitinga foram avaliadas as respostas em 66 juvenis (68,62 + 2,16
g, 13,83 £ 0,40 cm) distribuidos em 11 tanques (seis peixes/tanque) em sistema de
recirculacdo de agua, sendo um tanque com 6 animais para o tratamento basal. Os
tratamentos corresponderam a um tratamento controle (peixes alimentados
continuamente por 75 dias com dieta comercial) e um tratamento submetido a jejum por
30 dias e posteriormente realimentado por 45 dias com dieta comercial. Foram avaliados
0os parametros sanguineos, teciduais, indices somaticos, histologia intestinal e
desempenho. O jejum promoveu diminui¢do dos niveis de glicose e do indice de gordura
mesentérica, assim como dos niveis de triglicerideos, colesterol, proteinas totais e indice
hepatossomatico. Entretanto, o periodo de realimentacdo de 45 dias promoveu a
recuperagao de todos esses parametros. Além disto, houve diminui¢do no comprimento e
perimetro das vilosidades intestinais, mas com recuperagdo dessas varidveis durante a
realimentac¢do. O jejum promoveu diminui¢ao no ganho em peso e na taxa de crescimento
especifico, porém, a realimentacdo de 45 dias foi suficiente para que os animais
recuperassem esses parametros. No experimento com tambaqui também foram utilizados
11 tanques em que sessenta e seis peixes (71,78 = 10,75 g e 15,50 = 0,61 cm) foram
distribuidos em sistema de recirculagdo de agua e os tratamentos corresponderam a um
tratamento controle (peixes alimentados por 59 dias com dieta comercial) e um tratamento
submetido a jejum por 45 dias e posteriormente realimentado por 14 dias com dieta
comercial. Foram avaliados os parametros sanguineos, teciduais, indices somaticos,
histologia do intestino e das fibras musculares € o desempenho. O jejum promoveu
alteracdes em parametros sanguineos como a glicose, triglicerideos e proteinas totais e
concentragcdo de hemoglobina, além dos indices somaticos. A realimentagdo de 14 dias
promoveu a recuperacdo de todos esses parametros. O comprimento das vilosidades
intestinais e a espessura das fibras musculares, apresentaram redugao a partir do 30° e 15°
dia de jejum, respectivamente, quando comparado ao tratamento controle, mas demonstra
nos 59 dias de realimentacdo a recuperacdo destes pardmetros, sendo semelhante ao
tratamento basal e controle no fim dos dias de realimentacao. O protocolo de alimentacao

empregado em ambos os estudos permitiu que os juvenis de pirapitinga e tambaqui



sobrevivessem e mobilizassem suas reservas corporais durante periodos de jejum
prolongado e recuperagdo de grande parte dessas reservas durante a realimentagdo. O
presente estudo foi capaz de mostrar a capacidade fisiologica que ambas as espécies tém

de suportar longos periodos sem se alimentar em sistemas de produgao.

Palavras-chave: bioquimica, privacdo alimentar, histologia intestinal, pirapitinga,

tambaqui



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of prolonged fasting and refeeding
on metabolic, physiological, tissue and performance adjustments in native species
pirapitinga (Piaractus brachypomus) and tambaqui (Colossoma macropomum). In the
experiment with pirapitinga, responses were evaluated in 66 juveniles (68.62 = 2.16 g,
13.83 £ 0.40 cm) distributed in 11 tanks (six fish/tank) in a water recirculation system,
one tank with 6 animals for the basal group. The treatments corresponded to a control
group (fish fed continuously for 75 days on a commercial diet) and a group subjected to
fasting for 30 days and subsequently re-fed for 45 days on a commercial diet. Blood and
tissue parameters, somatic indices, intestinal histology and performance were evaluated.
Fasting promoted a decrease in glucose levels and mesenteric fat index, as well as in
triglyceride, cholesterol, total protein and hepatosomatic index levels. However, the 45-
day refeeding period promoted the recovery of all these parameters. In addition, there was
a decrease in the length and perimeter of intestinal villi, but with recovery of these
variables during refeeding. Fasting promoted a decrease in weight gain and specific
growth rate, however, the 45-day refeeding was enough for the animals to recover these
parameters. In the experiment with tambaqui, 11 tanks were also used in which sixty-six
fish (71.78 +£10.75 gand 15.50 £ 0.61 cm) were distributed in a water recirculation system
and the treatments corresponded to a control group (fish fed for 59 days on a commercial
diet) and a group subjected to fasting for 45 days and subsequently re-fed for 14 days on
a commercial diet. Blood and tissue parameters, somatic indices, histology of the intestine
and muscle fibers and performance were evaluated. Fasting promoted changes in blood
parameters such as glucose, triglycerides and total proteins and hemoglobin
concentration, in addition to somatic indices. The 14-day refeeding promoted the
recovery of all these parameters. The length of the intestinal villi and the thickness of the
muscle fibers, showed a reduction from the 30th and 15th day of fasting, respectively,
when compared to the control group, but demonstrates in the 59 days of refeeding the
recovery of these parameters, being similar to the group baseline and control at the end
of the refeeding days. The feeding protocol used in both studies allowed pirapitinga and
tambaqui juveniles to survive and mobilize their body reserves during periods of

prolonged fasting and recovery of a large part of these reserves during refeeding. The



present study was able to show the physiological capacity that both species have to

withstand long periods without feeding in production systems.

Keywords: biochemistry, food deprivation, intestinal histology, pirapitinga, tambaqui
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1. INTRODUCAO

A pirapitinga, Piaractus brachypomus, espécie nativa brasileira, ¢ considerada o
terceiro maior peixe de escamas da Amazodnia, perdendo apenas para o pirarucu
(Arapaima gigas) e tambaqui (Colossoma macropomum) (Kubitza, 2004). Possui grande
importancia comercial devido ao seu hébito alimentar onivoro, resisténcia a0 manejo em
cativeiro e facil adaptacao as condi¢des limnologicas desfavoraveis (Chagas et al., 2005).
Entretanto, a disponibilidade de alimento para peixes no ambiente natural, é relacionada
com as oscilagdes sazonais dos niveis das dguas dos rios e lagos brasileiros, gerando
diferencas qualitativas e quantitativas nesta disponibilidade (Izel et al., 2004). Por ser uma
espécie com poucos estudos na literatura, ainda falta conhecimento de diversos fatores de
desempenho respostas fisiologicas e metabolicas frente a ndo disponibilidade de

alimento, além de conhecer as possiveis adaptagdes da espécie.

O tambaqui, Colossoma macropomum, ¢ uma espécie originaria das bacias
Amazodnica e do Orinoco e ¢ a segunda mais importante espécie produzida no Brasil,
representou 31,2% da produgdo nacional, em 2021, com 262.370 toneladas (PEIXE BR,
2022). Apresenta rapido crescimento, rusticidade e elevada qualidade de carne (Aratjo-
Dairiki et al., 2018), além de ser um peixe que se adapta facilmente aos sistemas de cultivo
e tem ampla aceitacdo para consumo no Brasil e em paises como Colombia, Peru e
Venezuela (Maia e Rodriguez-Amaya, 1992; Woynarovich e Anrooy, 2019). Além disto,
¢ uma espécie que apresenta grandes reservas de gordura corporal que podem ser

utilizadas como fontes de energia durante a escassez de alimento (Assis et al., 2020).

No ambiente silvestre, a privagdo do alimento se apresenta, em muitas espécies de
peixes, como parte de seu ciclo natural de vida (Navarro e Gutiérrez, 1995). Durante a
privacdo, os animais podem usar diferentes fontes de energia endogena, como
carboidratos, lipidios e proteinas para manter os niveis de glicose no sangue e apresentar
uma capacidade de recuperacdo do seu crescimento apds normalizagdo da sua
alimentacao (Navarro e Gutiérrez, 1995). No entanto, a mobilizacao de reservas corporais
depende da espécie, fase de crescimento que o animal se encontra, condigdes ambientais,
e duragdo do periodo de jejum e realimentacdo e assim, os peixes podem mobilizar
reservas corporais para sobreviver aos periodos de escassez de alimentos (Dar et al.,
2018). Essas mobilizagdes incluem a degradagao de lipidios no figado (Marqueze et al.,

2018), musculo (Favero et al., 2018) e tecido adiposo (Nebo et al., 2018). De acordo com
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Furné et al. (2012), os peixes podem utilizar a proteina muscular como principal fonte de
energia nestes periodos e também degradar o glicogénio hepatico em glicose, como fonte

energética (Blasco et al., 1992; Barcellos et al., 2010; Li et al., 2018; Nebo et al., 2018).

A diversidade de espécies de peixes faz com que eles apresentem estruturas e
habilidades distintas quando comparados a outros tratamentos animais. Abelha et al.
(2001) explicaram que peixes onivoros e¢ herbivoros possuem capacidade de mudar a
estrutura e as propriedades absortivas do seu sistema digestivo em resposta a alteragdes
nas dietas. Para melhorar a absorcdo de nutrientes, a superficie intestinal pode aumentar
sem ocorrer o aumento do comprimento do intestino e, em situagdes de privacao
alimentar, o intestino pode aumentar de tamanho, como estratégia para expandir o tempo
de permanéncia do alimento no trato digestivo e melhorar a eficiéncia absortiva dos
nutrientes (Silveira et al., 2009). O comprimento dessas microvilosidades também pode
ser alterado conforme o estado nutricional do peixe, podendo diminuir em situa¢des de

jejum prolongado (Rotta, 2003).

Respostas metabolicas e/ou produtivas em diferentes regimes de alimentagdo e
envolvendo periodos de jejum e realimentagdo tém sido estudadas em varias espécies de
peixes como Labeo rohita (Dar et al., 2018), Oreochromis niloticus (Palma et al., 2010),
Oncorhynchus mykiss (Nikki et al., 2004), Scaphyrhynchus suttkusi (Morshedi et al.,
2017) e Dicentrarchus labrax (Pérez-Jiménez et al., 2007) e em espécies nativas
brasileiras como o Piaractus mesopotamicus (Souza et al., 2003; Ortiz et al., 2008; Favero
et al., 2017; Favero et al., 2020), Colossoma macropomum (Ituasst et al., 2004; Santos et
al., 2010; Santos et al., 2013; Assis et al., 2020) e matrinxa (Urbinati et al., 2014). Para
juvenis de P. brachypomus, existem apenas trés estudos na literatura utilizando-se
protocolos curtos (Favero et al., 2022) e/ou alternados (Rodriguez e Landines, 2011;
Rodriguez e Landines-Parra, 2018) de jejum e realimentacdo e objetivando-se o
crescimento compensatorio no sistema de produgdo. J& para juvenis de C. macropomum
existem estudos em que se analisa o desenvolvimento e a exigéncia proteica da espécie
sob restricdo alimentar, como em Ituassu et al. (2004) e Santos et al. (2010), uso da
restri¢do alimentar como estratégia de manejo alimentar aos finais de semana, como em
Assis et al. (2020) e desempenho zootécnico e indices fisiologicos sob diferentes regimes

alimentares no sistema de bioflocos, como em Nakayama et al. (2022).
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O limite do jejum no habitat natural entre o jejum em ambiente controlado nao ¢
claro e varia de acordo com a espécie, a restri¢ao alimentar prolongada ¢ uma situagdo
onde o organismo, que mesmo estando apto a se alimentar, ndo se alimenta devido as
limitagdes extrinsecas que podem envolver a disponibilidade de alimento e sua extensao
pode afetar a homeostase devido a alteragdes que interferem no funcionamento normal
de orgdos (Lignot e LeMaho, 2012). Devido a estes acontecimentos algumas adaptagdes
fisiologicas sdo notaveis entre as espécies que ja possuem o jejum no ambiente natural de
vida e também quando sdao submetidos a experimentos controlados, tais habilidades
incluem uma preservagao eficiente de proteinas, um controle dos corpos cetdnicos com
intuito de evitar a acumulacao a niveis que possam induzir uma acidose metabdlica (Secor

e Carey, 2016).

