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RESUMO

A andlise de enzimas digestivas de espécies aquicolas € indispensavel para a obtencao de
dados acerca de sua capacidade de aproveitar do melhor modo possivel os alimentos
disponiveis, gerando subsidios para pesquisas na area de nutricdo e permitindo ajustes
mais precisos na elaboracdo de dietas. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
determinar o pico e local de maior atividade das enzimas lipase e amilase em cada uma
das trés porcoes do intestino de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), variando o
tempo pos alimentacdo. O experimento foi realizado no setor de Psicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras. No experimento 108
tilapias juvenis foram alimentados entre os intervalos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, e 48
horas e pds alimentacéo, todos os peixes foram eutanasiados e tiveram seu trato digestorio
retirado e divididos em trés porcdes: inicial, médio e final. As atividades de amilase e
lipase foram medidas com Kits, adaptados para amostras de intestino de peixes. Kits
comerciais foram utilizados para quantificar triglicerideos e glicose. Houve diferencas
significativas na atividade de enzimas digestivas especificas em diferentes porcoes
intestinais desses animais, variando as horas pos-prandiais. Também houve diferencas
significativas entre os parametros plasmaticos da glicose e triglicerideos nesses animais.
Concluiu-se que a atividade méaxima da amilase intestinal ocorre entre 8 e 12 horas pds-
prandiais no intestino anterior e médio, sendo este 0 momento e local ideal para coleta
visando a estimativa da atividade especifica de amilase. Para analise da atividade
especifica da lipase, 0 momento ideal para a coleta é entre as 4 e 8 horas pds-prandiais no
intestino anterior.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus; atividade enzimatica; aquacultura.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é a producao animal que mais tem crescido mundialmente, sendo
atividade indispensavel no suprimento das necessidades alimentares atuais e futuras, em
razdo de ser fonte de proteinas, lipidios e micronutrientes essenciais a saide humana. O
Brasil conta com grande potencial para a producao de pescado, muito em razdo da ampla
disponibilidade hidrica, grande diversidade aquicola, as condicdes edafoclimaticas
favoraveis tal como as extensas areas cultivaveis em aguas continentais e marinhas..

Dentre as espécie, a tilapia é a mais cultivada mundialmente. O

Brasil é classificado como 4 maior produtor mundial de tilapia, com sua producéo
crescendo anualmente. A espécie tem por vantagens elevados desempenho reprodutivo e
comercializacdo, além de tolerancia a altas taxas de densidade, rusticidade, capacidade
de policultivos e boa aceitacdo de dietas de baixo custo. Conta também com tolerancia a
baixo teor de oxigénio dissolvido, altos teores de amonia e elevadas temperaturas, dessa
forma, podendo ser cultivada em diversos ambientes e sistemas produtivos.

Acerca de sua
alimentacéo, o valor nutricional de um alimento ndo depende somente de sua composicao,
mas ainda da capacidade do animal digerir e absorver esses nutrientes. O potencial
digestivo dos peixes € amplamente flexivel, variando segundo seu peso, habitat,
maturidade e histérico alimentar. Desta forma, a analise de enzimas digestivas é
indispensavel para a obtencdo de dados acerca de sua capacidade de aproveitar do melhor
modo possivel os alimentos disponiveis, gerando subsidios para pesquisas na area de
nutricdo e permitindo ajustes mais precisos na elaboracdo de dietas.

Além disso, elucidar a relacdo entre as atividades
enzimaticas digestivas e a composi¢do centesimal dos alimentos consumidos por esses
animais no ambiente é indispensavel para o entendimento da biologia alimentar das
espécies. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho foi determinar e encontrar o pico de atividade das enzimas lipase e amilase
em cada uma das trés porg¢des do intestino de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
variando o tempo pés alimentagdo. Para se obter maiores informacbes caso seja

necessario fazer uma coleta dessas enzimas.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Tilapia

A aquicultura € a producéo animal de maior crescimento no Brasil e no mundo,
sendo essencial no atendimento das necessidades alimentares na atualidade e também no
futuro, se colocando como uma relevante fonte de proteinas, lipidios e micronutrientes
essenciais a satude humana (SATIRO, 2021).

