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Resumo: O objetivo deste trabalho foi de avaliar o perfil das enzimas digestivas no intestino anterior de beta
(Bettas splendens) e o quinguio (Carassius auratus) alimentados e privados de alimentacdo. Os peixes foram
alojados em um mesmo local climatizado a 27 °C, submetidos a fotoperiodo de 12 horas, alimentados duas
vezes ao dia por 21 dias. Foram utilizados 40 peixes betas machos com peso de 1,94+0,10 g e, alojados
individualmente em aquarios de trés litros sendo um grupo foi submetido ao jejum, e outro recebeu
alimentacdo até a saciedade (ragdo comercial extrusada - 35% PB). Foram utilizados 40 peixes quinguios
com peso de 11,43+3,28 g. sendo mantidos em aeragdo constante, também subdividido em dois grupos
alojados em oito aquarios de 20 L em sistema estatico, sendo um grupo submetido ao jejum e outro recebeu
alimentacdo até a saciedade, (racdo comercial extrusada - 32% PB). Os peixes betas ocorreram um aumento
na atividade de lipase, amilase e protease para o tratamento com que recebeu alimentagdo ¢ uma redugdo da
lipase em tratamento jejum. O experimento com quinguios atividade da lipase e amilase sdo responsivas a
presenca de alimento no trato digestorio e a protease ¢ uma enzima constitutiva nesta espécie. Para os peixes
betas as enzimas digestivas possuem um carater indutivo e nos peixes quinguios a amilase e lipase digestiva
apresentam um carater indutivo enquanto a protease se apresenta constitutiva.
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Abstract: The objective of this work was to evaluate the digestive enzymes in the intestines of beta (Bettas
splendens) and quinguio (Carassius auratus) fed and deprived of food. A total of 40 male betas were used,
weighing 1.94 + 0.10 g, individual allopods in three-liter aquaria at 27 °C and 12-hour photoperiod. One
group was fasted, and the other was responsible for satiety, sometimes daily, with extruded commercial feed
(35% CP) for a period of 21 days. Forty quinguian fish weighing 11.43 + 3.28 g were used. You should have
access to the temperature and temperature of 270C and photoperiod of 12 hours. These were divided into two
groups housed in eight 20 L aquaria with the static system. The group underwent fasting and the other group
was responsible for satiety, sometimes daily, with extruded commercial commercialization (32% PB) for a
period of 21 days. Experimentation with beta development in lipase, amylase and protease to the treatment
that annulators and reduction in lipase in fasting. The experiment with lipase and amylase activity is
responsible for the presence of food in the digestive tract and a protease is a constitutive enzyme in this
species. For fish betas like digestive enzymes have an inductive characteristic and in the same falls, a
digestive lipase enzyme has an inductive character while a protease is constitutive.
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Introducio

O comércio de peixes ornamentais ¢
considerado hoje uma das atividades mais
lucrativas da piscicultura ¢ vem se expandindo
rapidamente com o aumento na demanda mundial
(Lima et al., 2001). Peixes ornamentais
apresentam caracteristicas, como coloragdo ¢
formato variavel tornando-os um atrativo ao
comércio. Algumas das espécies de peixes
ornamentais se encaixa nesta descricdo, dentre
clas o beta (Bettas splendens) e o quinguio
(Carassius auratus) espécies consideradas icone
do aquarismo com grande popularidade e
aceitacdo (Ribeiro et al., 2010).

Apesar da expressdo econOmica dos
peixes ornamentais, poucas informagdes sobre
alimentacdo e nutricdo estdo disponiveis e sdo
baseadas nas recomendac¢des de resultados obtidos
com peixes de interesse comercial (Zuanon et al.,
2011). Para garantir que um programa de
alimentacdo tenha éxito, deve-se atentar para
todas as etapas da nutri¢do animal.

Apos a ingestdo, o alimento sofrera
alterages fisico-quimicas ao longo do trato
intestinal, para entdo ser absorvido e metabolizado
de acordo com as exigéncias do animal (Ren et
al., 2019). A distribuicdo das enzimas no intestino
dos peixes varia com o habito alimentar ¢ a
morfologia tecidual (Tengjaroenkul et al., 2000).

O valor nutritivo de um alimento nao
depende somente de sua composi¢do nutricional,
mas também da capacidade do animal digerir e
absorver esses nutrientes, o que varia em fungao
da espécie, das condicdes ambientais, da
qualidade da ragdo (Heinitz et al., 2018).

Os alimentos ingeridos sdo constituidos em
grande parte por moléculas de alto peso
molecular, os nutrientes ndo podem ser absorvidos
diretamente pela mucosa gastrintestinal, sendo
necessaria sua transformacdo em moléculas de
baixo peso molecular. Esse processo ¢ catalisado
por enzimas digestivas secretadas para a luz do
tubo digestorio. Assim sendo, um dos fatores que
limita a eficiéncia da absorcdo e conversdo do
alimento ¢ a disponibilidade de enzimas digestivas
(Sotoudeh e Mardani, 2017).

O estudo bioquimico-enzimatico das
enzimas digestivas torna-se imprescindivel para o
melhor entendimento da fisiologia da digestdo e
do metabolismo dos nutrientes. Essas informagoes

geram subsidios para trabalhos na area de nutrigdo
¢ possibilitam ajustes mais precisos na elaboragdo
de dietas (Campeche et al., 2018). Ressalta-se, no
entanto, que O primeiro passo neste ramo ¢
avaliagdo da atividade das enzimas digestivas
frente a presenca de alimento no trato digestdrio.

A alimentag@o ou o jejum sdo situagdes as
quais muitos teledsteos sdo bem adaptados, pois
sobrevivem ao um jejum natural e voltam a se
alimentar (Santos et al., 2018). Alguns trabalhos
apontam frequéncia de alimentagdo com jejum
intermitente sem prejuizos ao crescimento
(Zuanon et al., 2004). Contudo, até o momento
ndo descreveram as adaptacdes do trato
digestorio.

Portanto, este estudo teve o objetivo de
avaliar o perfil das enzimas digestivas no intestino
anterior de beta (Bettas splendens) e o quinguio
(Carassius auratus) alimentados e privados de
alimentacio.

Materiais e Métodos

Foram realizados dois ensaios por um
periodo de 21 dias com duas espécies de peixes
ornamentais beta (Bettas splendens) e o quinguio
(Carassius auratus) alimentados e privados de
alimentacio.

O ensaio com peixes betas - Foram
utilizados 40 peixes machos com peso de 1,94 +
0,10 g, alojados individualmente em aquarios de
trés litros mantidos em laboratorio aquecido com
temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12 horas de
luz durante 21 dias. Estes foram divididos em dois
grupos um submetido ao jejum, ¢ outro recebeu
alimentacdo até a saciedade, duas vezes ao dia,
com racdo comercial extrusada (35% PB) durante
um periodo de 21 dias.

O ensaio com peixe quinguios - Foram
utilizados 40 peixes com peso de 11,43 + 3,28 g.
Os peixes foram mantidos em condigdo
laboratorial, com aeragdo constante, temperatura
de 27°C e fotoperiodo de 12 horas de luz. Estes
foram divididos em dois grupos alojados em oito
aquarios de 20 litros sistema estatico, aeragdo
constante por um periodo de 21 dias. Estes foram
divididos em dois grupos um submetido ao jejum
e outro recebeu alimentacdo até a saciedade, duas
vezes ao dia, com ra¢do comercial extrusada (32%
PB) durante um periodo de 21 dias.
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Durante o periodo experimental os
parametros da qualidade de 4agua foram:
temperatura 29 °C; oxigénio dissolvido de 5,6 +
0,42 mg/L; pH de 7,4 + 0,1 e condutividade 190,5
+ 1,5 puS.cm™. Ao final do periodo experimental,
20 peixes de cada tratamento foram transferidos
para um recipiente contendo benzocaina
(100mg/L) por 30 segundos Inoue et al. (2003).
Os exemplares foram abatidos por sec¢do medular
sendo aferidos peso e coletado o trato digestorio.
O ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais do Centro Universitario da
Grande Dourados/CEUA, protocolo: 003/14.

Para determinar a atividade enzimatica
digestiva, o trato digestorio foi retirado e
transferido para uma substancia tampao (glicerol
em tampao fosfato de sddio 20 mmol L-1/Tris 10
mmol L-1, pH 7,0 v/v) e processada em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem a 1.000
rpm, por aproximadamente 2 minutos, sob banho
de gelo. O homogeneizado celular foi
centrifugado a 13.400 g, por trés minutos. Os
sobrenadantes foram utilizados como fonte de
enzima. A quantidade de sobrenadante utilizada
no ensaio enzimatico foram determinadas na etapa
de padronizagdo e ajustadas para valores
adequados por ensaio.

Protease - Nos ensaios da atividade
proteolitica acida inespecifica de estomago foi
utilizado o método de hidrélise de caseina (Walter
1984). A mistura de reagdo era composta de:
500ul de tampdo Glicina/HCI 0,1M — pH 2,0,
500ul de caseina 1% como substrato inespecifico
¢ 30ul de homogeneizado celular de estomago
como fonte enzimdtica. Ap6s 30 minutos a 25°C,
a reacdo era interrompida com 500pul de TCA 15%
e o precipitado removido por centrifugacdo a
12.000 x g por quatro minutos para a leitura optica
do sobrenadante em 280nm. Tirosina foi usada
como padrio e uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para formar um pg de tirosina,
por minuto (U), expressa por mg de proteina
(U/mg proteina).

Lipase - A atividade de lipase ndo-
especifica foi ensaiada segundo metodologia
adaptada (Albro et al.,, 1985). A reacdo era
incubada em meio contendo: volume adequado de
homogeneizado; 0,4mM de p-nitrofenil misturado
em solu¢do tampdo 24mM de bicarbonato de
amonio pH 7,8 e 0,5% Triton X-100. Apds trinta
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minutos, as rea¢des eram interrompidas pela
adi¢do de NaOH 25mM. A densidade Optica era
entdo registrada a 405nm. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para hidrolizar 1
umol de substrato minuto™! (U) e expressa por mg
de proteina (UI).

Amilase - A atividade amilohidrolitica foi
ensaiada segundo o método proposto por Bernfeld
(1955) modificado. A mistura de reacdo continha:
1,0 ml de solugdo de amido 5%; tampao
citrato/fosfato 0,2M (pH 7,0); 0,5 ml de solugdo
de NaCl 0,5% como cofator enzimatico e uma
aliquota adequado de homogeneizado celular. A
reacdo era incubada a 25 °C por 30 minutos e
interrompida com 1,0 ml de solugdo 5% ZnSOu:
Ba(OH), 0,3N. Posteriormente, a mistura de
reacdo era centrifugada a 11.000 x g por 3
minutos € no sobrenadante determinada a
concentracdo de glicose livre pelo método
colorimétrico Park e Johnson (1949), em A=690
nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1pumol de agucar redutor minuto™!
(U) e expressa em U por mg de proteina (UI).

A concentragdo de proteina  foi
determinada pelo método de Bradford (1976), a
450nm, estimada com uma solugdo padrio de
caseina 1 mg/mL.

Cada ensaio foi analisado em
delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos  (alimentados e privados de
alimentacdo) e com vinte repeti¢des. A analise de
varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Duncan submetidos a
analise de varidncia e quando significativos, as
médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.

Resultados e Discussio

A presenca de alimento no trato digestorio
foi eficiente na inducdo das atividades das
enzimas digestivas do trato digestorio de betas
(Figura 1). Houve aumento significativo da
atividade da lipase (Figura 1A), amilase (Figura 1
B) e da protease inespecifica (Figura 1 C). A
perda de atividade das enzimas digestivas quando
os animais foram submetidos ao jejum revelaram
que a enzima com maior perda de atividade foi a
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lipase 47,20% inferior aos alimentados (Figura
1D).
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Figura 1. Atividade especifica (Ul/mg proteina)
da protease (A), amilase (B), lipase (C), do trato
digestorio e percentual de perda da atividade das
enzimas digestivas (D), de Bettas em resposta a
alimentacdo e a privagdo de alimento. Letras
distintas reportam diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (p>0,05)

As enzimas de carater indutivo
apresentados pelos peixes betas permite sugrerir
estudos que modulem a atividade principalmente
da protease, com suplementagdo de aminoacidos
que permitirdo melhorar o desempenho e saude
dos animais. O aproveitamento de dietas com
suplementagdo de aminoacidos na forma sintética,
induz a atividade das enzimas do trato digestorio
(Xu et al.,, 2017). