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RESUMO

Apesar do carboidrato ser 0 macronutriente que fornece a energia mais
barata na composicao de uma dieta, peixes possuem capacidade limitada
para utilizacdo de um de seus importantes constituintes: a glicose. A
metformina (MET) é uma droga utilizada para o tratamento de diabetes,
cuja funcdo é reduzir os niveis de glicose no sangue, melhorando, assim,
sua utilizacdo pelos mamiferos. O objetivo deste estudo foi avaliar o
desempenho da tilapia-do-Nilo com e sem a suplementacéo de 0,2% de
MET, em dietas com 24% (24C) e 48% de carboidrato (48C),
representando concentragdes adequada e excessiva, respectivamente,
deste macronutriente. Quatro grupos de 20 juvenis de tilapia-do-Nilo
(22,00 + 1,45 g) foram alimentados com cada uma das dietas
experimentais duas vezes ao dia, por 80 dias. Houve interacdo entre a
concentracao de carboidrato e a presenca de MET para a matéria seca e
extrato etéreo corporal, as quais, na presenca da droga, aumentaram nos
peixes que receberam a dieta 48C, mas diminuiram naqueles que
receberam a dieta 24C. N&o houve efeito da suplementacdo de MET no
desempenho dos peixes. Entretanto, o aumento na concentragdo de
carboidrato na dieta propiciou o acUimulo de gordura corporal,
aumentando significativamente os indices hepato e viscerossomaticos,
enquanto o desempenho dos peixes diminuiu.

Palavras chaves: Aquicultura, Nutricdo de peixes, Carboidratos, Tilapia
(Oreochromis niloticus), Glicose.






ABSTRACT

Despite the carbohydrate is the macronutrient that provides the cheapest
energy in the composition of a diet, fish have limited ability to use one
of its major constituents: glucose. Metformin (MET) is a drug used for
the treatment of diabetes, whose function is to reduce the glucose levels
in the blood, thus improving its use by mammals. The objective of this
study was to evaluate the performance of Nile tilapia with or without
supplementation of 0.2% MET in diets with 24% (24C) and 48%
carbohydrate (48C), representing adequate and excessive concentrations
of this macronutrient, respectively. Four groups of 20 juveniles of Nile
tilapia (22.00 £ 1.45 g) were fed each one of the experimental diets
twice daily for 80 days. There was a significant interaction between the
dietary concentration of carbohydrate and the presence of MET for body
dry matter and ether extract. Those body composition fractions
increased in the presence of the drug in fish fed diet 48C but decreased
in those fed diet 24C. There was no effect of MET supplementation on
fish performance. However, the increase in dietary carbohydrate
concentration led to the accumulation of body fat, significantly
increasing the hepato and viscerossomatic indexes, while decreased fish
performance.

Keywords: Aquaculture, Fish nutrition, Carbohydrate, Tilapia
(Oreochromis niloticus), Glucose.
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INTRODUCAO
Aquicultura e tilapicultura

A aquicultura é o setor da produgdo animal que mais cresceu nas
Gltimas décadas e a expectativa € que se mantenha neste ritmo,
acompanhado principalmente pelo crescimento econémico dos paises
emergentes e pelo constante aumento do consumo de pescados pela
populagdo mundial (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004; FAO,
2014). Outro fato que ajuda na expansdo dessa atividade é a estagnagdo
da pesca, que sofreu alta desaceleragdo nas Ultimas trés décadas,
principalmente pelo esgotamento dos recursos pesqueiros. Por outro
lado, a aquicultura cresceu em uma propor¢do muito alta, aumentando
em aproximadamente doze vezes sua produgdo em relacdo a pesca
(FAO, 2014).

No Brasil, essa tendéncia de expansdo da atividade ndo é
diferente. Adicionalmente, o pais possui um enorme potencial hidrico,
com 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 ha em reservatorios de 4gua
doce, comportando aproximadamente 12% da agua doce disponivel no
planeta (MPA, 2014).

Além disso, o pescado é uma fonte de proteina saudavel, que
possui um apelo comercial diferenciado em comparacdo a maioria das
fontes proteicas de origem animal, 0 que aumenta sua procura pela
populagdo mundial e brasileira. Em somente uma década, no periodo de
2003 a 2013, o consumo per capita anual de pescado no mercado
interno brasileiro sofreu um aumento de mais de 100%, passando de 4
kg para 9 kg. Apesar disso, ainda esta abaixo daquele recomendado
pela Organizagcdo Mundial da Salde (OMS), que é de 12 kg (FAO,
2012). Um dos fatores que ajudou a incrementar o consumo de pescado
pelo mercado brasileiro foi 0 aumento da producdo interna de pescados
que, em 2011, mostrou um aumento de 31% em compara¢do ao ano
anterior, enquanto a pesca extrativista aumentou somente 2%,
confirmando a tendéncia mundial de estagnacdo dos recursos
pesqueiros. Essa expansdo se deve basicamente ao crescimento da
piscicultura continental que, no mesmo periodo aumentou 38,1%,
representando 86,6% do volume produzido no mercado aquicola
brasileiro (MPA, 2009; MPA, 2011).

A espécie de peixe que possui maior representatividade
produtiva em A&guas continentais no Brasil é a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), pertencente a familia Cichlidae. Essa espécie
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tem sua origem na parte oeste e leste da Africa e é a segunda espécie
mais cultivada no mundo, principalmente por sua rusticidade e
qualidades zootécnicas (POVH et al.,, 2005; FAO, 2012), somente
perdendo para a familia Cyprinidae, onde seus maiores representantes
sdo as carpas. O Brasil € um dos sete maiores produtores de tilapia do
mundo e essa espécie € uma das que mais cresce na piscicultura
continental brasileira. Segundo o IBGE (2014), a tildpia sozinha
representa 43,1% de toda piscicultura continental brasileira, com uma
producdo de 169 mil toneladas/ano em seu Gltimo levantamento. Ainda
ha discordancias sobre esse valor total de producdo, pois 0 MPA, que
era 0 Orgdo responsavel pelos levantamentos de producdo aquicola
anteriormente ao IBGE, registra que, em 2011, essa produgdo foi de 254
mil toneladas/ano (MPA, 2011).

Dentre as diversas espécies e hibridos de tilapias que sdo
produzidos, cerca de 80% da produgdo é realizada com a espécie
Oreochromis niloticus, ou tilapia nil6ética, comumente chamada de
tilapia-do-Nilo (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004), que é a
espécie alvo desta dissertacéo.

Carboidratos na nutricdo de peixes

Com o crescimento cada vez maior da demanda por pescados, é
preciso melhorar a produtividade dos sistemas para atender esse
mercado em expansdo, de forma a conciliar o lucro para o produtor,
tornar o produto acessivel a populagcdo e causar 0 menor impacto
possivel ao ambiente (NAYLOR et al., 2000). Para que isso aconteca, é
imprescindivel a pesquisa nas areas de nutricdo e alimentacdo dos
peixes, pois 0s gastos com alimentagdo, em qualquer sistema intensivo,
representa a maior parte do custo (EL-SAYED, 1999). Segundo Lima et
al. (2011), esse custo pode variar, dependendo da intensificacdo do
sistema, alcancando até 70% do custo total de producdo, o que €
decisivo na viabilidade econdmica de uma piscicultura. Ainda, racfes de
baixa qualidade e mal formuladas afetam diretamente o crescimento dos
animais, além de causar maior impacto ambiental, pois 0s nutrientes ndo
aproveitados sdo excretados e podem causar problemas na qualidade das
aguas (SARDAR, 2007).

A maioria dos ingredientes, assim como as racdes, é constituida
de macro e micronutrientes, sendo os macronutrientes aqueles que sdo
contidos ou exigidos em maior quantidade e, portanto, presentes em
maior concentracdo na dieta: carboidratos, lipidios e proteinas.
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Cada nutriente possui uma ou mais funcBes especificas nos
organismos, sendo a principal funcdo dos carboidratos o fornecimento
de energia. Os carboidratos ndo sdo considerados nutrientes essenciais
aos peixes, mas sdo uma fonte de energia de baixo custo. Os
carboidratos representam cerca de 60 a 80% do total do peso da maioria
dos grdos utilizados para racOes de peixes e camarfes, sendo utilizado
de maneira direta como grdos ou indireta como seus subprodutos
(TACON, 1987,1993).

Séo chamados de cereais os membros da familia das gramineas
(Gramineae), que se constituem em alimentos utilizados tanto para o
consumo humano como o animal. Exemplos tipicos sdo o milho, arroz,
sorgo, trigo, centeio, triticale, cevada, aveia e os pain¢os. Segundo a
FAO (1993), o milho é o principal ingrediente energético utilizado para
alimentacdo animal e, juntamente com a soja, é a base das ragdes da
maioria das espécies produzidas no mundo.

Apesar de existir uma grande quantidade de ingredientes ricos
em carboidratos, que podem ser utilizados em ragdes de peixes, esse é
um nutriente controverso, pois, segundo o NRC (2011), os peixes nao
apresentam exigéncia nutricional para carboidratos. Para Tacon (1988),
a possivel inexisténcia de exigéncia nutricional de carboidratos para os
peixes se deve ao fato destes priorizar a sintese da glicose por meio da
gliconeogénese, a partir de lipidios e proteinas. Entretanto, outros
autores afirmam que, algumas espécies, quando alimentadas sem
carboidratos, sofrem moderada queda no seu desempenho (WILSON,
1994; ANDERSON et el.,, 1984; SILVEIRA; LOGATO; PONTES,
2009).

Um ponto positivo da inclusdo de carboidratos na dieta é o
efeito poupador de proteina, comprovado para diversas espécies de
peixes com diferentes habitos alimentares: salmao-rei (Oncorhynchus
tshawytscha) (BUHLER; HALVER, 1964), truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (MEDLAND; BEAMISH, 1986), tilapia hibrida
(Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) (SHIAU; PENG, 1993),
enguia-europeia (Anguilla anguilla) (HIDALGO et al., 1993), carpa
indiana (Labeo rohita) (ERFANULLAH, 1995), perca-prateada
(Bidyanus bidyanus) (STONE et al., 2003), jundia (Rhamdia quelen)
(MEYER; FRACALQOSSI, 2004), Cirrhinus mrigala (SINGH et al.,
2006), carpa-prateada (Puntius gonionotus) (MOHANTA et al., 2007),
sea bream (GARCIA-MEILAN et al, 2014), linguado (Solea
sennegalensis) (GUERREIRO et al. 2014) e turbot (Scophthalmus
maximus) (LIN et al., 2015).
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O catabolismo de proteinas é reduzido quando ha fornecimento
adequado de carboidrato na dieta. Isto aumenta a retencdo proteica e
diminui a excrecdo de amonia para o ambiente aquatico (COWEY;
WALTON, 1989; SEENAPPA; DEVARAJ, 1995; HILLESTAD;
JOHNSEN; ASGARD, 2001). O efeito poupador de proteina ou protein-
sparing ocorre porque a glicose oriunda do carboidrato € utilizada e ndo
aquela do catabolismo da proteina, que é um nutriente caro. O
carboidrato, quando digerido e absorvido pelo intestino, transforma-se
em glicose, que pode ser utilizada imediatamente para fornecer energia
ou pode ser armazenada como glicogénio - principalmente no figado e
musculo - para a sintese de outros compostos, como aminoacidos nao
essenciais e triacilglicerdis ou, ainda, pode ser excretada, quando em
excesso (LOVELL, 1989; DENG; REFSTIE; HUNG, 2001). Segundo
Lovell (1989) e Wilson (1994), os peixes em geral possuem uma
preferéncia por utilizar energia oriunda da catabolizacdo dos
aminodcidos, que sdo desaminados e sua parte carbonada oxidada, sendo
convertida em carboidratos, lipidios ou outros compostos. Isso ocorre
em maior quantidade quando ha excesso de aminoacidos disponiveis na
corrente sanguinea, sem a presenca da glicose, sendo eles os primeiros
nutrientes a serem consumidos para gerar energia (LOVELL, 1989).
Entretanto, a proteina é o macronutriente mais caro numa formulagéo e
a inclusdo de carboidrato na dieta promove o protein sparing effect.

Segundo Walton e Cowey (1982), o sistema digestorio e
metabdlico dos peixes possui essa preferéncia por utilizar a proteina e
lipidio como fontes energéticas por uma questao de adaptacdo evolutiva,
ja que o ambiente aquatico geralmente é escasso em carboidratos.
Estudo recente realizado por Glencross et al. (2014), com juvenis de
barramundi (Lates calcarifer), demonstrou claramente a preferéncia da
utilizacdo energética prioritaria da proteina, seguida pelo lipidio e, por
altimo, o carboidrato.

Do ponto de vista evolutivo, pode-se supor que peixes de
habitos alimentares especificos, como os piscivoros, teriam perdido
algumas das suas capacidades metabdlicas de utilizar doses
significativas de glicose, dando preferéncia para 0s nutrientes
encontrados em maiores quantidades na sua dieta alimentar, como as
proteinas e lipidios (POLAKOF et al., 2012). Sendo assim, existem
diferencas entre espécies: algumas possuem maior habilidade de
aproveitar carboidratos que outras, sendo que normalmente essa
habilidade esta relacionada com o habito alimentar. Por exemplo: peixes
carnivoros, como salmdo (Salmo salar) e truta arco-iris, ndo possuem
uma digestao tdo eficiente desse nutriente quanto peixes onivoros, como
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0 bagre-do-canal (Ictalurus punctatus), carpa-comum (Cyprinus carpio)
e tilapia-do-Nilo, que ndo s6 digerem como aproveitam melhor os
carboidratos, os quais podem ser incluidos em niveis maiores em suas
dietas (SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009).

Essa maior capacidade de digestdo dos carboidratos pelas
espécies onivoras e herbivoras condiz com sua histéria natural e
capacidade adaptativa as fontes de nutrientes disponiveis
(KROGDAHL et al., 2005). Outro aspecto importante estd ligado ao
tamanho do intestino das espécies. Geralmente, quanto maior a relagéo
intestino:tamanho corporal, melhor serd a digestdo e absorcdo dos
carboidratos. Desta maneira essa relacdo ¢ maior em herbivoros, do que
em onivoros e carnivoros, sucessivamente (KRAMER; BRYANT,
1995). Espécies onivoras também diferem quanto ao uso de carboidratos
dietéticos. A til4pia-do-Nilo, onivoro tipico com intestino longo
apresenta maior digestibilidade do amido de diferentes fontes de
carboidratos, quando comparada a um onivoro com tendéncia &
carnivoria, como o jundia, com intestino curto (GOMINHO-ROSA et
al., 2015).

Além disso, também existe diferenca quando se trata de uma
espécie tropical ou de aguas temperadas, sendo que as espécies tropicais
sdo mais eficientes no uso de carboidratos, pois os ambientes tropicais
geralmente possuem maior oferta de alimentos com maior quantidade de
carboidrato em sua composigdo (WILSON, 1994).