Desta forma, torna-se evidente a necessidade de conhecer melhor como essas
espécies nativas de grande importidncia no mercado nacional, se relacionam com a
restricdo alimentar, através das respostas metabolicas, fisiologicas, histologicas, além de
compreender os mecanismos que operam em periodos longos sem alimentacdo pode

ajudar a otimizar o desempenho ¢ 0 manejo nessas condi¢des (Bar, 2014).

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Pirapitinga

A pirapitinga, Piaractus brachypomus, € um peixe nativo da América do Sul e que
tem distribui¢do natural nos rios Solimdes-Amazonas € Orinoco. A espécie € considerada
o terceiro maior peixe de escamas da Amazonia, perdendo apenas para o pirarucu e para
o tambaqui (Kubitza, 2004). A espécie tem grande importancia comercial devido a seu
habito alimentar, resisténcia ao manejo em cativeiro e facil adaptacdo as condigdes
limnolégicas desfavoraveis. Seu habito alimentar € tipicamente onivoro, sendo frutos,
sementes pequenas, peixes, as principais fontes de alimentacdo da espécie na natureza
(Chagas et al., 2005). Nas inundagdes, a oferta de frutos e sementes ¢ abundante e, por
isso a espécie torna-se herbivora nessa época. Entretanto, a medida que o nivel da dgua e

os alimentos diminuem, a pirapitinga, que tem comportamento oportunista, aproveita
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todo alimento disponivel, incluindo vegetais em decomposi¢do, fezes, pequenos peixes,

invertebrados e restos de animais mortos (Izel et al., 2004).

De acordo com Vasquez-Torres (2005), o peso comercial da pirapitinga pode ser
atingido entre 180 e 365 dias, em densidades de 1,5 a 3,0 peixes/m? em viveiros € a
producdo nacional dessa espécie, em 2019, foi de 1754 toneladas (IBGE, 2020). Além
disso, a espécie vem sendo amplamente cultivada em pisciculturas, apresentando grande
habilidade para ganhar peso, além da rusticidade e adaptabilidade em sistemas produtivos
(Matsse, 2002). A pirapitinga e seu hibrido tambatinga (C. macropomum x P.
brachypomus) estdo entre os peixes redondos mais criados na piscicultura nacional, com
producdo de 53.394 toneladas, especialmente nas regides norte, nordeste e centro-oeste
(IBGE, 2020). Muitos produtores utilizam esta espécie para realizar hibridacdo, seja com
o tambaqui, gerando o tambatinga, o piqui (P. brachypomus x C. macropomum) ou o

pacu, gerando a patinga (P. mesopotamicus X P. brachypomus).

Em ambiente natural, periodos curtos ou longos de baixa disponibilidade de
alimento, privagdo alimentar e sazonalidade na alimentacdo fazem parte do ciclo de vida
natural destes peixes, como em periodos de reprodugdo, migracdo para desova e
mudangas de temperatura (Bayir et al., 2011). Devido a este crescente desenvolvimento
da pirapitinga nos meios aquaculturais, torna-se necessario estudar melhor os aspectos
fisiologicos e de crescimento da espécie em cativeiro, como por exemplo, entender como
essa espécie modula suas respostas fisioldgicas em situagdes de jejum e também apds a

realimentacao.

2.1.2 O Tambaqui

O tambaqui, Colossoma macropomum, espécie nativa, naturalmente encontrada
nas bacias do rio Amazonas e Orinoco (Gomes et al., 2010). E uma espécie migratdria,
pertencente ao tratamento de peixes redondos (Kubtiza, 2004), de grande importancia
para aquicultura brasileira (Baldisserotto, 2009), sendo a principal espécie nativa
cultivada no Brasil, tendo alcangado uma produgdo aquicola de produgao de 262 mil
toneladas em 2021 (PEIXE BR, 2022) e também ¢ bem produzida em outros paises da
América do Sul e Central (FAO 2014). Considerado o segundo maior peixe da bacia
amazonica, sendo o primeiro a espécie Arapaima gigas, podendo alcancar cerca de 1

metro de comprimento e até 30 kg de peso (Lopera-Barrero, 2011).
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A espécie possui habito alimentar onivoro, mas também com tendéncia a herbivoro,
filtrador e frugivoro, ou seja, se adapta facilmente a alimentacdo fornecida e possui
capacidade de digerir proteina tanto de origem animal quanto vegetal (Aratjo-Lima e
Goulding, 1998), e devido a esta capacidade, tem possibilidade de alternar os niveis de
fontes proteicas, facilitando a aceitagdao da dieta disponivel. (Nunes et. al., 2006). Nos
meses de migracdo, a alimentagdo € escassa e para manter o equilibrio energético, os
individuos adultos utiliza-se de reserva de gordura abdominal para suprir as necessidades
fisiologicas (Woynarovich, 1986). Além disso, apresentam rastros branquiais longos e
numerosos, o que favorece a alimentacdo no periodo de seca dos rios quando nio ha
abundancia de alimentos disponiveis, e devido aos rastros branquiais conseguem se

alimentar de zooplancton (Goulding e Carvalho, 1982).

A grande aceitacdo no mercado, a facilidade de obter formas jovens, a rusticidade
e o grande potencial de crescimento justificam o cultivo crescente da espécie (Gomes et
al., 2010). Silva et al. (2000), demonstram que a espécie ¢ capaz de adaptar o seu
metabolismo de acordo com a disponibilidade de alimentos, visto que em ambiente
natural em fun¢do do regime de chuvas, pode ocorrer escassez de frutos e sementes e
menor disponibilidade de alimento (Goulding e Carvalho, 1982). A espécie ¢ de grande
relevancia econdmica da aquicultura brasileira devido ao alto valor nutricional, excelente
desempenho zootécnico e reproducdo em cativeiro (Baldisserotto e Gomes 2013; Araujo
et al. 2018). Apesar da grande produgdo e popularidade do tambaqui, informagdes sobre
seus parametros fisioldgicos, metabdlicos em cativeiro ainda sdo limitados (Reis et al.

2019).

2.2 Protocolos de jejum / realimentagdo

No cultivo comercial, a alimentacao pode gerar custos de até 70% e a utilizacao do
jejum pode ser uma alternativa a diminuig¢@o desses custos, pois sabe-se que 0s peixes
podem sobreviver por um longo periodo sem se alimentar e, para muitas espécies, o
periodo de jejum faz parte do seu ciclo natural de vida (Palma et al., 2010), como meses
de inverno, migragdo para desova e/ou estagios de pré-desova, podem ser naturalmente
periodos em que os animais ndo se alimentam (Blasco et al., 1992; Marqueze et al., 2018;
Navarro e Gutiérrez, 1995; Rueda et al., 1998). Durante a privagdo, os animais podem

usar diferentes fontes de energia endogena, como carboidratos, lipideos e proteinas para
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manter os niveis de glicose no sangue e apresentar uma capacidade de recuperacao do seu
crescimento apds normalizagdo da sua alimentacdo (Navarro e Gutiérrez, 1995). A
adogdo de protocolos de jejum e realimentagao na aquacultura tem sido amplamente
utilizada como ferramenta para reduzir custos com alimentagdo, melhorar a qualidade da
agua, aumentar a eficiéncia de producdo de peixes (Nebo et al., 2018; Passinato et al.,
2015; Souza et al., 2003; Takahashi et al., 2011; Urbinati et al., 2014; Xiao et al., 2013)

e manipular as alteragdes bioquimicas e metabodlicas (Baldan, 2008).

De acordo com Farbridge e Leatherland (1992), a duragdo do periodo de jejum
pode se apresentar em dois estados fisiologicamente diferentes. O primeiro se relaciona
com as fases curtas do jejum (periodos menores que 10 dias) e se caracteriza pela rapida
mobilizacdo das reservas disponiveis, como gorduras corporais (Salgado-Ismodes et al.,
2020), proteina muscular (Furné et al., 2012), glicogénio hepatico (Meton et al., 2003) e
reservas energéticas do figado (Souza et al., 2002). O segundo est4 vinculado a periodos
cronicos de jejum e se associa a um pronunciado catabolismo lipidico e proteico, assim
como a perda de peso corporal. A utilizagdo de protocolos de jejum prolongado objetiva
também conhecer a fisiologia das espécies, por meio da utilizagdo de suas reservas
corporais e o restabelecimento dessas reservas apods a realimentagdo. Os peixes podem
mobilizar suas reservas corporais para sobreviver aos periodos de escassez de alimento
(Dar et al., 2018; Navarro e Gutiérrez, 1995), como a quebra de glicogénio no figado
(Johansson et al., 2016; Marqueze et al., 2018), musculo (Favero et al., 2018) e tecido
adiposo (Johansson et al., 2016; Nebo et al., 2018) e uso de proteina muscular como
principal fonte de energia em algumas espécies (Furné et al., 2012), como Anguilla
anguilla L. (Dave et al., 1975; Renauld e Moon, 1980), carpa (Carassius auratus L.)
(Storer, 1967), solha (Pleuronectes platessa L.) (Moon e Johnson, 1980).

O processo de restricdo alimentar pode nao ser otimizado para algumas espécies,
e o uso de dietas com baixa qualidade nutricional no periodo de realimentagdo, pode afetar
o ganho de peso dos animais, promover alteragdes imunologicas e gerar estresse (Herrera
et al., 2016; Kuniyoshi et al., 2019). Durante o jejum os animais passam a utilizar as
reservas do tecido adiposo e musculo esquelético para manter o seu metabolismo e a
consequéncia desse processo ¢ a perda de massa corporal, ndo levando a prejuizos criticos
aos animais. Souza et al. (2000), em um estudo com juvenis de pacu submetidos a 60 dias
de jejum, obtiveram como resultado nos primeiros momentos de restricdo uma redugao

do glicogénio hepatico. Esse resultado sugere que esta ¢ uma reserva prontamente
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disponivel para a manutencdo da homeostase glicémica, podendo ser mantida ou
restabelecida por meio da mobilizagdo de outras fontes de energia, como proteinas e
lipideos. Os autores também constataram que, em periodos de privacao alimentar
prolongada, a concentracao de lipideos no figado, visceras e musculo diminuiram, os
acidos graxos livres plasmaticos aumentaram e a glicose sanguinea permaneceu
inalterada. A elevagdo de 4cidos graxos livres pode inibir a utilizagdo de glicose pelos
tecidos e consequentemente a liberagao de glicose pelo figado (Takahashi, 2007). Gimbo
et al. (2015) avaliaram os efeitos do jejum prolongado (30 dias) sobre os niveis de cortisol
plasmatico em juvenis de pacu, observaram que nos peixes em jejum o cortisol
apresentava niveis mais elevados, sugerindo um possivel envolvimento deste hormonio
em processos catabdlicos, por serem utilizados para produ¢do de energia durante o
periodo de privagdao alimentar. Souza et al. (2002) observaram que juvenis de pacu
submetidos a ciclos de quatro e seis semanas de restricdo alimentar, seguidas de nove e
sete semanas de realimentagdo, respectivamente, apresentaram a mesma tendencia de
mobilizacdo de reservas energéticas durante o periodo de jejum prolongado. Devido esta
mobilizagdo, os depositos energéticos hepaticos foram rapidamente recuperados quando
o fornecimento de alimento foi restabelecido, evidenciando a capacidade de uma espécie
de sobreviver a periodos de restricdo alimentar depende da eficiéncia na utilizacdo e
posterior reposi¢ao de suas reservas endogenas. Rios et al. (2005) relataram que em
curimbata (Prochilodus spp.) submetido a jejum superior a 35 dias houve perda de
eritrocitos circulantes com redugao do volume, queda do hematdcrito e da concentragao
de hemoglobina, sugerindo prejuizo na fun¢do hematopoiética. As primeiras reservas a
serem utilizadas pela espécie curimbata foram o glicogénio hepatico (sete dias de jejum)
seguidas dos lipidios do tecido adiposo perivisceral (14 dias de jejum), sendo o glicogénio
utilizado novamente apenas ap0ds o esgotamento das reservas do tecido adiposo (Rios et
al., 2005; 2006). Forgati (2011) reporta que o jejum pode provocar alteracdes nas fibras
musculares, promovendo alteracdo nas c€lulas da musculatura da carpa, redu¢do na
espessura das fibras e reducdo da densidade das fibras menores, provavelmente

degradadas durante a privagdo para a manutenc¢do do animal.

J& na fase de realimentacio, o figado estara totalmente envolvido no metabolismo
dos nutrientes e atividades fisiologicas, gerando respostas metabolicas devido ao fim do
jejum com intuito de sanar as necessidades energéticas e reestabelecer o equilibrio

corporal (Ituassu et al., 2006; Salomao et al., 2017; Liu et al., 2019). A realimentacao
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induz diferentes respostas, e estas dependem de fatores como espécie, idade, condi¢des
ambientais e periodo de jejum (Navarro e Gutiérrez, 1995). No geral, os peixes
realimentados mostram réapida recuperacdo do peso, conhecido como ganho
compensatorio, sustentado pela rapida recuperagao do perfil metabolico (Soengas et al.,
1996; Méton, et al., 2003; Morales et al., 2004; Kuniyoshi et al., 2019; Liu et al., 2019).
Por isso, a duragdo dos periodos de jejum e realimentagdo constitui-se como fator
relevante na determinagdo da dinamica de adaptacdo, visto que pode condicionar a
priorizagao de uma ou outra via metabodlica (Vigliano et al., 2002). Méndez & Wieser
(1993) reportam que a medida que se aumenta a duragdo do periodo de jejum, a
recuperagdo dos niveis de glicogénio muscular na realimentag¢ao ¢ mais rapida e de maior
intensidade. Assim, durante os primeiros dias de jejum h4 uma mobilizacao de glicogénio
em todos os 0rgaos, enquanto que a medida que se aumenta o periodo de jejum se utilizam
tanto lipidios e proteinas como substratos energéticos por meio de rotas metabodlicas

intermediarias como acetogénese e a gliconeogénese (Vigliano et al., 2002).

2.3 Metabolismo e mobilizagdo energética

Os peixes possuem menores exigéncias energéticas, por nao necessitarem manter
a temperatura corporea constante € também pouco gasto para se movimentar na agua,
além de excretar os metabdlicos nitrogenados na agua, perdendo menos energia no
catabolismo proteico e excrecao de nitrogénio (Baldisserotto, 2009). A energia necessaria
para os processos vitais origina-se a partir do catabolismo dos macronutrientes, como
proteinas, carboidratos e lipidios (Rungruangsak-Torrissen et al., 2009). Os peixes que
possuem habito alimentar classificados como onivoros, possuem maior capacidade de
regular as concentragdes de glicose circulante no sangue, e isso pode explicar a maior
capacidade desses animais em utilizar carboidratos como fonte de energia, quando

comparados as espécies carnivoras (Hemre et al., 2002).

De acordo Soengas et al. (2006), os peixes possuem um sistema complexo quando
envolve a regulacdo da glicose, e foi demonstrado que em situagdes de hiperglicemia,
quando observam alteragcdes na ingestdo de alimento, e em situagdes de jejum, podem
ocorrer alteragdes nos niveis de glicose e de glicogénio. Para Musson et al. (2009), em
periodo de jejum, ocorre a mobilizacdo do glicogénio, para liberagdo de glicose, como

fonte energética para o sistema nervoso central, possibilitando sanar as necessidades
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oxidativas de outros tecidos, além da degradacdo de proteinas e aminodcidos. Porém
segundo Souza et al. (2000), em experimento com restri¢do alimentar em juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus), nao foram observadas diferengas significativas na glicemia
entre os tratamentos continuamente alimentados e os submetidos ao jejum prolongado de

60 dias.

A restricao alimentar pode afetar os niveis de glicose nos peixes, pois ha uma menor
disponibilidade de alimento, proporcionado pela condi¢ao de jejum (Gomes et al., 2001).
A necessidade de obtencado de glicose ¢ sanada a partir da quebra de glicogénio no figado
(glicogendlise), ou via gliconeogénese (Polakof et al., 2012; Polakof e Panserat, 2016).
Porém, estudos com outras espécies demonstram que a glicose pode se manter inalterada
(Barcellos et al., 2010; Costas et al., 2011; Lopez-Luna et al., 2013; Nebo et al., 2018,
Silva et al., 2019; Assis et al., 2020), enquanto outros mostram aumento (Caruso et al.,
2010) ou mesmo diminui¢dao (Favero et al., 2018; Favero et al., 2020), pois essas
altera¢des dependem da duragdo do jejum e do funcionamento do metabolismo de cada

espécie (Caruso et al., 2010).

Nikinmaa et al. (1984) afirmam que alteragcdes na concentragdo de hemoglobina
em peixes desafiados por periodos de jejum podem estar relacionadas com a necessidade
do organismo em melhorar a manutencdo de oxigénio, mas em outro estudo com o
tambaqui submetido a restricdo alimentar (Assis et al., 2020) ndo foram encontradas
alteracdes nas concentracdes de hemoglobina. Estudos como o de Li et al. (2018) também
relataram que o jejum pode inibir a lipogénese e induzir & mobilizacdo de reservas
lipidicas através da lipdlise e B-oxidagdo de acidos graxos. O colesterol pode ser obtido
da dieta (via exdgena) ou sintetizado (via endogena) pelo figado e intestino (Maita et al.,
2006) e transportado por lipoproteinas (Zhu et al., 2014). Geralmente o colesterol ndo ¢
utilizado como fonte de energia pelos peixes (He et al., 2015). Favero et al. (2020)
afirmam que as respostas ao colesterol tém sido controversas entre as espécies,
apresentando aumento em Siberian sturgeon (Ashouri et al., 2019; Shirvan et al., 2020),
Piaractus mesopotamicus (Favero et al., 2020) e Lophiosilurus alexandri (Silva et al.,
2019), diminui¢do em Sturgeon acipenser € Oncorhynchus mykiss (Furné et al., 2012),
em Dentex dentex (Pérez-Jiménez et al., 2012) ou inalteracdo em Siberian sturgeon (Jafari
et al., 2019) e Oreochromis niloticus (Nebo et al., 2018), submetidos a diferentes

estratégias de jejum e realimentacdo.
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A mobilizacdo das proteinas também ¢ uma maneira de manter os processos de
vitalidade em peixes quando submetidos a periodos de jejum (Sheridan e Mommsen,
1991). Desta forma, pode ocorrer a protedlise do musculo quando as demais reservas
disponiveis sdo amplamente consumidas (Navarro e Gutierrez, 1995). O catabolismo de
proteinas e aminodcidos pode ocorrer para atendimento das necessidades oxidativas dos
tecidos, assim como ocorre com a mobiliza¢do de glicogénio para liberagdo da glicose
como combustivel energético (Berne e Levy, 2000). Sendo assim, as concentragdes de
proteinas plasmaticas podem diminuir através de hemodilui¢ao, jejum induzido, situagdes
de estresse ou falha dos hepatdcitos devido ao acimulo de lipidios (Sala-Rabanal et al.,
2003). Os efeitos fisiologicos do jejum podem variar, pois sdo dependentes da espécie de
peixe em estudo (Furné et al., 2012), tamanho (Glencross e Bermudes, 2011), dieta

(Hilton, 1982) e a duragdo dos periodos de jejum e realimentacdo (Reigh et al., 2006).

2.4 Alteragoes histologicas do intestino

As mensuragdes das vilosidades intestinais de peixes podem servir como
parametros de integridade da mucosa intestinal e pardmetros morfologicos dos vilos,
evidenciando a capacidade digestiva e de absor¢ao do alimento no intestino dos peixes
(Ferreira et. al., 2014) que variam de acordo com o habito alimentar de cada espécie e do
ambiente onde vivem (Baldiserotto et al., 2014), além de apresentar uma resposta a dieta
disponivel e compreensdo do processo fisioldgico dos animais. Honorato et al. (2013),
avaliaram a histologia do intestino de Oreochromis niloticus e observaram que o aumento
das vilosidades intestinais ocorre por consequéncia da alimentag@o disponivel. O jejum
ocasiona mudancas que podem comprometer a atividade digestiva (Ostaszewska et al.,
2006), provocando a reducdo da altura e do comprimento das vilosidades, reduzindo a
area do epitélio e, como consequéncia, diminuindo a sua capacidade de absorc¢ao (Segner
et al.,, 1987; Hall and Bellwood, 1995; Shaibani et al., 2013). Segundo Green e
McCormick (1999), a reducdo das vilosidades ¢ indicativo de falta de alimento no trato
digestorio e o seu aumento pode ser entendido como a melhora na integridade da mucosa
(Carvalho et al., 2011), visto que o equilibrio entre a renovagao e a perda de células, que
ocorre normalmente no intestino, mantém o tamanho dos vilos e a capacidade digestiva e
de absorc¢ao intestinal (Ferreira et al., 2014). Quanto a integridade da mucosa intestinal,

havera a uniformidade de seus vilos, que ¢ importante para a densidade das vilosidades
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compativel com a altura, considerando a area da luz intestinal, espaco fundamental para

a passagem do alimento, o que ¢ de relevancia na producdo animal (Schwarz et al., 2010).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo conhecer a fisiologia e o desempenho de
juvenis de P. brachypomus e C. macropomum submetidos a jejum prolongado seguido de

realimentacdo em sistema de recirculacdo de agua.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os pardmetros sanguineos e teciduais de juvenis de P. brachypomus, e C.

macropomum frente a periodo prolongado de jejum e realimentacao.

Avaliar os parametros histoldgicos de juvenis de P. brachypomus, € C. macropomum

frente a periodo prolongado de jejum e realimentagao.

Avaliar o desempenho de juvenis de P. brachypomus, ¢ C. macropomum frente a

periodo prolongado de jejum e realimentagdo.
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Abstract

Physiological, growth performance and histological responses were evaluated in juvenile
pirapitinga (Piaractus brachypomus) submitted to prolonged fasting and refeeding. Sixty
fish (68.62 £ 2.16 g, 13.83 + 0.40 cm) were distributed in 10 tanks (six fish/tank) in a
water recirculation system plus six in a tank for baseline determination. Treatments
corresponded to a control group (fish fed continuously for 75 days with a commercial
diet) and a group submitted to fasting for 30 days and later re-fed for 45 days with a
commercial diet. Blood parameters (hemoglobin, glucose, triglycerides, cholesterol and
total plasmatic protein concentrations), muscle lipid concentration, hepatosomatic and
mesenteric fat indices, and performance parameters (final weight, weight gain, specific
growth and consumption) were evaluated, as was intestine histology through changes in
length and perimeter of intestinal villi. Collections (blood and tissue) and biometrics were
performed at 0 (baseline), and from both groups at days corresponding to 15 and 30 days
of fasting and at 15, 30 and 45 days of refeeding of the fasting group. There was a decrease
in glucose and mesenteric fat index at 30 days of fasting, as well as a decrease in
triglycerides, cholesterol, total protein and hepatosomatic index at 15 days of fasting. The
45-day refeeding promoted recovery of all these parameters. There was no significant
difference in final weight between control and fasting groups. However, there was a
decrease in weight gain (at 30 days of fasting) and in specific growth rate (after 15 days
of fasting). The refeeding period was sufficient for the fasted fish to achieve a good
growth performance response, similar to the control. The fasting fish experienced a
decrease in length and perimeter of intestinal villi, but a refeeding period of 30 days
promoted recovery of these variables. The feeding protocol employed allowed pirapitinga
juveniles to survive and mobilize part of their body reserves, with the exception of muscle
lipid, during a prolonged fasting period (30 days). However, in general, refeeding was
sufficient for the animals to restore their body needs, growth performance and intestinal

integrity.

Keywords: Biochemistry, food deprivation, intestine histology, pirapitinga
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1. Introduction

Pirapitinga, Piaractus brachypomus, is a native South American fish naturally
distributed in the Solimdes-Amazonas and Orinoco rivers. The species is considered the
third largest scalefish in Amazon Basin behind the pirarucu (Arapaima gigas) and the
tambaqui (Colossoma macropomum) (Kubitza, 2004). It is of great commercial
importance due to its omnivorous feeding habit, resistance to handling in captivity and
easy adaptation to unfavorable limnological conditions. Its diet in nature is based on the
ingestion of fruits, seeds and small fish (Chagas et al., 2005). However, for native fish in
their natural environment, seasonal fluctuations in water levels in Brazilian rivers and
lakes generate qualitative and quantitative differences in food availability (Izel et al.,

2004).

Food deprivation appears as part of the natural life cycle of many fish species in
the wild (Navarro and Gutiérrez, 1995). During deprivation, animals can use different
endogenous energy sources, such as carbohydrates, lipids and proteins, to maintain blood
glucose levels, and show a capacity for growth recovery after diet normalization (Navarro
and Gutiérrez, 1995; Pérez-Jiménez et al., 2011). In captivity, mobilizations through the
degradation of liver glycogen into glucose (Blasco et al., 1992; Barcellos et al., 2010; Li
etal.,2018; Nebo et al., 2018), and the utilization of lipids in liver (Marqueze et al., 2018),
muscle (Favero et al., 2018) and adipose tissue (Nebo et al., 2018), have been observed,
whereas many species use muscle protein as the main source of energy during such

periods of food shortage (Furné et al., 2012).

Fish, due to the great diversity of species, have different structures and abilities
compared to other animal groups. According to Abelha et al. (2001), omnivorous and
herbivorous fish can change the structure and absorptive properties of their digestive
system in response to changes in diet. For example, nutrient absorption can be improved
by increasing intestinal surface without increasing intestine length and, in situations of
food deprivation, the intestine can be increased in size as a strategy to extend the amount
of time that food remains in the digestive tract, thereby improving nutrient absorption
efficiency (Silveira et al., 2009). The length of microvilli can also be altered according to

fish nutritional status and may decrease in situations of prolonged fasting (Rotta, 2003).
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Metabolic and/or productive responses under different feeding regimes and
involving fasting and refeeding periods have been studied for several species of fish, such
as Labeo rohita (Dar et al., 2018), Oreochromis niloticus (Palma et al., 2010),
Oncorhynchus mykiss (Nikki et al., 2004), Scaphyrhynchus suttkusi (Morshedi et al.,
2017) and Dicentrarchus labrax (Pérez-Jiménez et al., 2007), as well as native Brazilian
species such as Piaractus mesopotamicus (Souza et al., 2003; Ortiz et al., 2008),
Colossoma macropomum (Ituassu et al., 2004; Santos et al., 2010; Santos et al., 2013;
Assis et al., 2020) and Brycon amazonicus (Urbinati et al., 2014). For P. brachypomus
juveniles, however, there are only three published studies using short (Favero et al., 2022)
and/or alternating (Rodriguez and Landines, 2011; Rodriguez and Landines-Parra, 2018)
fasting and refeeding protocols, and aiming at compensatory growth. The present study,
therefore, aimed to know the physiological limits, as well as the growth performance and
histology, of P. brachypomus juveniles facing prolonged periods of fasting (30 days) and
refeeding (45 days) in captivity.

2. Material and Methods

2.1 Fish and experimental conditions

The experiment was performed in the Laboratorio de Aquacultura (LAQUA) of
the Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil, and followed a protocol approved by the CEUA
(11/2022).

Sixty-six Piaractus brachypomus juveniles (mean initial body weight 68.62 + 2.16
g, mean total length 13.83 + 0.40 cm) were distributed in 10 tanks of 100 L useful volume
(density of six fish/tank) in a water recirculation system plus six in another tank for
baseline determination. The fish were acclimatized for 15 days, receiving a commercial
extruded diet (Laguna Onivoros Alevinos, 2.6mm, Socil: 36% crude protein, 7% ether
extract, 5% crude fiber, 9% mineral matter, 1-1.8% calcium and 1% phosphorus), twice
a day (10h0Omin and 16h00Omin). The water quality parameters, measured during the
acclimatization period and weekly during the test were as follow: temperature of 28.43 +

1.03 °C and dissolved oxygen of 4.47 £ 0.45 mgL-1 (measured using a YSI
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multiparameter probe, EcoSense® DO200A, Yellow Springs Instrument Co. Inc., Yellow
Springs, OH, USA); pH of 6.36 + 0.78 (measured using a K39-0014PA pH meter,
KASVI, Sao José dos Pinhais, PR, Brazil); and total ammonia of 0.20 + 0.11 mgL-1
(measured using a Alfakit colorimetric test commercial kit; www.alfakit.com.br) The
water quality parameters measured in this experiment were in accordance with the
requirements of the species, according to Vasquez-Torres et al. (2002) and Vasquez-

Torres et al. (2011).

2.2. Experimental protocol and sampling

2.2.1 Experimental groups

- Control: fish continuously fed with commercial extruded diet (Laguna Onivoros
Alevinos, 2.6mm Socil: 36% crude protein, 7% ether extract, 5% crude fiber, 9% mineral
matter, 1-1.8% calcium and 1% phosphorus) twice a day (10h00min and 16h00min) until
apparent satiety for 75 days;

- Fasting: fish submitted to fasting for 30 days and then re-fed for 45 days with an
extruded commercial diet (Laguna Onivoros Alevinos, 2.6mm Socil: 36% crude protein,
7% ether extract, 5% crude fiber, 9% mineral matter, 1-1.8% calcium and 1%

phosphorus) twice a day (10h0Omin and 16h00min), until apparent satiety.

2.2.2 Hematological, biochemical, tissue analyses and indexes

Blood analysis was performed using six fish collected at 0 days (baseline) and six
fish from each experimental group collected at days corresponding to 15 and 30 days of
fasting and at 15, 30 and 45 days of refeeding of the fasting group. The fish were carefully
removed from the tanks with a net and contained in a damp cloth while blood was
removed by caudal venipuncture, using heparinized syringes. An aliquot of whole blood
was separated to determine total hemoglobin concentration, measured by the
cyanomethemoglobin reaction method using a commercial kit (Ref. No. K023-1

QUIBASA Quimica Basic Ltda. Bioclin®)
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The remaining aliquot of blood was centrifuged for 10 minutes at 4000 rpm for
plasma separation and determination of glucose, triglycerides and cholesterol
concentrations, performed by colorimetric method using commercial kits (Bioclin® -
Belo Horizonte, Brazil - www.bioclin.com) and with spectrophotometer reading
(Biochrom Libra S22 UV/Vis). Total plasma protein concentration was determined using

a refractometer (RHC 200-ATC, Huake Instrument Co., Ltd).

After blood collection, the same fish were euthanized with an overdose of eugenol
(285 mg L-1) for later removal of the liver, portions of white muscle and mesenteric
adipose tissue. Portions of white muscle were used to determine total lipid concentration,
following the methodology of Bligh and Dyer (1959). In addition, liver and mesenteric
adipose tissue were weighed to calculate the hepatosomatic index and mesenteric fat

index, respectively, using the following formulas:

- Hepatosomatic index (%) = (liver weight/body weight) x 100

- Mesenteric fat index (%) = (mesenteric fat weight/body weight) x 100.

2.2.3 Growth Performance

Biometric sampling was performed using six fish collected at 0 days (baseline)
and six fish from each experimental group collected at 15 and 30 days of fasting and at
15, 30 and 45 days of refeeding. The fish were carefully removed from the tanks with a
net and then weighed on a digital scale (model Marte — AD5002) and measured for total
length using a 30 cm polyethylene ruler. Final weight was determined, and weight gain

and specific growth rate were calculated according to the following formulas:
- Weight gain (g) = final weight — initial weight

- Specific growth rate (%) = 100 x [(In final weight) - (In initial weight) / days

between samples]

Consumption was determined by weighing the recipients of feed offered and the

leftovers taken from each tank to calculate the feed intake per fish.
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2.2.4 Histological analysis

Histological analysis was performed using samples of the foregut collected from
the same animals from which liver, muscle and mesenteric adipose tissue were collected.
The samples were fixed in Bouin's solution for 24 h then washed in 70% alcohol for
dehydration in an increasing alcoholic series, followed by diaphanization in a series of
xylols, inclusion in histological paraffin and sectioning at a thickness of 2— 3 um. Three
slides were made for each repetition. Slides were stained using the Hematoxylin-Eosin
technique. The material was analyzed and photodocumented under a microscope (Nikon-
E200 Microscope). The length and perimeter of 10 intestinal villi were measured per slide

using ImageJ® software (version 1.53h 2021).

2.3 Statistical analysis

The experiment was carried out using a completely randomized design, with two
experimental groups (control and fasting) and five sampling periods 15, 30, 45, 60 and
75 experimental days. All data were analyzed using the statistical program SigmaPlot®
Software, version 12.0. Data normality and homoscedasticity of variances (Shapiro-Wilk)
were evaluated prior to analysis of variance (ANOVA), using two feeding conditions (fed
and fasted/re-fed) and five collection days (15, 30, 45, 60 and 75 days). Means were
compared using Tukey's test, with 5% probability.

3. Results

3.1 Blood parameters, tissues and somatic indices (Figure 1)

No significant differences were observed between fasting and control groups for
hemoglobin concentration (P > 0.05). However, lower hemoglobin concentrations were
observed in fasting at 30 days of fasting (P = 0.012) and at 15 (P = 0.035) and 45 days (P
<0.001) of refeeding, compared to baseline. Plasma glucose concentration for the fasting
group was lower than that of the control (P = 0.015) at 30 days of fasting, but the
concentration was higher than that of the control, yet similar to baseline, at 45 days of

refeeding.
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Plasma triglycerides for the fasting group was significantly lower at 15 (P <0.001)
and 30 days (P < 0.001) of fasting, compared to the control (P = 0.421), but recovered
after 15 days of refeeding to equal that of the control, and higher than baseline. Plasma
cholesterol for the fasting group was significantly higher at 15 days of fasting (P <0.001),

when compared to that of the control, and baseline.

Plasma total protein concentration for the fasting group was lower at 15 (P =0.029)
and 30 days (P < 0.001) of fasting and at 30 days (P = 0.047) of refeeding compared to

that of the control group and baseline.

No significant differences were found for total muscle lipid concentration for both
fasted and control groups (P > 0.05). The hepatosomatic index was significantly lower (P
< 0.001) for the fasting group up to 30 days, compared to the control group. However, at
15 days of refeeding, the hepatosomatic index of the fasting group was higher than that
for the control group and baseline and remained similar to the control group for the last
two refeeding periods (P > 0.05). The mesenteric fat index for the fasting group was lower

than that of the control at 30 days of fasting and remained lower until 30 days of refeeding.
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Figure 1. Hemoglobin (A), glucose (B), triglycerides (C), cholesterol (D), total protein (E), muscle lipid (F), hepatosomatic index (G)
and mesenteric fat index (H) in P. brachypomus a prolonged fasting followed by refeeding. Letters, different days of difference
between the control groups (15 and 3 days of control). Different lowercase letters indicate difference of each group (control or rapid)
over the difference times. The asterisk compares the fasting and control groups with the baseline group. Mean values + standard

deviation. All comparisons were statistically different at P < 0.05 by Tukey's test.
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3.2 Growth Performance (Figure 2)

No mortality was recorded during the entire experimental period. Final weight did
not differ between fasting and control groups during all experimental days (P > 0.05). The
fasting group had lower weight gain than the control group at 30 days of fasting (P <
0.05), but subsequently became similar to the control group and remained so in the

refeeding periods until the end of the experiment at 75 days.

Specific growth rate differed between fasting and control groups throughout the
entire fasting period and for the first 15 days of refeeding, with it being lower for the
fasting group compared to the control group, but subsequently became similar and
remained so for rest of the refeeding period. The fasting group had similar feed intake

than the control group during the refeeding period (P > 0.05).
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Figure 2. Final weight (A), weight gain (B), specific growth rate (C) and feed consumption (D) in P. brachypomus submitted to
prolonged fasting followed by refeeding. Different capital letters indicate difference between the control and fasting groups at each
sampling time (15 and 30 days of fasting and 15, 30 and 45 days of refeeding). Different lowercase letters indicate difference of each
group (control or fasting) over sampling times. Values are means + standard deviation. All comparisons were statistically different at
P <0.05 by Tukey's test.
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3.3 Length and perimeter of the intestinal villi (Table 1)

Intestinal villi length was lower for the fasting group at 15 and 30 days of fasting
but higher at 30 days of refeeding compared to the control group. Villi length also differed
among collection times for the fasting group, with refeeding periods having higher values

than the fasting period (P <0.001).

The fasting group had a smaller villous perimeter (P = 0.018) than the control group
at 30 days of fasting, but had a larger villous perimeter at 15, 30 and 45 days of refeeding,
when compared to fasting period (15 and 30 days of fasting). The villi perimeter differed
from baseline at 30 days of fasting for the fasting and control groups and at 15 and 30

days for the control group in refeeding period.

Figure 3. Portion of P. brachypomus foregut at 100x magnification under optical microscope coupled to an image analyzer system to
measure villus length (VL) and villous perimeter (VP). HE staining. A: Baseline; B: Control group; C: Fasting group (45 days of
refeeding).
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Table 1. Length and perimeter of the intestinal villi of Piaractus brachypomus juveniles submitted to long fasting
followed by refeeding.

Treatment
Baseline Control Fasting
Villi length (um) 11255.0 £ 5611.0
Fasting period (days) 15d 14263.4 + 4145.2 Ab 7782.2 +4228.4 Bb
30d 18971.4 £ 5879.2 Aa* 5845.2 £3034.0 Bb
15d 8010.2 £ 1004.6 Ac 10099.4 £ 959.6 Aa
Refeeding period (days) 30d 7547.3 £2991.6 Be 13942.6 +2448.0 Aa
45d 9248.2 £2110.6 Ac 10288.2 £ 3057.9 Aa
Villi perimeter (um) 9561.0£3151.0
Fasting period (days) 15d 10703.3 +£2751.2 Aa 7729.0 + 3830.6 Aa
30d 15365.0 £ 5969.5 Aa* 4837.3 + 1569.5 Bb*
15d 6405.0 £ 557.4 Aa* 7372.7+557.4 Aa
Refeeding period (days) 30d 6720.0 £ 1251.1 Aa* 10081.3 £2170.0 Aa
45d 7508.5 £ 1576.1 Aa 17282.4 £ 9524.4 Aa

Means followed by different capital letters in line compare the control and fasting groups. Means followed by different
lowercase letters in the column indicate differences for each group (control or fasting) over the collection times (15 and
30 days of fasting and 15, 30 and 45 days of refeeding). Asterisks indicate differences between the groups (control and
fasting) and the baseline group.

4. Discussion

The present study evaluated the feeding strategy of 30 days of fasting and 45 days
of refeeding with juvenile pirapitinga (Piaractus brachypomus), a Brazilian round-shaped

fish, by monitoring the use of body reserves, growth performance and gut histology.

The 30 days of fasting had no effect on hemoglobin concentration of juvenile P.
brachypomus, similar to what Assis et al. (2020) found for C. macropomum juveniles
submitted to short periods of one or two days of food restriction. According to Nikinmaa
et al. (1984), changes in hemoglobin concentration may be related to the body's need to
improve oxygen maintenance, which was not observed for P. brachypomus, even after a

long fasting period (30 days).

Glucose level of the fasting group decreased after 30 days of fasting, when
compared to the control group. According to Gomes et al. (2001), food restriction can
affect glucose levels in fish, as there is lower availability of food provided by the fasting
condition. The need to obtain glucose is met by the breakdown of glycogen in the liver
(glycogenolysis), or via gluconeogenesis from lactate, amino acids and glycerol (Polakof

et al., 2012; Polakof and Panserat, 2016). However, studies with other species show that
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glucose can remain unchanged (Barcellos et al., 2010; Costas et al., 2011; Lopez-Luna et
al., 2013; Nebo et al., 2018, Silva et al., 2019; Assis et al., 2020), while others show it to
increase (Caruso et al., 2010) or even decrease (Favero et al., 2018; Favero et al., 2020),
similar to what was observed in the present study, as these changes depend on fasting
duration and the metabolism functioning of each species (Caruso et al., 2010). The
physiological effects of fasting may vary, as they are dependent on the species of fish
being studied (Furné et al., 2012), fish size and water temperature (Glencross and
Bermudes, 2011), photoperiod (Biswas et al., 2002), diet (Hilton, 1982) and the duration
of fasting and refeeding periods (Reigh et al., 2006). It is also important to note that only

15 days of refeeding were enough for the species to recover baseline blood glucose level.

Plasma triglycerides concentration decreased in the fasting group. Li et al. (2018)
reported that fasting can inhibit lipogenesis and induce the mobilization of lipid stores
through lipolysis and B-oxidation of fatty acids. It is noted that, in the present study, P.
brachypomus exhibited a preference for mobilizing lipid reserves from adipose tissue, as
evidenced by the decrease in the mesenteric fat index at 30 days of fasting (Fig 1H) while
not changing the level of lipids in muscle (Fig 1F). However, the mobilization of this
reserve was insufficient to maintain the triglycerides level during the fasting period, as
observed for the continuously fed and basal groups. Nonetheless, the first 15 days of
refeeding were sufficient for recovery of the blood triglycerides level to approximate that

of the control group.

An increase in plasma cholesterol level was observed for the fasting group after 15
days of fasting but was similar that to the control group after 30 days of fasting.
Cholesterol can be obtained from the diet (exogenous route) or synthesized (endogenous
route) by the liver and intestine (Maita et al., 2006) and transported by lipoproteins (Zhu
et al., 2014). The present results show that cholesterol was not used as an energy source
by P. brachypomus. According to Favero et al. (2020), cholesterol responses have been
controversial among species submitted to different fasting and refeeding strategies, with
increases for the Acipenser baerii (Ashouri et al., 2019; Shirvan et al., 2020), Piaractus
mesopotamicus (Favero et al., 2020) and Lophiosilurus alexandri (Silva et al., 2019),
decreases for Acipenser naccarii and Oncorhynchus mykiss (Furné et al., 2012), and
Dentex dentex (Pérez-Jiménez et al., 2012) or unchanged in Acipenser baerii (Jafari et

al., 2019) and Oreochromis niloticus (Nebo et al., 2018).
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Although plasma total protein for the fasting group decreased at 15 and 30 days of
fasting, compared to the control group, refeeding promoted a general recovery of stores,
but both groups remained higher from baseline. Protein mobilization is also a way to
maintain vitality processes in fish when subjected to periods of fasting (Sheridan and
Mommsen, 1991). In this way, muscle proteolysis can occur when remaining available
reserves are widely consumed (Navarro and Gutierrez, 1995). Catabolism of proteins and
amino acids can occur to meet the oxidative needs of tissues, as well as the mobilization
of glycogen to release glucose as energy fuel (Berne and Levy, 2000). Thus, plasma
protein concentration may decrease through hemodilution, induced fasting, stress
situations, or failure of hepatocytes due to lipid accumulation (Sala-Rabanal et al., 2003).
The fasting period of the present study appears to have been responsible for the drop in
plasma protein, however, the refeeding period of 15 days was sufficient for the fish to

restore levels.

The length and perimeter of intestinal villi of P. brachypomus submitted to fasting
showed a reduction at 15 and 30 days of fasting and an increase at 30 days of refeeding,
when compared to the control group. These measurements of intestinal villi of fish can
serve as parameters of intestinal mucosa integrity and morphological parameters of the
villi. As such, they can evidence the digestive and food absorption capacities of the fish
intestine (Ferreira et al., 2014), which vary according to the age, feeding habits of each
species and the environment where they live (Baldiserotto et al., 2014) and present a

response to available diet and help to understand the physiological process of the animals.

Honorato et al. (2013) evaluated the histology of the intestine of the species
Oreochromis niloticus and observed that the increase in the length of the intestinal villi
occurs as a consequence of available food. In the present study, the reduction in length
and perimeter of villi was directly related to fasting, as the fish of the fasting group may
not have developed their intestinal villi as much as the control group. Fasting causes
changes that can compromise digestive activity (Ostaszewska et al., 2006), causing a
reduction in villi height and length and reducing the area of epithelium, which, as a
consequence, decreases absorption capacity (Segner et al., 1987; Hall and Bellwood,
1995; Shaibani et al., 2013). According to Green and McCormick (1999), the reduction
in the length and perimeter of the villi indicates a lack of food in the digestive tract, while
the increase in these measures can be understood as an improvement in the integrity of

the mucosa (Carvalho et al., 2011), since the balance between renewal and loss of cells,



59

which normally occur in the intestine, maintain villi size and digestive and intestinal

absorption capacities (Ferreira et al., 2014).

Integrity of the intestinal mucosa means uniformity of its villi, which is important
for the density of villi to be compatible with their length, considering the area of the
intestinal lumen, a fundamental space for the passage of food and of relevance in animal
production. (Schwarz et al., 2010). Therefore, more in-depth studies should be carried out
to determine the effects that fasting can have on the development of these animals in
relation to the absorption of nutrients in the intestine when fasting, mainly considering

growth responses, intestinal villi and capacity of adaptation to imposed conditions.

The growth performance results for P. brachypomus juveniles showed that 30 days
of fasting promoted a decrease in weight gain and in the specific growth rate of the
animals (a decrease also occurred at 15 days of fasting), while there was no significant
difference for final weight, demonstrating that final growth was not affected and the
fasted fish were able to reach the same body weight and specific growth rate at the end of
the experimental period as did the control fish fed daily. Similar results were observed by
Ituassu et al. (2004) for juvenile C. macropomum submitted to four periods of fasting (0,
14, 21 and 28 days) and by Soares et al. (2007) for peacock bass fingerlings (Cichla

monoculus), using one day of food restriction and six days of refeeding.

The results presented here for performance parameters suggest compensatory
responses by the group submitted to fasting, since final weight, weight gain, specific
growth rate and feed consumption during the refeeding period were similar to those of
the control group. However, the fasting and refeeding protocol used here (30 days of
fasting and 45 days of refeeding) was not intended for use in commercial production of
pirapitinga; it was only used to better understand the physiological limits of this species

when subjected to a prolonged period of fasting.
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5. Conclusion

The feeding protocol used in the present study allowed pirapitinga juveniles to
survive and mobilize part of their body reserves, except for muscle lipid mobilization,
during a prolonged period of fasting (30 days). However, in general, the refeeding was
sufficient for these animals to restore their bodily needs, intestinal integrity and growth

performance.
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Resumo

As respostas de desempenho, fisiologicas, metabodlicas e histoldgicas foram avaliadas em
juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos a jejum prolongado e
realimentacdo, 66 peixes (71,78 £ 10,75 g e 15,50 £ 0,61 cm) foram distribuidos em 11
tanques em sistema de recirculacdo de agua, onde um tanque foi destinado ao tratamento
basal. Os tratamentos corresponderam a um tratamento controle (peixes alimentados
continuamente por 59 dias com dieta comercial) e um tratamento submetido a jejum por
45 dias e posteriormente realimentado por 14 dias com dieta comercial. Foram avaliados
0s parametros sanguineos, indices hepatossomatico e de gordura mesentérica, histologia,
histometria, e parametros de desempenho. No inicio foi realizada uma coleta e biometria
do tratamento basal, e posteriormente dos tratamentos controle e jejum aos 15, 30 e 45
dias de jejum e aos 7 e 14 dias de realimentacdo, totalizando 59 dias de experimento.
Houve aumento dos niveis de glicose aos 30 dias de jejum e os niveis de triglicerideos
diminuiram ao longo periodo de jejum. As concentragdes de proteinas totais apresentaram
menores valores em 30 dias de jejum. Para a concentracdo de hemoglobina houve um
aumento em 30 dias de jejum em rela¢do ao tratamento controle. O indice de gordura
mesentérica aos 30 dias de jejum e sete dias de realimentacdo apresentaram menores
valores do tratamento em jejum, assim como o indice hepatossomatico aos 15 dias de
jejum. A realimentagdo de 14 dias promoveu a recuperagdo de todos esses pardmetros. O
comprimento das vilosidades intestinais e a espessura das fibras musculares,
apresentaram reducdo a partir do 30° e 15° dia de jejum, respectivamente, quando
comparado ao tratamento controle. Houve diferenca significativa para o peso final e
ganho em peso entre os tratamentos controle e jejum, apresentando uma diminui¢do aos
45 dias de jejum e mantendo essa diferenca até o fim do experimento e na taxa de
crescimento especifico houve menores valores no periodo de restrigdo, mas com a
realimentacao ficou semelhante ao tratamento continuamente alimentado. O protocolo de
alimentacdo empregado permitiu que os juvenis de tambaqui sobrevivessem e
mobilizassem parte de suas reservas corporais, durante um periodo de jejum prolongado.
No entanto, em geral, a realimentagdo foi suficiente para que os animais restabelecessem

suas necessidades corporais, integridade intestinal e desempenho.

Keywords: tambaqui, hematologia, bioquimica, crescimento, histologia.
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1. Introducao

O tambaqui (Colossoma macropomum), ¢ uma espécie originaria das bacias
Amazonica e do Orinoco e ¢ a segunda mais importante espécie produzida no Brasil, com
uma producdo de 262 mil toneladas em 2021 (PEIXE BR, 2022). Apresenta rapido
crescimento, rusticidade e elevada qualidade de carne (Araujo-Dairiki et al., 2018) e ¢ um
peixe que se adapta facilmente aos sistemas de cultivo e tem ampla aceitagdo para
consumo no Brasil e em paises como Colombia, Peru e Venezuela (Maia e Rodriguez-
Amaya, 1992; Woynarovich e Anrooy, 2019). Além disto, ¢ uma espécie que apresenta
grandes reservas de gordura corporal que podem ser utilizadas como fontes de energia

durante a escassez de alimento (Assis et al., 2020).

Nos meses de inverno (Marqueze et al., 2018) e durante migragdo para desova
(Rueda et al., 1998) e/ou estagios de pré-desova (Blasco et al., 1992; Navarro e Gutiérrez,
1995), muitas espécies de peixes podem ficar sem se alimentar, o que faz parte do seu
ciclo natural de vida (Herndndez et al., 2019). Para manter a sobrevivéncia, essas espécies
mobilizam suas reservas metabolicas e também os constituintes corporais (Navarro and
Gutiérrez, 1995), com o intuito de sanar o desequilibrio do organismo. Entretanto, essa
mobilizagdo vai depender da espécie e de suas necessidades fisiologicas (Dar et al., 2018),
podendo ocorrer por vias distintas como a quebra de glicogénio no figado (Johansson et
al.,, 2016; Marqueze et al., 2018), musculo (Favero et al., 2018) e tecido adiposo
(Johansson et al., 2016; Nebo et al., 2018) e, para algumas espécies, mesmo que nao seja
a mobilizagdo preferencial, pode ocorrer a utilizagcdo das reservas de proteina muscular
como principal fonte de energia (Furné et al., 2012). Quando o alimento € restabelecido,
os peixes podem aumentar o consumo de alimento (hiperfagia) e rapidamente recuperar
suas reservas corporais, como encontrado no estudo de Assis et al. (2020) com juvenis de

tambaqui submetidos a um ou dois dias de restrigdo alimentar na semana.

Na aquacultura, os protocolos de jejum e realimentacdo vém sendo aplicados de
diversas maneiras, como protocolos curtos (Rodriguez e Landines, 2011), prolongados,
alternados (Rodriguez e Landines-Parra, 2018) e também associados a outras variaveis
de producao, como temperatura da dgua (Favero et al., 2022). A ado¢do de muitos destes
protocolos objetiva conhecer a fisiologia € o metabolismo da espécie estudada, por meio

da utilizag@o de suas reservas corporais € o seu possivel restabelecimento apds um periodo
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de realimentagdo (Nebo et al., 2018; Souza et al., 2003; Urbinati et al., 2014; Xiao et al.,
2013). De acordo com Farbridge e Leatherland (1992), periodos menores que 10 dias de
jejum sao caracterizados pela rapida mobilizagao das reservas disponiveis e os periodos
de maiores duragdes (conhecidos como periodos cronicos de jejum) sdo associados a um
pronunciado catabolismo lipidico e protéico, podendo ocorrer também a perda de peso

corporal.

Além da utilizagdo de reservas corporais, alguns estudos tém encontrado
importantes modificacdes nas vilosidades intestinais (Pineyro et al., 2020) e na
musculatura (Forgati, 2011) em muitas espécies de peixes submetidas a diferentes
protocolos de jejum e realimentagdo. J4 que o trato digestorio estd relacionado
diretamente com as caracteristicas comportamentais e principalmente com o estado
nutricional dos peixes (Ferreira et al., 2013), o tecido muscular ¢ afetado diretamente com
as alteracdes metabolicas provenientes da situagdo de jejum e realimentacdo em relacio
a taxa de crescimento (Hornick et al., 2000). Durante estes periodos, devido a curta
reserva energética do glicogénio muscular em peixes, outras reservas como as lipidicas e
proteinas musculares, podem ser utilizadas com intencdo de gerar energia, € assim,
diminuir ou inibir o crescimento muscular. E no periodo de realimentagdo, o crescimento

¢ reestabelecido através da sintese de proteina no musculo. (Mommsen et al., 2001).

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar a utilizagao de reservas
corporais, avaliacdo histoldgica das vilosidades intestinais e espessura das fibras
musculares, bem como o desempenho de juvenis de C. macropomum submetidos a jejum

prolongado.

2. Material e Métodos

2.1. Peixes e condi¢des experimentais

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Aquacultura (LAQUA) da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG), Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brasil e seguiu o protocolo aprovado pela CEUA 213/2020.

Foram utilizados 66 juvenis de C. macropomum (71,78 £ 10,75 g e 15,50 + 0,61 cm)
distribuidos em 11 tanques de 100 L de volume util montados em sistema de recirculagdo

de agua. Os animais foram alimentados durante um periodo de aclimatag¢ao de 15 dias e
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o tratamento controle durante todo o periodo experimental com uma dieta comercial
extrusada (Laguna Onivoros Alevinos, 2,6mm, Socil: 36% proteina bruta, 7% extrato
etéreo, 5% fibra bruta, 9% matéria mineral, 1-1,8% célcio e 1% fosforo), duas vezes ao
dia (08:00 e 16:00 horas). Os parametros de qualidade de agua foram mensurados
semanalmente e apresentaram os seguintes valores: temperatura (28,07 £ 1,66°C),
oxigénio dissolvido (6,32 + 0,69 mg/L) e saturacao de oxigénio (79,55 + 6,75%), medidos
por meio de oximetro digital (modelo EcoSense - DO200A); pH 8,24 + 0,43, medido
através de um peagametro (modelo KASVI - K39) e amoénia total (0,10 £ 0,12 mg/l),
utilizando-se kit comercial (Ref. No. K023-1 QUIBASA Quimica Basic Ltda. Bioclin®).
As condic¢des limnologicas do experimento estavam de acordo com as exigéncias da
espécie em ambiente de cultivo de acordo com Aratijo-Lima e Gomes (2010), Faria et al.

(2013) e Figueiredo et al. (2018).

2.2. Protocolo experimental e amostragens
2.2.1 Tratamentos experimentais:

Apbs a aclimatacdo e antes de iniciar o periodo experimental, seis juvenis foram
utilizados para coleta sanguinea e posteriormente eutanasiados com sobredose anestésica
(285 mg/L de eugenol) para retirada de tecidos (musculo branco, gordura e por¢ao do
intestino anterior), sendo considerados como tratamento basal. Apds a coleta do
tratamento basal, iniciou-se o periodo experimental com os peixes (71,78 = 10,75 g e
15,50 £ 0,61 cm) foram submetidos a dois tratamentos experimentais com 5 repeticdes

cada.

- Controle: peixes continuamente alimentados com dieta comercial (36% PB —
Laguna Onivoros) duas vezes ao dia (08h00 e 16h00), até saciedade aparente durante 59

dias;

- Jejum: peixes submetidos a jejum durante 45 dias e, posteriormente, realimentados
com dieta comercial (36% PB — Laguna Onivoros) duas vezes ao dia (08h00 e 16h00),

até saciedade aparente, durante 14 dias, totalizando 59 dias experimentais.

O experimento foi realizado utilizando-se um delineamento inteiramente casualizado

(DIC), com dois tratamentos experimentais (controle e jejum) e cinco periodos de
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amostragens (15, 30, 45, 52 e 59 dias experimentais, sendo que 52 e 59 dias

corresponderam a 7 e 14 dias de realimentagdo no tratamento jejum, respectivamente.

2.3 Parametros sanguineos, teciduais e indices biométricos

Coletas sanguineas foram realizadas nos mesmos dias das biometrias. Cinco animais
de cada tratamento (1 peixe de cada tanque) foram contidos em pano umido (sem
utilizacdo de anestésico) e o sangue retirado por meio de pungdo da veia caudal, com
acesso ventral, usando seringas heparinizadas e posteriormente transferidos para
microtubos de 2ml heparinizadas com 10% do volume do sangue coletado (Iml). Uma
aliquota do sangue total foi separada para determinacdo dos parametros hematologicos.
O hematdcrito (%) foi mensurado utilizando-se capilares preenchidos com 2/3 de sangue.
Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm (Micro SPIN 1000) e o
hematocrito lido em um micro-hematocrito usando uma escala apropriada. Os niveis de
proteina plasmatica foram determinados por meio de um refratdmetro (RHC 200-ATC,
Huake Instrument Co., Ltd) e as concentra¢des de hemoglobina mensuradas pelo método
da reacdo de cianometahemoglobina utilizando-se kit comercial (Ref. No. K023-1

QUIBASA Quimica Basic Ltda. Bioclin).

A aliquota restante do sangue foi centrifugada durante 10 minutos a 4000 rpm para
separacdo do plasma e determinagdo das variaveis de glicose, triglicerideos e colesterol
realizadas por método colorimétrico usando-se kits comerciais (Bioclin® - Belo
Horizonte, Brasil - www.bioclin.com) e com leitura em espectrofotdmetro (Biochrom

Libra S22).

Apos coleta sanguinea, os mesmos peixes foram eutanasiados em solucdo de
sobredose de eugenol (285 mg/L) para retirada do figado, gordura mesentérica, musculo
branco da regido dorsal e intestino anterior. O Figado e a gordura mesentérica foram

pesados para calculo dos seguintes indices somaticos:

- Indice hepatossomatico (%) = (peso figado/peso corporal) x 100

- Indice de gordura mesentérica (%) = (peso gordura visceral/peso corporal) x 100.


about:blank

75

2.4. Analises histologicas.
2.4.1 Histologia do intestino

A analise histologica foi realizada com amostras do intestino anterior coletadas dos
mesmos animais dos quais foram coletados figado e tecido adiposo mesentérico. As
amostras de intestino foram fixadas em solu¢ao de Bouin por 24 h, em seguida lavadas
em alcool 70% para desidratagdo em série alcoolica crescente, seguida de diafanizagdo
em série de xildis, inclusdo em parafina histoldgica e seccionamento na espessura de 2—3
um. Foram feitas trés ldminas para cada repeticdo. As ldminas foram coradas pela técnica
de Hematoxilina-Eosina. Para a analise histométrica, o comprimento de 10 vilosidades
intestinais foi medido por lamina. As laminas histologicas e as medidas foram
mensuradas através do software Olympus CELLSens Standard, com uma camera

Olympus SC-30 acoplada a um microscopio Olympus - BX50.

2.4.2 Histologia do musculo

Os mesmos animais que foram submetidos a coletas dos tecidos anteriormente,
foram os mesmos utilizados para retirada de amostras do musculo branco para analise
histologica. As amostras de musculo branco foram fixadas em solucdo de Karnovsky
(Paraformaldeido 8%, Glutaraldeido 2,5%, CaCb 25 mg/ml) por 24 h, em seguida lavadas
em alcool 70% para desidratacdo em série alcoolica crescente, seguida de diafanizacao
em série de xildis, inclusdo em parafina histologica e seccionamento na espessura de 2—3
um. Foram feitas trés laminas para cada repeticdo. As laminas foram coradas pela técnica
de Hematoxilina-Eosina. Para a analise histométrica, o diametro de 20 fibras musculares
transversais, foram medidos por lamina. As ldminas histologicas e as medidas foram
mensuradas através do software Olympus CELLSens Standard, com uma camera

Olympus SC-30 acoplada a um microscopio Olympus - BX50.
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2.5 Desempenho

Biometrias foram realizadas aos 15, 30, 45, 52 e apos 59 dias de experimento.
Inicialmente os peixes foram cuidadosamente retirados dos tanques com um puga,
posteriormente pesados (Balanga Marte — AD5002) e mensurados o comprimento total
(Régua em poliestireno de 30cm). Foram determinados e calculados o ganho em peso e a
taxa de crescimento especifico em cada periodo de amostragem, de acordo com as

seguintes formulas:

- Ganho em peso (g) = peso final — peso inicial;

- Taxa de crescimento especifico (%) = 100 x [(In peso final) — (In peso inicial) / dias

entre amostragens].

2.6. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados (SigmaPlot® Software, versdo 12.0) em um
delineamento inteiramente casualizado por ANOVA de duas vias. A normalidade dos
dados e a homoscedasticidade das variancias foram avaliadas pelos testes de Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente, seguidos pelo teste post-hoc de Tukey, com 5% de

probabilidade. Os dados sdo apresentados como média e erro padrao (S.E).

3. Resultados

3.1. Parametros hematologicos (Figura 1)

A hemoglobina do tratamento controle nos 30 dias de jejum apresentou valores
estatisticamente maiores (P=0,013) em relacdo ao tratamento em jejum e posteriormente
manteve semelhante até o final do experimento. O hematocrito nao apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos, porém em comparagdo com o tratamento basal, houve

diferenca (P<0,005) nos 15, 45 dias de jejum e nos 7 e 14 dias de realimentagao.
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Figura 1. Hemoglobina (A), Hematdcrito (B) em C.Macropomum submetidos ao jejum prolongado seguido de realimentagdo. Letras
maiusculas evidencia as diferengas entre os tratamentos controle (15 a 45 dias de controle). Diferentes letras minusculas indicam
diferenca de cada tratamento (Controle ou Jejum) ao longo dos tempos de diferenga. O asterisco compara os tratamentos de jejum e
controle com o tratamento basal. Valores médios + desvio padrdo. Todas as comparagdes foram estatisticamente diferentes em P <

0,05 pelo teste de Tukey.

3.2. Parametros bioquimicos do sangue (Figura 2)

A glicose plasmatica aumentou (P=0,008) para os peixes em jejum em relagdo aos
peixes do tratamento controle nos primeiros 30 dias, depois diminuiram (P=0,010) em
relagcdo ao controle e tratamento basal em 45 dias de jejum e no periodo de realimentagcao

retornou a niveis semelhante entre o tratamento controle e basal.

Os niveis de triglicerideos diminuiram (P <0,001) para peixes em jejum em relagdao
aos tratamentos controle e basal durante o periodo de jejum, na fase de realimentagdo os
peixes em jejum aumentaram (P=0,006) os niveis de triglicerideos em relagdo aos
tratamentos controle e basal, mas no fim do periodo de realimentacdo mantem semelhante
os valores do tratamento jejum e do tratamento controle. O colesterol ndo apresentou
diferenca significativa entre o controle e jejum, mas apresenta diferenca estatistica
quando comparada ao tratamento basal em todos os tempos de jejum e nos 14 dias de

realimentacao.

A proteina plasmatica apresentou valores menores (P<0,001) do tratamento em jejum

em comparacdo ao tratamento controle nos 30 dias de jejum e ambos os
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tratamento(controle e jejum) difere do basal nos tempos de jejum, e depois permaneceu

semelhante até o final do experimento.

3.3. Parametros de tecido e indice hepatossomatico (Figura 2)

O indice hepatossomatico diminuiu (P<0,001) para peixes em jejum em relagdo ao
tratamento controle nos 15 dias de jejum e posteriormente fica semelhante até o final dos

59 dias de experimento.

O indice de gordura mesentérica nos 30 dias de jejum apresentou valores maiores do
tratamento controle em relagdo ao tratamento jejum (P=0,001) e no periodo de 7 dias de
realimentacdo o tratamento controle permanece maior que o tratamento em jejum
(P=0,010), mas nos 14 dias de realimentagdo apresenta resultados semelhantes entre os
tratamentos. Em relacdo ao tratamento basal, difere do tratamento em jejum nos 15 e 45
dias de jejum e mantém a diferenga nos 14 dias de realimentacao e o tratamento controle
também apresenta diferenca sobre o basal nos 30 e 45 dias de jejum e em 7 dias de

realimentacao.
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Figura 2. Glicose (A), triglicerideos (B), colesterol (C), proteina total (D), lipideo muscular (E), indice hepatossomatico (F) e indice
de gordura mesentérica (H), em C.Macropomum submetidos ao jejum prolongado seguido de realimentag@o. Letras maitsculas
evidencia as diferengas entre os tratamentos controle (15 a 45 dias de controle). Diferentes letras minusculas indicam diferenga de
cada tratamento (Controle ou Jejum) ao longo dos tempos de diferenga. O asterisco compara os tratamentos de jejum e controle com

o tratamento basal. Valores médios + desvio padrdo. Todas as comparagdes foram estatisticamente diferentes em P < 0,05 pelo teste
de Tukey.
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3.4. Parametros histologicos
3.4.1 Histologia do intestino (Figura 3)

Histologicamente, ndo foram observadas alteragdes morfologicas nos tecidos
intestinais quando comparados aos animais submetidos ao jejum prolongado e os animais
controle. O comprimento das vilosidades intestinais apresentou valores
significativamente inferiores para o tratamento de jejum aos 30 (P=0,0216) e 45
(P<0,0001) dias de jejum e nos 7 (P=0,0403) primeiros dias do periodo de realimentagdo,
comparado ao tratamento controle, e ndo apresentou diferencas entre os demais tempos e

tratamentos.
3.4.2 Histologia do musculo (Figura 4)

Nao foram observadas alteragdes morfoldgicas muscular quando comparados com os
animais submetidos ao jejum prolongado e os animais controle. A espessura da fibra
muscular também apresentou valores diferentes entre os tempos do tratamento jejum em
relagdo aos demais tratamentos do experimento. Sendo o tratamento em jejum com
menores valores nos 15 (P<0,05), 30 (P<0,001) e 45 (P<0,005) dias em comparagao ao

tratamento controle.

Villi length
15001
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E_ 1 45days
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Figura 3. Porg¢éo do intestino anterior de C.Macropomum em aumento de 100x em microscopio Optico acoplado a um sistema
analisador de imagem para medir o comprimento do vilo em coloragdo HE. O asterisco compara os tratamentos de jejum e controle.
Valores médios + desvio padrio. Todas as comparag¢des foram estatisticamente diferentes em P < 0,05 pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Por¢do do musculo branco de C.Macropomum em microscopio Optico acoplado a um sistema analisador de imagem.. O
asterisco compara os tratamentos de jejum e controle. Valores médios + desvio padrdo. Todas as comparagdes foram estatisticamente

diferentes em P < 0,05 pelo teste de Tukey.

3.5. Desempenho (Figura 5)

Nao foram registradas mortalidades durante todo o periodo experimental. Para peso
final, em 45 dias de jejum o tratamento controle apresentou valor maior (P<0,001) que o
tratamento jejum, essa diferenga permanece nos 7 dias (P<0,001) e 14 dias (P=0,030) de
realimentagdo. O ganho de peso também diferiu o tratamento jejum do tratamento
controle nos 45 dias de jejum (P<0,001) e nos 7 dias (P<0,001) e 14 dias (P<0,030) de
realimentacdo. Ja para taxa de crescimento especifico o tratamento em jejum apresentou
menores valores quando comparado ao tratamento controle nos 15 dias de jejum
(P<0,001) e nos 45 dias de jejum (P<0,001) e no periodo de realimentacdo apresenta
valores semelhantes para ambos os tratamentos. Para Ingestdo de alimento o tratamento
em jejum apresenta menores valores em comparagdo ao tratamento controle nos periodos

de jejum (P<0,001) e mantem semelhante no periodo de realimentagao.
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Figura 5. Peso final (A), ganho de peso (B), taxa de crescimento especifico (C) e consumo de ragdo (D) em C.Macropomum
submetidos a jejum prolongado seguido de realimentagdo. Letras maitisculas diferentes indicam diferenga entre os tratamentos
controle e jejum em cada tempo de amostragem (15, 30 e 45 dias de jejum e 14 dias de realimentacao). Letras mintsculas diferentes
indicam diferenca de cada tratamento (controle ou jejum) nos tempos de amostragem. Os valores sdo médias + desvio padrao. Todas
as comparagdes foram estatisticamente diferentes em P < 0,05 pelo teste de Tukey.

4. Discussao

Nosso estudo avaliou a estratégia alimentar composta por 45 dias de jejum e 14
dias de realimentacdo em juvenis de tambaqui permitindo monitorar o desempenho, a
utilizag@o de reservas corporais, histologia do intestino e espessura das fibras musculares.

Para o tambaqui, espécie pertencente ao tratamento de peixes redondos do Brasil
(Fernandes et al., 2004), o jejum de 45 dias apresentou efeito sobre as concentragdes de
hemoglobina, onde os peixes em jejum apresentaram um aumento nos 30 dias de jejum
em relagdo ao tratamento controle, Nikinmaa et al. (1984) afirmam que alteragdes na
concentragdo de hemoglobina podem estar relacionadas com a necessidade do organismo
em melhorar a manutencdo de oxigénio, o que foi observado neste estudo desafiando o
C. macropomum com 45 dias de jejum (periodo longo), o oposto foi relatado por Assis et

al. (2020) em juvenis de C. macropomum submetidos a periodos curtos de um ou dois
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dias de restricdo alimentar. Roa et al., (2019) utilizando ciclos curtos de jejum e
posteriormente realimentacdo com tambaqui obtiveram como resposta uma baixa
concentracdo da hemoglobina.

A concentracdo do hematocrito ndo apresentou diferencas entre os tratamentos
diferente do estudo feito por Assis et al. (2020) utilizando a mesma espécie, porém com
periodos curtos de jejum, no qual os niveis de hematdcrito apresentaram uma diminui¢ao
no tratamento com restricao de 2 dias de alimentagao. O hematocrito também apresentou
baixa concentragdo no tratamento jejum no trabalho de Roa et al. (2019) com tambaqui
utilizando protocolos curtos e realimentagdo. Outro estudo, porém, com periodos longos
de jejum com a espécie L. alexandri, também apresentou uma redugdo nos niveis de
hematocrito (Silva et al.,, 2019). Em relacdo a essas diferencas entende-se que o
hematocrito responde de forma diferente em peixes submetidos a restri¢do alimentar,
incluindo redugdes (Roa et al., 2019; Silva et al., 2019; Assis et al., 2020), aumento
(Favero et al., 2019; Rios et al., 2011) e sem alteragdes como descrito neste estudo (Jafari
etal., 2019), o que pode ser devido a condigdes experimentais e diversidade das espécies.

Os niveis de glicose apresentaram aumento aos 30 dias de jejum, quando
comparados ao tratamento controle, depois diminui em relagdo ao tratamento controle e
basal e nos dias de realimentacdo retorna a apresentar niveis maiores. Diferente do que
foi relatado por Assis et al., (2020) com a mesma espécie, no qual os niveis de glicose
permaneceram inalterados apos 28 dias em ambos os tratamentos submetidos a restri¢ao
alimentar (F6R1 e FSR2). De acordo com Gomes et al., (2001) a restri¢ao alimentar pode
afetar os niveis de glicose nos peixes, pois hd uma menor disponibilidade de alimento
proporcionado pela condi¢do de jejum. Roa et al., (2019), também tiveram os niveis de
glicose sem alteragdes para tambaqui submetidos a restri¢do alimentar/ realimentagao de
acordo com esses autores € possivel que esses peixes mantiveram seus indices glicémicos
regulares utilizando como fonte de energia os triglicerideos, diferenciando -se do presente
estudo. Quando ocorre periodos longos ou curtos de restrigdo alimentar, pode ocorrer a
diminuicao dos niveis de glicose e o organismo do animal se organiza através de liberagao
hormonal (glucagon) e diminui¢do dos niveis de insulina, a partir da quebra de glicogénio
hepatico (glicogendlise), ou formacao gliconeogénese, a partir dos aminoacidos e glicerol
(Polakof et al., 2012; Polakof e Panserat, 2016) para liberagcdo da glicose na corrente
sanguinea e sanar a necessidade do organismo (Lehninger, 2006; Favero et al., 2018).
Estudos com P. mesopotamicus observado por Favero et al. (2018) utilizando 15 dias de

restri¢ao € 5 de realimentacdo, observaram a mobilizacdo das reservas energéticas, por
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meio da glicogenolise, lipolise e gliconeogénese na realizagdo dos ajustes metabolicos
em razao da hipoglicemia.

A concentragao de triglicerideos diminuiram para peixes em jejum em relacao aos
tratamentos controle e basal, na fase de realimentagdo os peixes em jejum aumentaram os
niveis de triglicerideos em relagdo aos tratamentos controle e basal. Li et al. (2018)
relataram que o jejum pode inibir a lipogénese e induzir a mobilizagdo de reservas
lipidicas através da lipdlise e B-oxidagao de acidos graxos. Em nosso estudo, o tambaqui
mobilizou reservas de lipidios do tecido adiposo, observada pela diminuig¢ao do indice de
gordura mesentérica aos 30 dias de jejum (Fig. 2). Porém, a mobilizacdo dessa reserva
pode ndo ter sido suficiente para promover a manuten¢do dos niveis de triglicerideos
durante o jejum, porém no periodo de 14 dias de realimentagdo, o tambaqui apresentou
recuperagdo dos niveis sanguineos de triglicerideos, sendo semelhante ao tratamento
controle.

Os lipidios sdo oriundos de hidrocarbonetos e tem como uma de suas fungdes o
armazenamento de 4cido graxos (energia), podendo ser estocados no figado, musculo e
no tecido adiposo (Hoseini et al., 2014). Lehninger (2006), afirma que os triglicerideos
sdo os lipidios mais simples, formados por trés moléculas de acidos graxos e glicerol. A
energia fornecida durante a sua oxidagao produz energias em maiores que os carboidratos.
De acordo com Plisetskaya, 1980, o consumo de glicose hepatica entra em desuso quando
na mobilizagdo energética ¢ utilizado os acidos graxos como mecanismo energético.
Favero et al., 2018 , com Piaractus mesopotamicus submetidos a restrigdo alimentar
apresentaram baixos niveis de triglicerideos, e apds a realimentacdo foi observado
aumento nos niveis semelhante ao que ocorreu no presente estudo, isso pode ocorrer em
razdo dos animais em restricdo apresentarem poucos estoques energéticos de
triglicerideos devido a disponibilidade de alimento, e assim, ocorre a mobilizagdo do
lipidio através da sintese de acidos graxos e glicerol, obtendo estoques de triglicerideos,
os quais sao degradados, e ¢ realizada a lipolise para obtengdo de novas fontes energéticas
(Hung et al., 1997; Lehninger, 2006; Takahashi, 2011; Hoseini et al., 2014).

No presente estudo, ndo foram observadas alteragdes nos niveis de colesterol
plasmaticos em todo periodo experimental, semelhante aos estudos com Siberian
sturgeon (Jafari et al., 2019) e Oreochromis niloticus (Nebo et al., 2018) submetidas a
diferentes estratégias de jejum e realimentag@o. O colesterol também ¢ classificado como
esterois, sendo um dos principais esterdis presente nos organismos dos animais, mesmo

quando o colesterol ndo ¢ disponibilizado na dieta, estes sdo sintetizados pelo organismo
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com auxilio de precursores, como o Acetil-CoA. (Lehninger, 2006). O metabolismo do
colesterol, ¢ controlado pelos niveis de colesterol enddégeno, que através de hormonios
(insulina e glucagon) auxiliam na regulagdo da sintese do colesterol pelo organismo
animal (Lehninger, 2006). Normalmente apds a alimentacdo os niveis de insulina
aumentam e os niveis do colesterol também, com este aumento o colesterol fica regulado
por proteinas (SREBPs) que se tornam inativas devido as condi¢des de alimentagao e sdo
ativadas quando os niveis de colesterol estao baixos (Berg et al., 2002).

A proteina total no plasma normalmente ¢ um componente bastante estavel, e
poucos fatores relacionados a dieta podem causar alteragdes nos niveis plasmaticos dos
peixes (Nakagawa et al., 2007). Embora tenha havido uma diminuicdo dos niveis de
proteinas totais plasmaticas aos 30 dias de jejum, em relacdo ao tratamento controle, a
realimentacdo promoveu uma recuperacdo geral dos estoques. De acordo com Sala-
Rabanal et al. (2003) as concentracdes de proteinas plasmaticas podem diminuir através
de jejum induzido, situagdes de estresse ou falha dos hepatdceitos devido ao acumulo de
lipidios. Favero et al., 2018 estudando a restricdo de 15 dias e 5 de realimentagdo com
Piaractus mesopotamicus nao obteve alteragdes nos valores de proteina total plasmatica
nos dias de restricdo, mas no periodo de realimentacdo apresentou um aumento nas
concentracoes.

As medidas das vilosidades intestinais de peixes sdo utilizadas como parametros da
integridade da mucosa intestinal e parametros morfologicos das vilosidades,
evidenciando as capacidades digestivas e de absor¢do alimentar do intestino dos peixes
(Ferreira et al. 2014). Esses parametros sdo diversos e variam de acordo com a idade,
habitos alimentares de cada espécie e o ambiente onde vivem, além de apresentar uma
resposta a dieta disponivel e auxiliar na compreensao do processo fisioldgico dos animais
(Baldiserotto et al. 2014). No presente estudo, a reducao do comprimento das vilosidades
esteve diretamente relacionada ao jejum, pois os peixes do tratamento em jejum podem
nao ter desenvolvido suas vilosidades intestinais tanto quanto o tratamento controle. De
acordo com Ostaszewska et al. (2006) o jejum causa alteragdes que podem comprometer
a atividade digestiva, causando redu¢do no comprimento das vilosidades e reduzindo a
area do epitélio, o que, como consequéncia, diminui a capacidade de absor¢do (Segner et
al. 1987; Hall e Bellwood, 1995; Shaibani et al. 2013).

Os resultados de desempenho de crescimento para juvenis de do Colossoma
macropomum mostraram que 45 dias de jejum promoveram uma diminui¢do no peso

final, ganho de peso, taxa de crescimento especificos e ingestdo de alimento dos animais
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em comparagdo ao tratamento controle, porém no periodo de 14 dias de realimentagdo
ambos os tratamentos apresentaram valores semelhantes, demonstrando que o
crescimento final ndo foi afetado e os peixes em jejum foram capazes de atingir o mesmo
peso corporal e taxa de crescimento especifico ao final do periodo experimental que os
peixes controle alimentados diariamente. Resultados semelhantes foram observados por
Ituassu et al. (2004) para juvenis de C. macropomum submetidos a quatro periodos de
jejum (0, 14, 21 e 28 dias) e por Soares et al. (2007) para alevinos de tucunaré (Cichla
monoculus), utilizando um dia de restrigdo alimentar e seis dias de realimentagao.
Outras consequéncias da restricdo alimentar podem ser observadas sobre o
desenvolvimento muscular dos peixes, a espessura das fibras musculares, essas fibras
estdo distribuidas em areas, diferentemente do padrdo de fibras em mosaico em
mamiferos (Carani, 2011). Nosso estudo apresenta valores reduzidos na espessura dessas
fibras no periodo de jejum, de acordo Forgati (2011) em um estudo com a espécie carpa
(Cyprinus carpio) eles analisaram que o jejum provoca alteragdes nas fibras musculares,
promovendo alteracdo nas células da musculatura da carpa, redugdao na espessura das
fibras e reducdo da densidade das fibras menores, provavelmente degradadas durante a
privagdo para a manutenc¢do do animal. Para Bower et al. (2009), o periodo de jejum esta
diretamente relacionado a uma maior degradacdo de proteinas musculares, enquanto a
realimentagdo desencadeia uma sintese proteica mais exacerbada. Os resultados do nosso
estudo sugerem melhores conhecimentos dos limites fisiologicos dessa espécie quando
submetida a um periodo prologado de jejum, a fim de verificar os efeitos que a restrigao
alimentar pode causar no desenvolvimento do tambaqui, considerando principalmente as
respostas de crescimento muscular e vilosidade intestinal, justo que os peixes possuem

alta capacidade de adaptacdo frente as condi¢des impostas.

5. Conclusio

No presente estudo a utilizacao do protocolo 45 dias de jejum e 14 de realimentacao
permitiu que os juvenis de tambaqui sobrevivessem e mobilizassem parte de suas reservas
corporais, exceto a mobilizacdo de colesterol, durante um periodo prolongado de jejum.
Este estudo evidenciou a relagdo de alimentacao e absorcao de nutrientes com o menor
desempenho, menores espessuras das fibras musculares e menor comprimento intestinal,
quando o tambaqui estd em situacdo de restricdo alimentar. No entanto, em geral, a

realimentagdo foi suficiente para que esses animais restaurassem suas necessidades
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corporais, mas ndo o suficiente para a recuperagao dos pardmetros de desempenho, como

peso final e ganho em peso.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O protocolo de alimentagdo utilizado neste estudo permitiu aos juvenis de
pirapitinga e tambaqui sobreviver e mobilizar parte de suas reservas corporais, durante
um periodo prolongado de jejum, evidenciando que, para as espécies estudadas, os
periodos de realimentagdo foram suficientes para o reestabelecimento das suas
necessidades corporais e integridade intestinal e muscular. Além disso, este estudo mostra
ainda mais a importancia de ampliar os conhecimentos fisioldgicos e metabdlicos para o

desenvolvimento de um pacote tecnoldgico para ambas as espécies.
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