Além disso, o cultivo de peixes é responsavel por
aproximadamente metade de todo o pescado direcionado ao consumo humano,
favorecendo o desenvolvimento e preservacao de populagdes de peixes em razdo de uma
gestdo mais assertiva das pescarias. O pescado € um dos alimentos mais comercializados
mundialmente, emergindo como fonte de renda, visto que mais da metade do valor das
exportacdes sdo provenientes de paises em desenvolvimento. Ademais, relatérios
elaborados por diversas organizagdes internacionais enfatizam o crescente potencial dos
oceanos e aguas continentais na producdo de alimentos, cooperando para a seguranca
alimentar da populacdo mundial, que devera alcancar 9,7 bilhdes no ano de 2050
(LUSTOSA NETO et al., 2018).

De acordo com a FAO, a produgdo mundial de pescado alcangou 179 milhdes de
toneladas em 2018. A aquicultura teve incremento de 25% entre os anos de 2008 e 2017
e foi responsavel pela producdo de 82,1 milhdes de toneladas. Ja a pesca (maritima e
continental), no mesmo periodo apresentou crescimento de 7%, capturando 96,4 milhdes
de toneladas. J& o consumo humano de pescado (desconsiderando a matéria-prima para
racdo e outros usos) alcancou 156 toneladas métricas em 2018, sendo este um valor
recorde. Em 1961, a populagdo mundial consumia 9 kg per capita/ano, mas em 2018 tal
consumo atingiu 20,5 kg per capita anuais, especialmente devido a maior oferta de
produtos aquicolas (FAO, 2020). Ja no Brasil, desde o inicio da
producdo comercial de peixes nos anos 90, a piscicultura tem incrementado suas areas

produtivas, relacionando desde pequenos produtores buscando fontes de renda



alternativas até grandes empresas transnacionais com produgdes com alto nivel de
tecnificacdo e contribuicdo consideravel no mercado mundial (SCHULTER, 2018).

No ano de 2020 a piscicultura brasileira apresentou crescimento de 5,93%,
alcancando a producéo de 802.930 t (contra 758.006 t em 2019), segundo informaces da
Associacdo Brasileira da Piscicultura (Peixe BR) para o Anuario Peixe BR 2021. Nos

ultimos 7 anos, a piscicultura nacional soma crescimento de 38,7% (PEIXE-BR, 2020).

O potencial brasileiro para a producéo de pescado relaciona-se a disponibilidade
hidrica, grande diversidade aquicola, as condi¢des edafoclimaticas favoraveis tal como as
extensas &reas cultivAveis em &guas continentais e marinhas que favorecem o
desenvolvimento da aquacultura brasileira. O pais conta com aproximadamente 13% de
toda a agua doce liquida disponivel no mundo, além de uma costa litoranea de 8,4 mil
km, e areas alagadas como barragens e reservatorios de usinas hidrelétricas, canais
irrigados e areas particulares para a produgdo. Além disso, o Brasil é um dos lideres na
producdo de gréos, matéria prima base para a producdo de ragdes para peixes (DUARTE,
2017).

A tilapia € a espécie de aquicultura mais cultivada mundialmente, estando presente
em mais de 120 paises ou territorios. A producdo mundial de aquicultura de tilapia
cresceu 11% ao ano nos Ultimos trinta anos, saindo de 0,3 milhGes de toneladas (US$ 304
milhdes) em 1987 para 5,9 milhdes de toneladas (US$ 11 bilhdes) em 2017 (FAO, 2019).

Ja no Brasil esta é a principal espécie cultivada, apresentando crescimento de
12,5% em 2020, alcancando 486.155 toneladas (contra 432.149 t do ano anterior). Sua
contribuicdo na producéo total de peixes cultivados saltou para 60.6% (foi de 57% em
2019). A regido Sul é lider da producdo nacional de tilapia, com 44% da producdo
nacional, com destaque ao estado do Parana, com producdo de 166.000 t (135% a mais
que S&o Paulo, o segundo colocado no ranking nacional) (PEIXE-BR, 2020).

Mundialmente, o Brasil coloca-se como 0 4°
maior produtor de tilapia, aproximando-se do 3° colocado, o Egito, que em 2020 produziu
940 mil toneladas (PEIXE-BR, 2020). As tilapias pertencem a classe
Actinopterygii; ordem Perciformes; familia Ciclidae, e classificadas em trés géneros
quanto a relevancia comercial: género Oreochromis spp., Tilapia spp. e Sarotherodon
spp. Por volta de 80% das tilapias produzidas no mundo fazem parte do género
Oreochromis e da espécie niloticus (CAMPQOS, 2020).

O emprego da tilapia em piscicultura é datado de 2000 a.c. Entretanto sua



dispersdo pelo mundo deu-se dos anos 60 aos 80. Nesta fase foram intensificados os
estudos acerca do sistema de producao e nutricdo que, juntamente ao desenvolvimento de
mercado e processamento, teve como efeito uma célere expansdo da tilapicultura
(CAMPOS, 2020).

Actilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie de ciclideos onivoros de
agua doce com origem no continente africano, de elevados desempenho reprodutivo e
comercializacdo, além de tolerancia a altas taxas de densidade, rusticidade, capacidade
de policultivos e boa aceitacdo de dietas de baixo custo. Conta também com tolerancia a
baixo teor de oxigénio dissolvido, altos teores de amonia e elevadas temperaturas, dessa
forma, podendo ser cultivada em diversos ambientes e sistemas produtivos (MORAIS,
2017).

Cabe ressaltar que a tilapia do Nilo conta com sistema digestorio capaz de utilizar
de modo eficiente os carboidratos da dieta, quando em compara¢cdo com outras espécies
de peixe amplamente cultivadas (CAMPQOS, 2020).

A preferéncia dos consumidores pela carne de tilapia relaciona-se a caracteristicas
intrinsecas do animal, como carne branca, textura firme, sabor suave e auséncia de
espinhos intramusculares, facilitando a filetagem (MORAIS, 2017).

Além disso, a proteina de tilapia conta com elevado valor biolégico, em razdo da
presenca de aminoacidos essenciais, aléem de ser rica em minerais importantes para o
adequado funcionamento do corpo humano (CAMPQOS, 2020).

Varios subprodutos séo originados com o processamento da tilapia, como
a farinha de residuos desengordurada e o 6leo de tilapia. Além dos beneficios alimentares,
a pele de tilapia tem sido empregada como curativo biol6gico oclusivo para o tratamento
de queimaduras e feridas (CAMPOS, 2020).

No Brasil, as primeiras espécies de tilapia foram introduzidas no ano de 1953
sendo a tilapia do Congo (Tilapia rendalli), e tilapia de Zanzibar (Oreochromis urolepis
hornorum). No ano de 1971, com a introducdo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
no nordeste brasileiro, teve inicio a tilapicultura nacional. Ao passar dos anos foram
desenvolvidas algumas linhagens melhoradas geneticamente para suprir as demandas
mercadoldgicas como: a Tilapia Tailandesa (Chitralada) registrada no pais como Supreme
Tilapia Aquabel; e as tilapias de linhagem Genetic Improved Farmed Tilapia (GIFT) e
Genetically Male Tilapia (GMT) que sdo conhecidas como supermachos por serem

machos com gendtipo Y'Y, apresentando duas variedades, a Tilapia Prateada GMT®,



proveniente de variedades selecionadas na Africa do Sul, e a Tilapia Vermelha GMT®

originada de uma espécie pura de O. niloticus vermelha (DUARTE, 2017).

2.2  Enzimas digestivas

As enzimas digestivas sdo proteinas globulares que atuam como catalisadores
visando incrementar a velocidade das rea¢fes quimicas no organismo, controlando quase
todos os processos ocorridos nas células (CRUZ, 2019).

A nomenclatura mais empregada para enzimas digestivas é constituida pelo sufixo
“ase” juntamente a denominacao do substrato da reagdo ou descri¢ao de sua agdo, como
protease, amilase e lipase. Certas enzimas possuem denominacdo sem relagdo com a
reacdo, como por exemplo, a tripsina (GOMES et al., 2018).

A estrutura molecular das enzimas é consideravelmente sensivel, podendo ser
desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e demais agentes oxidantes. Os processos
de digestdo alimentar e absor¢do dos nutrientes sdo dependentes da presenca e
disponibilidade de enzimas digestivas apropriadas nos locais corretos do trato
gastrointestinal. Em grande parte dos peixes, a digestdo ocorre principalmente no
intestino, entretanto o estdbmago, a mucosa intestinal, o pancreas e 0s cecos piloricos
(quando existentes) também contam com a presenca de enzimas (FOSSE FILHO, 2018).

A ampla diversidade ecoldgica e filogenética dos teledsteos tem como efeito os
diversos modos que estes peixes obtém sua alimentacéo, bem como, na variedade de suas
dietas. Boa parte conta com alguma flexibilidade em seus habitos alimentares, podendo
variar segundo a disponibilidade dos nutrientes no ambiente. As estruturas dos diversos
6rgdos do trato digestdrio estdo, desta forma, relacionadas as caracteristicas dos alimentos
e a sua forma de ingestdo, de forma que esta seja eficiente (MICHELOTTI, 2020).

Nos peixes a digestdo e suas enzimas se assemelham ao
observado em outros vertebrados. A sintese e 0s niveis adequados de enzimas sao
regulados pela disponibilidade de nutrientes no ambiente, os quais variam no decorrer do
tempo. Os peixes, no geral, sdo classificados segundo seus habitos alimentares e dieta,
que refletem em suas atividades enzimaticas digestivas (MICHELOTT]I, 2020).

Posteriormente a ingestdo, o alimento passara por diversas transformacoes fisico-
quimicas ao longo do trato gastrointestinal, para assim ser absorvido e metabolizado
segundo as exigéncias do animal. O valor nutricional de um alimento ndo é dependente
apenas de sua composi¢éo, mas ainda da capacidade do animal digerir e absorver esses

nutrientes, o que é variavel de acordo com a espécie, condi¢des ambientais e qualidade
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do alimento. Os alimentos, em sua maioria, sdo constituidos por moléculas de peso
molecular elevados, ndo podendo ser absorvidas de forma direta pela mucosa
gastrointestinal, sendo indispensavel sua transformacdo em moléculas de baixo peso
molecular, processo catalisado por enzimas digestivas secretadas no tubo digestdrio.
Desta forma, um dos fatores que restringe a eficiéncia da absorcdo e conversao do
alimento é a disponibilidade de enzimas digestivas.

Nos peixes geralmente ndo ha a presenca de enzimas digestivas na cavidade oral,
entretanto, o estdbmago de grande parte desses seres vivos secreta enzimas proteoliticas.
No intestino e cecos piloricos sdo secretadas enzimas produzidas pelo pancreas, como
tripsina, amilase, lipases e quitanases (no caso de peixes que se alimentam de insetos ou
crustaceos). Tais enzimas sdo transportadas pelos ductos pancreédticos para a regiao
anterior do intestino ou cecos piléricos, com a quantidade variavel segundo a espécie. As
microvilosidades dos enterdcitos do intestino, além de ampliarem a superficie de
absorcdo, ainda produzem enzimas como fosfatase alcalina, sacarose, maltase e
dipeptidases (GOMES et al., 2018).

Existe a possibilidade de suplementacdo com enzimas digestivas exdgenas na
alimentacdo, com o proposito de complementar as enzimas digestivas endogenas
(tripsina, quimotripsina, amilase e lipase), fornecendo ainda as que ndo sao sintetizadas
no processo digestivo (xilanases, B-glucanases, celulase e fitase), contribuindo com a

digestibilidade e desempenho zootécnico dos peixes (MORAES, 2020).

2.2.1 Quantificacdo das enzimas digestivas

O potencial digestivo dos peixes é amplamente flexivel, variando segundo seu
peso, habitat, maturidade e histérico alimentar. Assim, a analise de enzimas digestivas é
indispensavel para a obtencéo de dados acerca de sua capacidade de aproveitar do melhor
modo possivel os alimentos disponiveis (COSTA et al., 2020), gerando subsidios para
pesquisas na area de nutri¢do e permitindo ajustes mais precisos na elaboragéo de dietas
(DORCE et al., 2020).

Além disso, elucidar a relagdo entre as atividades enzimaticas digestivas e a
composigdo centesimal dos alimentos consumidos por esses animais no ambiente €
indispensavel para o entendimento da biologia alimentar das espécies (MICHELOTTI,
2020).

Avaliar a atividade de enzimas digestivas € um método comum em diversos

sistemas bioldgicos, em estudos fisiologicos e nutricionais. Particularmente, avaliar a
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atividade de enzimas digestivas em estudos nutricionais é frequente quando o0s
pesquisadores tem por objetivo avaliar a competéncia digestiva de uma espécie de peixe
ao longo de sua ontogenia, com o proposito de adequar os protocolos de alimentacéo e
manejo as capacidades de seu sistema digestivo. Tais analises também sdo empregadas
para avaliar o impacto de certo tipo de dieta ou nutriente na funcionalidade e/ou
maturacgdo dos orgaos digestivos (GISBERT; NOLASCO; SOLOVYEV, 2018).

A avaliagdo da atividade de tais enzimas é frequentemente efetuada mediante
técnicas de espectrofotometria ou fluorometria. Tais métodos fundamentam-se na
incubacdo em uma solugdo tampdo de um substrato com um extrato contendo a enzima
ou a mistura de enzimas de interesse, tendo por resultado a formagdo do complexo
enzimatico e hidrdlise do substrato, sendo essa dependente da atividade da enzima e
estimada por alteragdes na absorbancia ou fluorescéncia da solucdo de trabalho
(GISBERT; NOLASCO; SOLOVYEV, 2018). Ha ainda pesquisadores que
também empregam zimogramas de eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) para identificacdo e deteccdo qualitativa da presenca de
diversos tipos de enzimas ou isoenzimas em extratos brutos (GISBERT; NOLASCO;
SOLOVYEV, 2018).

2.2.2 Atividade da amilase

A digestdo dos carboidratos em peixes se da no estbmago, nos cecos piléricos e
no intestino, por meio da hidrdlise de moléculas complexas de polissacarideos. Tal
processo é realizado por algumas enzimas, sendo a amilase a mais relevante, tendo como
produto desta reacdo oligo e monossacarideos (FOSSE FILHO, 2018).

As alfa-amilases sdo endoamilases que exercem a catélise da hidrélise das
ligacBes glicosidicas alfa-1,4 na amilose e amilopectina, moléculas que compdem o
amido de modo aleatério. Tal processo tem como produto a liberacdo de glicose e
carboidratos, que serdo hidrolisados a glicose, para posterior absor¢cdo pelo animal
(GOMES et al., 2018).

Essa enzima € sintetizada especialmente no pancreas, entretanto, em algumas
espécies de peixes onivoros ou herbivoros, tal sintese pode se dar na mucosa intestinal
(GOMES et al., 2018). Em tildpias do Nilo, a atividade da amilase tem relacéo
estreita com a temperatura da agua. A atividade da amilase (UA) na digesta da espécie
nas temperaturas 20, 24, 28 e 32°C, apresentou comportamento linear, sofrendo

incremento com a elevacao da temperatura da agua. Pesquisadores associam os resultados
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ao maior consumo de ragdo pelos peixes, permitindo a ampliacdo do substrato amido,
evidenciando que as enzimas digestivas podem ser induzidas pela disponibilidade de seu
substrato (GOMES et al., 2018).

O uso dos carboidratos é diferenciado entre as espécies e € especialmente
dependente da complexidade da fonte de carboidrato ingerida. O amido é a forma de
armazenamento para a glicose nos vegetais, composto por amilose (amido né&o
ramificado) e amilopectina (amido ramificado). A estrutura do glicogénio é semelhante a
da amilopectina, com maior nimero de ramificacbes, sendo a forma de armazenamento
de glicose nos animais. A a-amilase catalisa a hidrdlise das ligagdes a-1,4 da amilose,
amilopectina e glicogénio, liberando como produto maltose e isomaltose e ndo é capaz de
hidrolisar as liga¢des a-1,6 (FOSSE FILHO, 2018). Apesar de os carboidratos
serem um dos trés principais componentes das dietas animais, sendo empregados como
fonte de energia para crescimento, as funcdes bioldgicas e a metabolizacdo desse
macronutriente em peixes ainda nédo estdo completamente elucidadas. A capacidade de
adequar a secrecdo da amilase aos niveis de carboidrato da dieta e ao nivel de infesta deve
ser limitada aos peixes onivoros e herbivoros. O incremento na producéo de amilase pode
se dar como reacdo a presenca de carboidratos ou produtos de sua hidrolise no trato
gastrointestinal. A glicose pode interferir de modo direto sua produgdo pelo tecido
pancreatico, ou de modo indireto, estimulando a liberacdo de insulina pelo pancreas
(FOSSE FILHO, 2018).

2.3 Glicose sanguinea

A glicose sanguinea é disponibilizada para ser empregada pelos tecidos, podendo
ser imediatamente oxidada para fazer parte da sintese de componentes essenciais para o
crescimento e manutencdo das células e tecidos. No figado, o principal 6rgdo de
homeostase da glicose sanguinea, esta é degradada em diversas reacdes catalisadas por
enzimas (a glicolise), com formacéo de ATP. O excesso de glicose pode ser armazenado
como glicogénio (glicogénese) no figado e nos musculos ou transformado em acidos
graxos e triglicerideos (lipogénese) (CARDOSO, 2018).

A restricdo de glicose gerada pela restricdo alimentar ou
deficiéncia nutricional é suprida pela quebra do glicogénio (glicogendlise) e/ou pela
sintese de glicose (gliconeogénese) com base em outros compostos organicos como
lactato, glicerol e alguns aminoacidos. O equilibrio entre os processos que diminuem e

incrementam o nivel de glicose no sangue (glicemia) possibilita que os animais
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conservem o nivel de glicose satisfatorio para o funcionamento dos tecidos que empregam
quase exclusivamente a glicose como fonte de energia (tecido nervoso e hemacias, por
exemplo) (CARDOSO, 2018). A
manutencdo da homeostase da glicose no plasma é dependente da regulacédo da atividade
e expressao génica das enzimas relacionadas nos processos de quebra e sintese de glicose.
A regulacdo de tais enzimas tem como base especialmente a concentracdo de alguns
substratos e produtos destas reacdes e pelos hormonios insulina, glucagon, somatostatina
e cortisol, entretanto, as ac6es desses hormdnios no controle da glicemia em peixes ainda
nédo sdo completamente elucidadas (CARDOSO, 2018).

Os niveis e a producdo de insulina sdo considerados normais ou, em certas
situacOes, elevados em relagdo aos valores observados para os demais vertebrados.
Assim, uma das justificativas para as alteracGes na glicose sanguinea e a hiperglicemia
duradoura constatada para varias espécies de peixes € um pequeno nimero de receptores
de insulina nas células da musculatura esquelética de peixes, em comparacdo a outros
vertebrados. Por essa razdo, € frequente que em peixes, ap6s a ingestdo de alimentos,
digestdo dos carboidratos e absor¢do da glicose, um incremento consideravel dos niveis
glicémicos, levando a uma hiperglicemia continuada que pode perdurar por mais de um
dia em certas espécies (MORO, 2013).

A capacidade das espécies de regular o incremento dos niveis de glicose
sanguinea varia e se relaciona diretamente ao habito alimenar (MORO, 2013). Em uma
pesquisa acerca dos pontos da intolerancia a glicose nos teledsteos, Moon (2001)
apresentou que espécies onivoras controlam mais rapidamente os niveis de glicose que
espécies carnivoras, o que justifica a maior capacidade desses peixes em consumir e
empregar maiores niveis de carboidratos na dieta.

O nivel de glicose sanguinea pode ser empregado como um possivel indicador
direto da atividade das enzimas digestivas, visto que esses metabolitos sdo produtos dos
processos digestivos, absortivos e metabdlicos a depender da acdo de catalise de enzimas
digestivas no metabolismo de carboidratos e proteinas. A curva glicémica € utilizada para
analisar a variacdo de glicose em fungéo de modifica¢Oes nas proporcdes de carboidratos
nas racoes. (GOMES et al., 2020). Segundo Bedford e Partridge (2011), a glicose liberada
no lumen intestinal, pela quebra enzimatica de carboidratos complexos, é absorvida pelos
enterocitos para a corrente sanguinea. Urbinati e Carneiro (2004) enfatizam que os niveis

de glicose sanguinea ainda se relaciona estreitamente as reaces fisiologicas a diversos
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agentes estressores, como alteracfes de temperatura, 0 manejo realizado e o transporte da

mesma.

3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no setor de Psicultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Lavras, onde os peixes nasceram e foram criados até
chegarem ao peso médio de 100 gramas.

No experimento 108 tilapias juvenis foram distribuidas em nove
caixas circulares de polipropileno com capacidade de 320 L (280 litros de volume util)
na densidade de 12 peixes/caixa. Cada caixa contendo entrada e saida de 4gua individuais,
dispostas em sistema de recirculacdo de agua com filtragem mecanica e biologica,
temperatura controlada e sistema de aeracao.

Os peixes foram pesados inicialmente e
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microchipados, cada peixe foi considerado uma unidade experimental. Os tratamentos
avaliados foram de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, e 48 horas p6s alimentacdo. Foi oferecida trés
vezes ao dia uma racdo comercial com 32% e proteina bruta, & vontade durante 30 dias.
Ao final, os peixes de
cada caixa foram alimentados e, ap0s os devidos tempos pés alimentagéo, todos os peixes
de cada caixa foram eutanasiados em solugdo de benzocaina. Em seguida foi feita a
abertura da cavidade abdominal por incisdo longitudinal ventral na linha média e retirada
do trato digestorio. Os
intestinos foram individualizados e divididos em trés porg¢des: inicial, médio e final, as
amostras foram imediatamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer
-80° C. Posteriormente os tecidos foram homogeneizados em solucgdo tampdo, utilizando
homogeneizador. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante coletado e

armazenado para analise.

3.1  Atividade das enzimas digestivas
Porcdes do intestino dos peixes foram pesadas, e o pH foi medido. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas com agua destilada e mantidos em baixa temperatura, e
ndo houvesse ativacdo enzimatica (diluicdo 1:5), centrifugadas em 3300 g por 30 min na
temperatura de 4 °C, e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para analises
posteriores. Todas as atividades enzimaticas foram determinadas usando um
espectrofotdbmetro de varredura de microplacas (Multskan GO, Thermo Scientific, USA).
As atividades de amilase (E.C.3.2.1.1) e lipase (E.C.
3.1.1.3) foram medidas com kits (Gold Analisa Cat. 311 e 304, respectivamente),
adaptados para amostras de intestino de peixes. A atividade enzimatica foi expressa como

atividade especifica, definida como pmol de produto gerado por minuto.

3.2 Analises bioquimicas do sangue

Kits comerciais (Labtest Diagndstica SA) foram utilizados para quantificar
triglicerideos (Triglicerideos Liquiform, Cat. 87) e glicose (Glucose HK Liquiform, Cat.
137). As analises foram feitas em triplicata em placas de 96 pocos e a absorbancia lida
em espectrofotébmetro (Multskan GO, Thermo Scientific, EUA).

3.3 Analises estatisticas
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado.

Os dados séo expressos como média * erro padrdo combinado da média (SEM).
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A normalidade e a homogeneidade das variancias foram testadas pelos testes de Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados
usando o pacote de software SPSS para Windows (IBM® SPSS® Statistics, Nova York,
EUA). A analise estatistica das enzimas digestivas foi feita por ANOVA de duas vias,
tendo como fatores as horas pds-prandiais e as por¢des do intestino. Os dados dos
parametros sanguineos foram analisados por ANOVA de uma via. O teste de Tukey foi
aplicado para identificar diferencas entre os tratamentos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista a importancia da atividade das enzimas digestivas, o objetivo desse
trabalho foi quantificar e localizar o pico das atividades enziméticas da amilase e lipase
nas diferentes por¢des do intestino das tilapias e em diferentes horas pos-prandiais, de
acordo com os dados obtidos foi possivel saber o horéario e local para coleta de cada uma

das enzimas no intestino das tilapias.

Houve diferencas significativas atividade de enzimas digestivas especificas em
diferentes porc¢des intestinais de tilapia do Nilo variando as horas pos-prandiais (Tabela

1) considerando valores de p <0.05 ndo apresentam diferencas estatisticas segundo o
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teste de Tukey. Para a amilase, nas porcdes intestinais anterior e média a maxima
atividade foi atingida ap6s 8, 10 e 12 horas p6s-prandiais. A menor atividade enzimatica
foi encontrada na porcdo intestinal anterior as 0 horas pos-prandiais. O que condiz com
0 que se conhece da digestdo de carboidratos ao longo do intestino. Em relacdo a lipase,
a maxima atividade enzimatica foi atingida apds 6 horas pos-prandiais. A menor
atividade enzimatica foi encontrada na porcdo intestinal distal as 12 horas pds-prandiais.
Estudos realizados por Ji, Sun
e Xiong (2012), concluem que as espécies onivoras apresentam maior atividade da
amilase do que as espécies carnivoras. A atividade lipolitica
ao longo dos diversos segmentos do trato gastrointestinal de peixes tem sido estudada e
tem se mostrado distinta entre as espécies (STECH; CARNEIRO; PIZAURO JUNIOR,
2009). Gisbert et al. (1999) mencionam a ocorréncia de lipase no estbmago de
algumas espécies de peixes, mas Stech, Carneiro e Pizauro Junior (2009) enfatizam que
0 sitio primério de hidroélise lipidica para a maioria das espécies parece ser a por¢do
anterior do intestino e os cecos piléricos, quando existentes. Outros autores mencionam
que a digestdo de lipideos continua nas demais porc¢des do intestino (SMITH, 1980).
Fountoulakl et al. (2005) mencionam que as atividades das enzimas digestivas sao
diretamente afetadas pela composicdo da dieta, especialmente pelos niveis de
carboidratos e lipideos.

Também houve diferencas significativas entre os parametros
plasmaticos de tilapia do Nilo variando as horas pos-prandiais. As maiores taxas de
glicose plasmética foram encontradas as 8, 10 e 12 horas pds-prandiais. Condizente com
0 pico da atividade da amilase, que tem como funcdo a quebra de carboidratos. Nas
demais horas pds-prandiais ndo houve variacdo desta. Ja em relacdo aos triglicerideos,
seu nivel no plasma foi maximo as 6 horas pos-prandiais € minimo as 24 horas pos-
prandiais. Gomes (2018), avaliando os niveis
de glicose sanguinea (mg/dL) durante 24 horas pos alimentagdo, como indicadores da
eficiéncia da atividade de enzimas exdgenas em dietas “on top” para tilapias do Nilo
observou que o pico da glicemia sanguinea das tilapias do Nilo ocorreu nas primeiras 4
horas pos alimentacdo das tilpias em todos os tratamentos avaliados, valores que
diferem dos obtidos neste trabalho, possivelmente em funcdo da dieta e enzimas
administradas. O autor destaca que as concentragdes de glicose sanguinea podem ser

indicadores indiretos da eficiéncia de atividade da amilase no processo digestivo.
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Diante do exposto, € possivel inferir que ao passo em que o bolo alimentar se
movimenta no intestino do animal, h4 um incremento na atividade especifica da amilase
e da glicose sanguinea, especialmente apos 4 horas pos-prandiais (tabela 1), alcangando
seu maximo na porcdo intestinal anterior as 8 horas e na por¢do média 10 horas sendo
tal elevacdo mantida até 12 horas pos-prandiais. A maxima atividade da lipase foi
encontrada apds 6 horas pos-prandiais (tabela 1), assim como os triglicerideos
plasméticos, mostrando que as maiores atividades enzimaticas se relacionaram com as

maiores concentracdes dos metabdlitos plasmaticos.



Tabela 1. Atividade especifica das enzimas digestivas (U/mg proteina) em diferentes porg¢des intestinais de tilapia do Nilo variando as horas p6s-prandiais

Horas Pés-prandiais SEM p-valores
0 2 4 6 8 10 12 24 H Pl HxPI

Amilase *o* *
Anterior 52.5f 66.0°¢f 66.9¢f 153.1°% 224,52 222.0° 221.2¢° 119.0 bed 9.73
Médio 91.5 def 107.7 cde 101.6 %f 159.6° 246.9° 263.72 243.4° 122,90 9.29
Distal 107.3 cde 120.5 bed 91,7 def 63.2¢f 78.7 def 101.3 %f 119.8 bed 102.59% 4.95

Lipase ** *
Anterior 6.1 bode 7.6 3bcd 9.8 11.6° 9.3 abe 7.9 abed 6.0 Pede 6.5 bede 0.42
Médio 4.9 cde 3.9¢ 4,50 6.3 bece 4.9 cde 4.6°% 3.6¢% 7.3 bcde 0.33
Distal 3.4¢ 420 4.8 coe 6.5 bede 4.9 cde 3.6¢% 3.5¢% 2.7¢ 0.312

Valores apresentados como médias (n = 12) e erro padrdo agrupado da média (SEM). One-way ANOVA: *p < .001. Valores que compartilham diferentes letras mindsculas
sdo significativamente diferentes no teste de Tukey (p <0.05).

Tabela 2. Pardmetros plasméticos (mg/dL) da til4pia do Nilo variando as horas pés-prandiais

Horas Pds-prandiais

SEM
0 2 4 6 8 10 12 24 48 p-valores
Glicose 95.4b 88.8"° 92.7b 92.1° 110.72 114.72 112.92 96.7° 153.2 1.52 *
Triglicerideos 111.7¢« 109.5¢ 139.4° 165.92 116.4°¢ 112.7 98.5¢ 77.9¢ 914 3.32 *

Valores apresentados como médias (n = 12) e erro padrdo agrupado da média (SEM). One-way ANOVA: *p < .001. Valores que compartilham diferentes letras mindsculas
sdo significativamente diferentes no teste de Tukey (p <0.05).
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5. CONCLUSAO

E possivel concluir que a atividade maxima da amilase intestinal ocorre entre 8 e 12
horas pos-prandiais, tanto no intestino anterior como no medio, sendo este 0 momento e locais
ideais para coleta, visando a estimativa da atividade especifica de amilase. Para analise da
atividade especifica da lipase, 0 momento ideal para a coleta é entre as 4 e 8 horas pds-prandiais,
no intestino anterior. Conclui-se também que maiores atividades enziméticas no intestino se
relacionaram com as maiores concentracdes de metabdlitos plasmaticos advindos dessas

enzimas.
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