Do ponto de vista do processamento da ragdo, um fator que
auxilia a melhoria da digestibilidade dos alimentos e, principalmente, do
carboidrato é o tratamento térmico. O calor utilizado causa uma
modificacdo na estrutura quimica de alguns nutrientes, desnaturando
proteinas, inativando fatores antinutricionais e gelatinizando o amido
(ALONZO et al., 2000).

Segundo Cheng e Hardy (2003), na indlstria de ragdes, a
gelatinizacdo do amido ocorre mediante o processo de extrusdo, que é
feita pela combinacdo de alta pressdo, alta temperatura e umidade,
resultando em mudancas fisicas e quimicas do amido presente na racéo.
Isso causa um cozimento do amido, destruindo sua estrutura granular,
dissolvendo e despolimerizando suas macromoléculas (BARRON et al.,
2001) e tornando-as mais faceis de serem digeridas pelos animais
(GARCIA-ALONSO et al., 1999).

A maioria das espécies de peixes digere 0 amido com mais
eficiéncia ap6s sua extrusdo e gelatinizacdo (WILSON, 1994;
KROGDAHL; HEMRE; MOMMSEN, 2005; PANSERAT, 2009). Essa
maior digestdo ocorre em diversas espécies, mesmo com habitos
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alimentares diferentes como no caso dos carnivoros robalo-europeu
(Dicentrarchus labrax) (PERES; OLIVA-TELES, 2002), truta arco-iris
(BERGOT; BREQUE, 1983; PODOSKINA et al., 1997) e onivoros,
como carpa-comum (HERNANDEZ et al., 1994), tilapia hibrida e a
herbivora carpa-capim (Ctenopharyngodon idella) (TAKEUCHI et al.,
1994).

As diferentes formas de carboidratos também séo relevantes
para 0 seu aproveitamento pelos peixes, que, em geral, aproveitam
melhor os carboidratos complexos, como o amido, do que o0s agucares
simples, como a glicose (NEW, 1987). Em revisdo sobre a utilizacdo de
carboidratos pelos peixes, Wilson (1994) afirma que, quando se utilizam
ingredientes como o0 amido e a dextrina, a maioria das espécies
assimilam esses produtos com maior eficiéncia do que quando sdo
fornecidos agucares mais simples.

Estudos realizados com tilapia hibrida demonstraram que,
quando alimentada com carboidratos mais complexo do que a glicose e
outros monossacarideos, como é o caso do amido gelatinizado, 0 seu
crescimento € maior (LIN et al., 1997; SHIAU; LIANG, 1995; SHIAU;
CHEN, 1993). Estudo similar também realizado com a tilapia hibrida,
feito por Shiau e Chuang (1995), avaliaram cinco fontes de carboidratos
(glicose, maltose, lactose, sacarose e amido), a 44% de inclusdo, em
dietas isoproteicas e isolipidicas, sendo observado que 0s mono e
dissacarideos foram pior utilizados em comparagdo ao amido.

Provavelmente essa melhor utilizagdo dos carboidratos
complexos se deve por sua mais lenta digestdo e absorcdo. Desta forma,
a glicose é fornecida de maneira fracionada aos peixes, passivel de
aproveitamento mais eficiente no metabolismo.

Metabolismo da glicose em peixes

Diversos estudos tém sido realizados para compreender melhor
os problemas relacionados ao uso de carboidratos em peixes. Algumas
espécies, ap6s 0 consumo deste macronutriente, apresentam nivel
elevado de glicose sanguinea (hiperglicemia), o qual pode permanecer
elevado durante horas e que parece estar relacionado a uma baixa
tolerancia a glicose (WILSON, 1994; GOUVEIA; DAVIES, 2004).

E um desafio compreender o porqué da ma utilizacdo dos
carboidratos pelos peixes. Além de ocorrer uma hiperglicemia pos-
prandial (pds-alimentacdo) persistente, que esta associada a uma
diminuicdo de crescimento, observa-se também, em alguns casos, a
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presenca de esteatose hepatica ou comumente chamada de “figado
gordo” (HEMRE; MOMMSEN; KROGDAHL, 2002; ENES et al.,
2011).

Em ensaios de tolerancia a glicose em peixes, foi observado que
peixes alimentados com altos niveis de carboidratos apresentam
hiperglicemia prolongada no plasma sanguineo, caracteristica similar ao
que ocorre em mamiferos com diabetes (WILSON; POE, 1987). Alguns
autores sugeriram que a reduzida utilizagdo da glicose pelos peixes pode
ser causada por uma insuficiente producdo de insulina pelos mesmos,
fazendo com que essa glicose ndo se desloque do sangue para dentro das
células (WILSON; POE, 1987; HERTZ et al., 1989). A insulina é um
horménio secretado em resposta as altas concentragfes de glicose no
sangue e atua, principalmente, em tecidos periféricos, como o musculo
esquelético, promovendo a assimilagdo celular de glicose e regulando a
glicemia (VOET; VOET, 2006).

Hertz et al. (1989b), em pesquisas semelhantes, observaram
que a concentracdo de insulina plasmatica nos peixes foi tdo alta quanto
a encontrada em mamiferos. Outros autores também observaram que o
aumento da ingestdo de carboidratos resultou em um aumento dos niveis
de insulina plasmética nos peixes (GUTIERREZ et al., 1991; MAZUR
etal., 1992; PARRIZAS et al., 1994).

Em um experimento realizado por Wright et al. (1998), foram
transplantados corptsculos de ‘Brockmann’ de tilapias (estrutura
correspondente ao tecido enddcrino no pancreas em peixes teledsteos)
para ratos diabéticos. Neste experimento, foi observado que 0s ratos
apresentaram normoglicemia em longo prazo, respostas glicémicas ao
jejum e quando desafiados a testes de tolerancia a glicose, exibiram
respostas similares a roedores sadios, fato que demonstra que o
“pancreas” dos peixes ndo seria o problema, nem sua produgdo de
insulina. Esses fatos levantaram a hip6tese de que o problema ndo esta
ligado a producéo de insulina pelos peixes e sim que ha ineficiéncia na
capacidade receptora das células ao horménio insulina, fazendo com que
0s mesmos apresentem problema semelhante ao de humanos com
diabetes tipo 2 (producéo insuficiente de insulina, e/ou resisténcia dos
receptores periféricos a insulina).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina | e Il (IGF-1 e
IGF-2) sdo peptideos, que exercem seus efeitos sobre a célula através de
suas ligacGes a receptores especificos, localizados na membrana
plasmatica das células (PLANAS et al., 2000). O IGF-I em mamiferos
estimula a tomada de glicose e de aminoacidos, realizando a sintese de
glicogénio e proteina (ZORZANO et al., 1988).
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Segundo Bafios et al. (1998) e Planas et al. (2000) os receptores
de IGF-I estdo em predominancia sobre os da insulina no misculo
esquelético de peixes, sendo que isso é o contrario do que ocorre em
mamiferos, o que pode ser uma explicacdo para a baixa captagdo de
glicose pelo tecido muscular esquelético de peixes, pois o0s receptores de
insulina sdo mais eficientes para retirada de glicose. Na visdo de Bafios
et al. (1998), o IGF-I possui um papel importante na adaptacdo e
metabolismo de peixes quando sdo submetidos a dietas ricas em
carboidratos, mas a menor quantidade de receptores de insulina pode
estar por tras da intolerancia dos peixes a glicose.

Assim como a insulina plasmatica, o nimero de receptores de
insulina e IGF-1 aumentaram no tecido esquelético muscular de trutas
guando submetidas a uma dieta rica em carboidratos, o que favorece a
retirada da glicose plasmatica, melhorando o controle da glicemia e a
metabolizacdo da glicose pelo tecido (BANOS et al., 1998). Mesmo
assim, diversos trabalhos citados anteriormente demonstraram que
varias espécies sofrem com hiperglicemia e ndo metabolizam
suficientemente a glicose ofertada, como no caso da truta.

Em mamiferos, a entrada de glicose nas células dos tecidos
periféricos, como o tecido muscular esquelético, adiposo e cardiaco, é
realizada por transportadores de glicose GLUT-1 e GLUT-4. No tecido
muscular esquelético, o transportador GLUT-1 é insulino-independente
e favorece o transporte basal da glicose. J& 0 GLUT-4 é insulino-
dependente e quando os receptores das células sdo ativados pela
insulina, ele se desloca da parte interna da célula para a membrana
celular, transportando a glicose de fora para dentro da célula muscular,
por isso a insulina causa um efeito hipoglicEmico (VOET; VOET,
2006).

Segundo Moon (2001), ainda ndo se decifrou se em peixes esse
transporte ocorre da mesma maneira que em mamiferos. Entretanto, em
um estudo feito por Wright et al. (1998), analisando diversos tecidos de
tilapia e camundongo, foi observado que a expressdo de GLUT-1 e
GLUT-4 foi muito baixa comparada a dos camundongos, onde somente
foi observada a expressdo de GLUT-1 no coracdo e cérebro dos peixes,
sendo que o GLUT-4 ndo foi expresso a nivel de leitura em nenhum
tecido. Em outro trabalho feito posteriormente por Wright Jr. et al.
(2000), ele afirma que provavelmente hd uma resisténcia periférica
grave ou absoluta nos tecidos da tilapia em relagdo a insulina,
possivelmente ocorrido pela falta ou baixa quantidade de GLUT-4
nesses tecidos, e isso seria um dos fatores de sua intolerancia a glicose.
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Tentando compreender melhor o metabolismo da glicose em
peixes, foram realizadas pesquisas nos Gltimos anos, principalmente
utilizando a insulina, para verificar seu efeito nas vias metabdlicas e
expressdes génicas de algumas espécies, aonde foram identificadas a
presenca dos transportadores de glicose GLUT 1 e 4, e foram
verificados que em, alguns casos, os transportadores responderam ao
horménio.

Em um estudo com truta-marrom (Salmo trutta), Capilla et al.
(2002) verificaram que quando estas foram submetidas a insulina, houve
um aumento da expressao génica dos transportadores de glicose GLUT-
4 no tecido muscular esquelético vermelho, além de uma queda da
hiperglicemia desses animais. O mesmo aumento nessa expressao
génica foi verificado para essa espécie in vitro (DIAZ et al., 2007).

Outros testes realizados in vitro por Diaz et al. (2009), porém
com truta arco-iris, registraram que as células musculares desta espécie
apresentaram um aumento na expressdo de GLUT-1 e GLUT-4, quando
submetidas a insulina. Mais tarde, Polakof et al. (2010), também
verificaram in vivo um aumento na expressdo génica de GLUT-1 e
GLUT-4 em trutas arco-iris submetidas & insulina no seu tecido
muscular esquelético e uma queda na glicemia desses animais.

A melhor expressdo desses transportadores parece estar
relacionada a um melhor controle glicémico e transporte de glicose para
dentro das células, mas ainda ha poucos estudos testando a influéncia
desses receptores na capacidade de utilizagdo de glicose em peixes. Os
transportadores de glicose (GLUTS) séo relatados em diversos tecidos
de peixes, inclusive o GLUT-4 que é insulinodependente e que se
mostra pouco eficiente em tecidos musculares de peixes (POLAKOF et
al., 2012).

Talvez, se esses transportadores fossem melhor expressos ou 0s
receptores de insulina mais eficientes, os peixes poderiam utilizar
melhor a glicose disponivel apés o consumo de carboidratos e, assim,
este nutriente poderia ser incluido em maiores quantidades nas ragdes,
diminuindo seu custo, tanto pela maior inclusdo de carboidratos, como
pela menor e melhor utilizacéo da proteina nela contida.

Cloridrato de Metformina
A metformina, ou cloridrato de metformina € o nome comercial

dado ao composto dimetilbiguanida, derivado da guanidina. E um
composto ativo hipoglicemiante (diminui a hiperglicemia), extraido da
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erva Galega officinalis, utilizada desde a idade média na Europa para o
tratamento da diabetes (BAILEY; DAY, 1989).

Atualmente, a metformina é a droga oral mais utilizada para o
tratamento da diabetes do tipo 2, mas antes eram utilizadas outras
drogas como a fenformina (também da familia das biguanidas) que foi
utilizada durante duas décadas nos EUA, mas acabou banida por sua
associagcdo com a acidose latica em pacientes (MISBIN, 1977; LUFT,;
EGGSTEIN, 1978) e as sulfoniluréias e meglitinidas, que sdo drogas
estimulantes de producéo insulinica (RIGAS et al., 1968).

A metformina difere da fenformina em sua estrutura molecular,
sendo mais polar, 0 que parece ajudar a amenizar os efeitos que causam
a acidose lactica. Além disso, ela também demonstra ndo afetar
substancialmente a absor¢do intestinal de glicose, como ocorre com as
outras drogas (CZYZYK et al., 1968; GOOGARZI; BRYER-ASH,
2005).

A metformina reduz a producdo hepética de glicose (inibe a
gliconeogénese), aumenta a atividade do receptor de insulina de tirosina
quinase e facilita a atividade do transportador de glicose nas células
(GLUT4) (GOOGARZI; BRYER-ASH, 2005).

Apesar de décadas de utilizagcdo clinica, os mecanismos
moleculares pelos quais a metformina consegue produzir esses efeitos
ainda ndo foram completamente esclarecidos (GOOGARZI; BRYER-
ASH, 2005). Estudos recentes demonstram que os efeitos da metformina
estdo relacionados a estimulagéo da enzima proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK), tanto em animais como em humanos
(ZHOU et al., 2001; FRYER et al., 2002; MUSI et al., 2002). A AMPK
é uma serina/treonina quinase que atua como reguladora da homeostase
energética celular e sistémica e coordena vias metabdlicas no sentido de
equilibrar o suprimento de nutrientes com a demanda energética,
atuando na estimulagdo das vias metabdlicas que produzem ATP, como
a oxidacdo de acidos graxos, captacdo de glicose e glicdlise (TOWLER;
HARDIE, 2007; OAKHILL et al., 2009).

Em resumo, a AMPK atua no figado, diminuindo a lipogénese e
estimulando oxidacdo de acidos graxos, além de inibir a gliconeogénese
(HARDIE; HAWLEY; SCOTT, 2006; MISRA; CHAKRABATI, 2007)
e no musculo esquelético atua, principalmente, estimulando a captagédo
de glicose por dois mecanismos: aumentando a translocacdo do
transportador de glicose GLUT4 para a membrana celular e aumentando
a sensibilidade dos receptores a insulina, esse Gltimo também atuando
no figado (SANTOMAURO JR et al., 2008).
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H& estudos que demonstram que a AMPK também atua em
funcBes hipotalamicas, que modulam eventos relacionados com a fome
e a saciedade, mas sd0 necessarios mais estudos sobre esse assunto
(SANTOMAURO JR et al., 2008; RONNETT et al., 2009).

Pougquissimos estudos foram realizados utilizando a metformina
em peixes, sendo que alguns obtiveram resultados em nivel de queda
glicémica e metabolismo dos animais.

Em estudo feito com carpa capim, onde foi aplicada metformina
intraperitonealmente nos peixes, observou-se que houve uma queda na
glicemia quando submetidos a um teste de tolerancia a glicose (2 g/kg
de peso vivo). Além disso, a droga inibiu a gliconeogénese, houve uma
maior incorporagdo de proteinas no masculo branco, quando comparada
ao tratamento controle e, como esperado, ndo ocorreu aumento na
producdo de insulina nesses animais, 0 que demonstra que esse efeito
ocorreu pela droga e ndo pela insulina (HERTZ et al., 1989a).

Quando submetido a uma injegdo de metformina, zebrafish
(Danio rerio) apresentou diminuicdo da glicemia e uma inibicéo da via
gliconeogénica, apresentando respostas bastante semelhantes aquelas
apresentadas por mamiferos (ELO et al., 2007).

Em trutas arco-iris, alimentadas com uma dieta rica em
carboidratos (30% de amido) e com uma adigdo de metformina na dieta
(0,25% da dieta) por trés dias, foi observada uma reducéo significativa
da glicemia pds-prandial desses animais, mas ndo foram verificadas
maiores expressdes génicas de GLUT-4 ou enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos (PANSERAT et al., 2009).

Mini-bombas osméticas foram implantadas em truta-arco-iris
contendo metformina (20 mg/kg/dia) e, ap6s 11 dias, os peixes foram
submetidos a um teste de tolerancia a glicose, aplicando-se uma injegédo
intraperitoneal de glicose (250 mg/kg de peso vivo). Diferente do
resultado obtido anteriormente, 0s peixes ndo apresentaram uma
diminuicdo glicémica (POLAKOF; SKIBA-CASSY; PANSERAT,
2009). Posteriormente, Polakof et al. (2011) realizaram um teste similar,
mas desta vez submeteram os peixes a uma dieta rica em carboidratos
(30% dextrina) por 11 dias, aonde foi observada queda na glicemia, que
pareceu estar relacionada a uma maior expressdo de GLUT-4 pelos
peixes.

Em testes realizados in vitro com células musculares de truta-
marrom, observou-se que a metformina estimulou significativamente a
absorcao de glicose pelas células e causou um aumento na atividade de
AMPK, além de aumentar a quantidade de GLUT-4 na membrana das
células (MAGNONI et al., 2012).
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Ainda ndo existem estudos sobre o efeito da metformina em
longo prazo no desempenho de peixes. Talvez o aproveitamento da
glicose melhorasse se a metformina fosse administrada em longo prazo,
gerando melhor eficiéncia energética e proteica pelo efeito poupador da
utilizacdo da proteina como fonte energética. Isto resultaria em maior
deposicéo proteica no tecido muscular dos peixes, além de uma redugéo
no acumulo de gordura corporal, caracteristica esta indesejavel ao
mercado consumidor.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar a suplementacdo de metformina em dietas com suprimento
adequado e excessivo de carboidrato no desempenho e composicao
corporal de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

Especificos

e Verificar se os animais absorveram a metformina fornecida na
dieta.

e Avaliar os indices zootécnicos (ganho em peso, conversao
alimentar e retengdo proteica) da tilapia, apos ensaio alimentar.

o Determinar a composi¢do corporal dos peixes.
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RESUMO

Apesar do carboidrato ser o macronutriente que fornece a energia mais
barata na composicao de uma dieta, peixes possuem capacidade limitada
para utilizacdo de um de seus importantes constituintes: a glicose. A
metformina (MET) é uma droga utilizada para o tratamento de diabetes,
cuja funcdo é reduzir os niveis de glicose no sangue, melhorando, assim,
sua utilizacdo pelos mamiferos. O objetivo deste estudo foi avaliar o
desempenho da tilapia-do-Nilo com e sem a suplementacéo de 0,2% de
MET, em dietas com 24% (24C) e 48% de carboidrato (48C),
representando concentragdes adequada e excessiva, respectivamente,
deste macronutriente. Quatro grupos de 20 juvenis de tilapia-do-Nilo
(22,00 + 1,45 g) foram alimentados com cada uma das dietas
experimentais duas vezes ao dia, por 80 dias. Houve interacdo entre a
concentracdo de carboidrato e a presenga de MET para a matéria seca e
extrato etéreo corporal, as quais, na presenca da droga, aumentaram nos
peixes que receberam a dieta 48C, mas diminuiram naqueles que
receberam a dieta 24C. N&o houve efeito da suplementacdo de MET no
desempenho dos peixes. Entretanto, o aumento na concentracdo de
carboidrato na dieta propiciou o acUimulo de gordura corporal,
aumentando significativamente os indices hepato e viscerossomaticos,
enquanto o desempenho dos peixes diminuiu.

Palavras chaves: hiperglicemia, nutri¢do, peixes, metformina, glicose.
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INTRODUCAO

Normalmente, peixes apresentam hiperglicemia sanguinea
prolongada apds o consumo de dietas ricas em carboidratos, o que esta
relacionado a uma baixa tolerancia a glicose, similar ao que ocorre em
mamiferos diabéticos (Wilson 1994; Gouveia & Davies 2004). Muitos
estudos foram realizados para compreender melhor essa intolerancia a
glicose, que parece ser espécie-especifica, mas também € influenciada
pelo habito alimentar, ambiente (tropical ou temperado) e diferentes
formas de carboidratos (Polakof et al. 2012).

A baixa tolerancia a glicose originou a hipotese inicial de que os
peixes teriam uma baixa producdo enddgena de insulina e isso
prejudicaria a absorcdo da glicose pelos tecidos, causando, assim a,
hiperglicemia (Palmer & Ryman, 1972; Furuichi & Yone, 1980).
Entretanto, esta teoria foi desafiada, quando se constatou que a produgéo
de insulina enddgena dos peixes ndo era inferior a de mamiferos, mas,
em alguns casos, até superior (Thorpe & Ince 1976; Emdin 1982;
Gutierrez et al. 1986). Wright et al. (1998) transplantaram corpusculos
de ‘Brockmann’ (estrutura correspondente ao tecido enddcrino do
pancreas em peixes teledsteos) de tilapias para camundongos diabéticos
e observaram que estes demonstraram respostas similares as de roedores
sadios. Estes autores sugeriram que o problema ndo seria a baixa
producdo de insulina nos peixes, mas sim a ineficiéncia dos seus
receptores e transportadores de glicose (GLUTS), ja que a expressao de
GLUT-1 e GLUT-4 na tilapia foi muito baixa se comparada a dos
camundongos. Estudos mais recentes sugerem que, provavelmente, ha
uma resisténcia grave ou absoluta nos tecidos periféricos da tilapia em
relacdo a insulina, possivelmente pela falta ou baixa quantidade de
GLUT-4 nesses tecidos, e que isso explicaria, parcialmente, sua
intolerancia a glicose (Wright Jr. et al. 2000). Outro fator que parece
estar ligado a baixa utilizacdo de glicose pelos peixes é o fato destes
possuirem preferéncia por utilizar a energia oriunda da catabolizacédo
dos aminoacidos (gliconeogénese) como fonte principal de energia em
seu metabolismo (Lovell, 1989; Wilson, 1994).

Atualmente, a droga oral mais utilizada para tratamento de
diabetes do tipo 2 é a metformina (MET), composto derivado da
guanidina (Bailey & Day 1989). Seu mecanismo de acédo ainda nédo é
totalmente conhecido, mas parece estimular a ativacdo da enzima
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), a qual
regula diversas vias metabdlicas e controla a homeostase energética nas
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células (Towler & Hardie, 2007; Oakhill et al. 2009). Os efeitos
principais da MET sdo: 1) reducdo da producdo hepatica de glicose
(inibicdo da gliconeogénese), 2) aumento da capacidade receptora das
células a insulina e 3) facilitacdo da atividade do transportador de
glicose nas células (GLUT-4) (Googarzi & Bryer-Ash, 2005), os quais
poderiam auxiliar no melhor aproveitamento da glicose pelos peixes.

A MET foi testada em poucas espécies de peixes, demonstrando
resultados conflitantes, os quais sdo sumarizados a seguir. Entretanto,
ainda ndo foi realizado nenhum estudo com til4pia-do-Nilo como
espécie alvo, testando o efeito da MET em seu metabolismo ou
desempenho. A MET foi aplicada intraperitonealmente em carpa
comum (Cyprinus carpio) e observou-se uma queda na glicemia,
quando os peixes foram submetidos a um teste de toleréncia a glicose (2
g kg™ peso vivo). Além disso, a MET inibiu a gliconeogénese e ocorreu
maior incorporacdo de proteina no musculo branco dos peixes (Hertz et
al. 1989). Em zebrafish (Danio rerio), a injegdo intraperitoneal de MET
também causou queda na glicemia e inibicdo da via gliconeogénica (Elo
et al. 2007). Similarmente aos resultados anteriores, truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dieta contendo 30% de amido
e suplementada com 0,25% de MET por trés dias, apresentaram reducao
da glicemia pos-prandial, mas ndo foi verificado aumento na expressdo
génica de GLUT-4 (receptor de glicose sensivel a insulina) e de enzimas
ligadas a glicolise (Panserat et al. 2009). Em outro estudo do mesmo
grupo, utilizou-se uma mini-bomba osmotica implantada nas trutas, a
qual fornecia 20 mg.kg™.dia® de MET. Apés 11 dias, as trutas foram
submetidas a um teste de tolerancia a glicose (250 mg.kg™ de peso vivo)
e nao houve diminuicdo na glicemia, diferentemente do resultado
anterior obtido pelo grupo, demonstrando que a MET ndo causou 0
efeito esperado na espécie quando essa foi submetida de forma aguda a
glicose (Polakof et al. 2009b). Em estudo posterior, realizado também
com a implantacdo de mini-bomba osmética em trutas recebendo a MET
por feito por Polakof et al. (2011), dessa vez, apresentou queda na
glicemia dos peixes quando comparadas ao grupo controle, onde ambos
receberam somente uma dieta com 30% de dextrina. Essa queda ha
glicemia das trutas, possivelmente ocorreu pelo aumento da expressao
de GLUT-4 e da enzima glicolitica, hexoquinase, verificados pelos
autores nos peixes que receberam a MET. Por fim, em teste realizado in
vitro com truta-marrom (Salmo trutta), observou-se que a MET
estimulou a absorcao de glicose pelas células e causou um aumento da
atividade de AMPK e de GLUT-4 (Magnoni et al. 2012).
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A maioria dos testes realizados até hoje com a administracdo de
MET em peixes foram realizados em testes de curta duracdo e com foco
nas alteracdes metabdlicas e expressdes génicas das espécies. Até o
presente momento, nenhum teste foi realizado para verificar o efeito da
MET no desempenho zootécnico dos peixes quando a droga é fornecida
por um periodo prolongado de tempo. Portanto, o objetivo desse estudo
foi verificar os efeitos da MET, quando fornecida na dieta por um
periodo de 80 dias, no desempenho da tilapia-do-Nilo, espécie
continental de importancia na piscicultura mundial, que, apesar de seu
habito alimentar onivoro, também apresenta limitacdo para a
metabolizacao da glicose em seus tecidos.

MATERIAL E METODOS

Dietas experimentais e manejo alimentar

Foram formuladas quatro dietas com ingredientes semipurificados, todas
isolipidicas e isonitrogenadas (Tabela 1), para atender as exigéncias
nutricionais de juvenis de tilapia-do-Nilo (NRC 2011). Estas dietas
possuiam concentragBes variaveis de carboidrato e energia, a saber: 1)
24% de carboidrato na forma de amido (24C); 2) 24% de carboidrato na
forma de amido, suplementada com 0,2% de MET (24C+MET); 3) 48%
de carboidrato na forma de amido (48C) e 4) 48% de carboidrato na
forma de amido, suplementada com 0,2% de MET (48C+MET).
Portanto, o desenho experimental adotado foi o de blocos casualizados,
em arranjo fatorial, com dois niveis de carboidrato, com e sem
suplementacdo de MET.

A dose de MET escolhida para suplementacédo foi 0,2% da dieta,
que forneceu 50 mg.dia™.kg™ peixe, seguindo como referéncia Panserat
et al. (2009). Esta dosagem é normalmente utilizada em estudos com
mamiferos (Kirpichnikov et al. 2002) e estd dentro do intervalo de
dosagem ja testado em peixes (Hertz et al. 1989; Elo et al. 2007;
Panserat et al. 2009; Polakof et al. 2009a; Polakof et al. 2011).

Os ingredientes, assim como a MET, foram pesados, corrigidos
para matéria seca, homogeneizados e levados a umidade de 23% para a
extrusdo (2 mm) a 80°C. Posteriormente, as dietas foram secas em
estufa de circulacéo forcada de ar, a 55°C, durante 6 h (Figura. 1).

Diariamente, os peixes foram alimentados na razdo de 2,5% do
peso vivo, duas vezes ao dia (9:00 am e 5:00 pm) por um periodo de 80
dias.
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Tabela 1. Formulagdo e composicédo das dietas experimentais

Inaredi . Dietas
ngredientes, g kg 24C 24C+MET 48C 48C+MET
Caseina’ 300 300 300 300
Gelatina* 80 80 80 80
Amido de milho? 245 245 485 485
Celulose* 287 285 47 45
Oleo de peixe 7 7 7 7
Oleo de canola 30 30 30 30
Premix macromineral® 20 20 20 20
Premix vit. e micromineral® 10 10 10 10
Fosfato bicalcico 20 20 20 20
Butil-hidroxi-tolueno 0,2 0,2 0,2 0,2
Metformina® - 20 - 2,0
Composig&o, g kg, expresso na matéria seca
Matéria seca 929 909 916 905
Energia bruta®, kcal/kg™ 3279 3302 4438 4485
Proteina bruta 340 340 340 346
Extrato etéreo 39 40 41 40
Fibra detergente neutro,
(FDN) 298 293 34 36
Extrativos ndo nitrogenados 280 284 542 536
Matéria mineral 43 43 43 42

T Rhoster LTDA (S#&o Paulo, SP, Brasil). > Adram S.A. indUstria e comércio (Mala
da Serra, PR, Brasil). ® Composicao kg™: fosfato bicélcico 130 g, cloreto de potassio
120 g, cloreto de sédio 130 g, sulfato de magnésio 620 g. * Composicdo kg™ de
produto (Raguife Vaccinar, Belo Horizonte, MG, Brasil): acido félico 1.200 mg,
&cido pantoténico 10.000 mg, BHT 5.000 mg, biotina 200 mg, cobalto 80 mg, cobre
3.500 mg, colina 100.000 mg, ferro 20.000 mg, iodo 160 mg, manganés 10.000 mg,
niacina 20.000 mg, selénio 100 mg, vitamina (vit.) A 2.400.000 Ul, vit. B; 4.000
mg, vit. By, 8.000 mg, vit. B, 4.500 mg, vit. Bg 3.500 mg, vit. C 60.000 mg, vit. D3
600.000 Ul, vit. E 30.000 U, vit. K 3.000 mg, zinco 24.000 mg, inositol 25.000 mg.
® Pharmanostra® (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). ¢ Energia bruta obtida mediante
combust&o em bomba calorimétrica.
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Peixes e condicdes experimentais

Foram utilizados machos de tilapia-do-Nilo da linhagem GIFT,
adquiridos na piscicultura ACQUA SUL (llhota, SC, Brasil). Grupos de
20 peixes, com peso médio de 22,00 + 1,45 g (média + desvio padrao)
foram estocados em quatro unidades experimentais (tanque rede circular
de 80 L), contidas em um tanque de 1.000 L, o que constituia um bloco
(Figura. 2). Os peixes de cada unidade experimental foram alimentados
com as dietas experimentais, em quadriplicata (blocos). Os peixes foram
aclimatados as condi¢fes experimentais por 10 dias, quando foram
alimentados com ragdo comercial (36% de proteina bruta).

Os tangques de 1.000 L estavam conectados a um sistema de
recirculacdo fechada de &gua doce (100% de renovacdo h™), com
controle de temperatura, aeracdo, filtragem mecanica e biol6gica. A
temperatura, oxigénio dissolvido e pH foram monitorados diariamente,
resultando nas respectivas médias e desvios-padrdo: 28,02 + 0,20°C;
5,92 + 0,30 mg L™ e pH 7,13 + 0,15. A aménia total, nitrito e nitrato
foram monitorados uma vez por semana, nao excedendo 0,42 mg L™.

A cada 15 dias, foram realizadas biometrias para o registro do
peso e ajuste da quantidade de ragédo ofertada. Antes das biometrias, 0s
animais foram mantidos em jejum por 24 h. Esses dados foram
utilizados para o célculo dos seguintes indices zootécnicos:

Ganho em peso (GP= peso final — peso inicial).

Ganho em peso diario (GPD= GP/tempo).

Taxa de crescimento especifico (TCE= [(In(peso final) — In(peso
inicial)/tempo)] x 100)

Conversao alimentar (CA= ingestdo/GP)

Eficiéncia alimentar (EA= (GP/ingestao) x 100),

Consumo alimentar em peso vivo ao dia (IA= (((ingestdo)/(peso
inicial + peso final)/2)/tempo) x 100)

Consumo (C= ingestao/peixe)

Taxa de retencdo proteica (TRP= [(peso final x proteina corporal
final) — (peso inicial x proteina corporal inicial)/ingestdo de proteina] x
100).

Coletas de amostras e analises

No inicio do experimento, foram coletados trés grupos de cinco
peixes para a analise de composicdo corporal inicial e, ao final, cinco
peixes de cada unidade experimental para analise de composicdo
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corporal final, indices hepato e viscerossomaticos. As amostras de peixe
para composicao corporal foram moidas, homogeneizadas e conservadas
a -20°C até a realizacdo das analises de composi¢do centesimal, as quais
incluiram o teor de umidade (secagem até peso constante em estufa a
105°C), extrato etéreo (EE) (método de Soxhlet), proteina bruta (PB)
(método de Kjeldahl), fibra detergente neutro (FDN) (Van Soest),
matéria mineral (MM) (incineracdo & 550°C), extrativos nao
nitrogenados (ENN= (100) — (PB+EE+FDN+MM)). Estas analises
seguiram metodologia padrdo da Association of Official Analitycal
Chemists (AOAC, 1999).

Analise de metformina no sangue

Para identificagdo e quantificacdo da metformina no sangue dos
animais, foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
acoplada & espectrofotometria de massas, seguindo metodologia
modificada de Mistri et al. (2007). Foi coletado 1 mL de sangue da veia
caudal de trés peixes por unidade experimental, 3h pds-prandial, com
seringa heparinizada. As amostras, que totalizaram 3 mL de sangue
cada, foram homogeneizadas em tubos eppendorf, conservadas em gelo
e centrifugadas a 1503 x g por 5 min para separagdo do plasma, o qual
foi congelado a -20°C até analise.

Analise estatistica

O experimento foi delineado em arranjo fatorial 2x2, em blocos
cazualizados.Os dados de desempenho, composicdo corporal e indices
hepato e vicerossomaticos foram submetidos aos testes de
homoscedasticidade e normalidade, antes da anélise de variancia
bicaudal (two-way ANOVA). O teste de Tukey foi aplicado para
comparacdo das médias, quando necessario. As analises estatisticas
foram executadas utilizando o aplicativo STATISTICA versdo 7.0
(StatSoft, Inc., 2004) e o nivel de significancia adotado foi 5%. Todos
os dados apresentados em porcentagem foram anteriormente
transformados (arcoseno) para as analises estatisticas.

RESULTADOS

N&o foi detectada a presenca da MET nos peixes alimentados
com as dietas 24C e 48C, mas naqueles alimentados com as dietas
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24C+MET e 48C+MET foram encontrados 1,78 £ 1,37 € 1,98 + 0,93 pg
de MET mL™ de plasma, respectivamente.

A adicdo de MET ndo afetou significativamente (P<0,05)
nenhuma das varidveis medidas. Entretanto, o aumento de carboidrato
afetou significativamente (P<0,05) de maneira negativa o peso final,
ganho em peso diario, taxa de crescimento especifico, consumo (g
peixe™) e taxa de retencdo proteica dos peixes e propiciou os maiores
indices hepato e viscerossomaticos (Tabela 2). Houve interagdo entre a
concentracdo de carboidrato e a suplementacdo de MET na dieta de tal
forma que a suplementagdo com MET diminuiu o consumo alimentar
nos peixes alimentados com a maior concentragdo de carboidrato, mas
ndo o alterou naqueles alimentados com uma concentragdo adequada.
Também houve interacdo significativa para os indices hepato e
viscerossomaticos. A presenca de MET propiciou uma diminui¢do no
indice hepatossomatico dos peixes alimentados com a concentragdo
adequada de carboidrato, mas 0 aumentou naqueles alimentados com a
concentracdo elevada. JA& o aumento no indice viscerossomatico foi
maior na presenca de MET em ambos os niveis de carboidrato.

A composigéo corporal final dos peixes foi afetada pelo aumento
de carboidrato na dieta, havendo aumento significativo na matéria seca e
no extrato etéreo. Houve interacdo entre a concentragdo de carboidrato e
a presenca de MET para a matéria seca e extrato etéreo corporal, as
quais, na presenca da droga, aumentaram nos peixes que receberam a
dieta 48C, mas diminuiram nos que receberam a dieta 24C. As demais
fragdes da composicdo corporal ndo foram afetadas pelo aumento de
carboidrato ou pela presenca de MET nas dietas (Tabela 3).
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DISCUSSAO

Somente o0s peixes que receberam MET na dieta apresentaram a
droga no sangue, demonstrando que ndo houve contaminagdo entre as
dietas experimentais e que 0s peixes conseguiram incorporar a droga via
racéo.

Os peixes que receberam as dietas contendo 48% de carboidrato
apresentaram desempenho inferior para a maioria dos parametros
zootécnicos medidos, quando comparados aqueles que receberam as
dietas com 24% de carboidrato. Esse menor desempenho esta
relacionado ao excesso de carboidrato na dieta, que pode causar
sobrecarga metabdlica ao organismo (Hemre et al. 2002). Foi constatado
para a tilapia-do-Nilo que uma elevada relacdo carboidrato:proteina na
dieta diminuiu significativamente o crescimento dos peixes e piorou a
conversdo alimentar (Xiong et al. 2014). Dietas com excesso de
carboidratos também causaram reducdo no crescimento de outras
espécies continentais como carpa indiana (Labeo rohita) (Erfanullah &
Jafri 1993), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Tekinay and Davies
2001; Gumus and Ikiz 2009) e carpa capim (Ctenopharyngodon idella)
(Tian et al. 2012).

Normalmente, 0 excesso de energia na dieta reduz o consumo dos
animais, ja que esses se alimentam para saciar sua exigéncia energética
(Cowey & Cho 1993). Isto foi observado no presente estudo, onde o
consumo foi significativamente menor nos peixes alimentados com as
dietas contendo 48% de carboidrato. O menor consumo também refletiu
no menor ganho em peso para estes peixes.

A taxa de retencdo proteica dos peixes alimentados com a dieta
24C foi significativamente maior e sofreu influéncia somente da
quantidade de carboidratos na dieta e ndo da suplementacdo com MET.
Isto sugere que a dieta com 24% de carboidrato atende a exigéncia
energética da espécie.

O maior acimulo de gordura corporal observado nos peixes
alimentados com 48% de carboidrato ja era esperado, ja que estas dietas
contém mais energia. A ingestdo desproporcionalmente alta de energia
leva a um maior acimulo de gordura corporal, produzindo peixes
gordurosos, 0 que € uma caracteristica indesejavel ao pescado (NRC
(2011). Diversos estudos demonstram que 0 excesso de amido na dieta
esta relacionado a um aumento do nivel de &cidos graxos livres e
triacilglicerdis plasmaticos, 0 que aumenta a lipogénese e incorporacdo
final desses metabdlitos no tecido adiposo, aumentando assim a
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quantidade de lipideos corporais (Munbz-Ramirez 2005; Corréa et al.
2007; Gominho 2012) e a glicogénese no figado, com maior acimulo de
glicogénio (Corréa et al. 2007). Corroborando com esse aspecto, em um
trabalho realizado com juvenis de tilapia hibrida (Oreochromis niloticus
x O. aureus), observou-se que 0 aumento nas concentragdes de amido na
dieta causou um aumento no contetdo lipidico corporal final desses
animais (Wang et al. 2005). Houve também diferenga significativa na
guantidade de matéria seca corporal dos peixes que receberam a dieta
com 48% de carboidrato. Esse resultado estd relacionado & maior
gordura corporal dos peixes, que reduz a quantidade de &gua,
aumentando a fracdo matéria seca (Reinitz et al. 1983).

Os indices hepato e viscerossomaticos foram significativamente
afetados pela concentragdo de carboidrato na dieta, além de refletirem
uma interagdo entre a presenca de MET e a concentragdo de carboidrato.
Estes indices sdo utilizados para estimar o estoque energético dos
peixes, pois energia é armazenada no figado na forma de glicogénio e
lipidios e, nas visceras, como lipidios (Bidinotto et al. 1997; Chellappa
et al. 1995; Nematipour et al. 1992). Portanto, os maiores indices hepato
e viscerossomatico nos peixes alimentados com as dietas 48C
provavelmente estd relacionado a maior quantidade de carboidrato na
dieta, que causou maior acumulo de glicogénio e gordura visceral,
respectivamente, conforme também relatado para truta arco-iris (Kim &
Kaushik 1992) e jundia (Rhamdia quelen) (Gominho 2012), além de
aumento nos acidos graxos livres e triacilgliceréis, que se armazenam no
figado na forma de lipidios (Gominho 2012).

Foram observadas interacdes significativas entre as concentragdes
de carboidrato e a presenga de MET da dieta na gordura e matéria seca
corporal dos peixes e em seus indices hepato e viscerossomaticos, assim
como no consumo, de tal forma que a presenca de MET na dieta com
48% de carboidrato promoveu o acumulo de gordura corporal.
Entretanto, o maior acimulo de gordura corporal nos peixes que
receberam a dieta 48% de carboidrato + MET foi inesperado, ja que um
dos efeitos esperados desta droga é a inibicdo da lipogénese e o aumento
da lipdlise (Hardie et al. 2006; Misra & Chakrabarti 2007). Entretanto, o
maior acimulo de gordura corporal aqui observado esta de acordo com
0 encontrado em truta arco-iris por Polakof et al. (2011) e Panserat et al.
(2009), onde a MET inesperadamente aumentou a expressao génica de
enzimas ligadas a lipogénese nos peixes alimentados com 30% de
carboidratos na dieta. Polakof et al. (2011) acreditam que o mecanismo
de acdo da MET em peixes é diferente daquele relatado em mamiferos,
onde ndo se observa maior expressdo génica de enzimas lipogénicas
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(Ranganathan et al. 2006). Polakof et al. (2011) e Panserat et al. (2009)
observaram, também, maior lipogénese em trutas arco-iris submetidas a
insulina. Isso poderia explicar a maior lipogénese observada nos peixes
com a adicdo de MET na dieta, pois como esta droga sensibiliza os
tecidos musculares e adiposos (possuem transportadores GLUT-4) para
a insulina, o efeito lipogénico da insulina pode ter potencializado o
maior acimulo de gordura. Outro fator que pode ser levado em
consideragdo é uma maior metabolizacdo da glicose pelos peixes,
fazendo com que esses nao excretassem parte da glicose fornecida,
transformando esse excesso em gordura. Ja no tratamento 48C, parte
dessa glicose pode ter sido excretada, conforme relatado em trutas
alimentadas com altos niveis de carboidratos digestiveis na dieta, onde a
excrecdo da glicose urinaria atingiu cerca de 30% da sua ingestao
(Bureau, 1998).

A diminuicdo da gordura corporal no tratamento 24C+MET,
possivelmente se deu pelo efeito lipolitico esperado da droga (Hardie et
al. 2006; Misra & Chakrabarti 2007), quando 0s peixes receberam um
nivel adequado de carboidratos, o que ndo ocorreu quando houve
excesso de carboidratos, conforme citado anteriormente. Similarmente,
a dieta 24C+MET propiciou um menor indice hepatossomatico, que
pode estar relacionado a uma das aplicacfes da droga para mamiferos,
que ¢ no tratamento da esteatose hepatica ou “figado gordo” (Raso et al.
2009; Marchesini et al. 2001).
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo faz parte de uma linha de pesquisa do
Laboratorio de Nutricdo de Espécies Aquicolas (LABNUTRI), que
busca aprofundar os conhecimentos sobre carboidratos na nutri¢do de
peixes, a fim de otimizar sua utilizacdo pelas diversas espécies de
peixes.

Alguns aspectos préticos foram observados durante a realizacdo
do experimento, os quais sdo relatados aqui para contribuir no
planejamento de futuros estudos com tilapia, utilizando as instalagdes do
Laboratorio de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD).

Os tanques-rede cilindrico-conico se mostraram bastante
adequados para ensaio de crescimento com a tilapia-do-Nilo, ajudando a
otimizar o espago para experimentagdo. A tilpia-do-Nilo é uma espécie
extremamente territorialista e hierarquica, sendo frequente a observagéo
de comportamento agonistico (brigas) nos estudos desenvolvidos no
LAPAD com esta espécie. Em experimento anterior, realizado com
tilapia nestes mesmos tanques, foram utilizados 25 peixes 10,60 + 0,09
g por tanque-rede. Essa maior densidade parece ter criado um ambiente
melhor para os individuos, com menos interagcdo agonistica que na
densidade de 20 peixes por tanque-rede, utilizada no presente estudo. A
escolha por uma menor densidade baseou-se no maior tamanho inicial
dos peixes (22,00 £ 1,45 g). Um fator limitante para o uso destes
tanques-rede pode ser o tipo de dieta a ser fornecida. Uma dieta de alta
densidade, que afunde, pode prejudicar a observacdo do consumo dos
peixes, pois a ragdo pode passar pelo fundo do tanque e assim ocorrer
uma super estimativa dos dados de consumo.

Durante este trabalho, foi estabelecida parceria com o professor
Gustavo Amadeu Micke (Departamento de Quimica, UFSC), para
determinacdo da metformina no sangue dos peixes. Sem essa parceria,
as andlises da metformina ndo teriam sido realizadas.
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ANEXO
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xperimento de

Figura 2. Tanques-ree e caixas de 1000 L utilizadas para
desempenho de juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).



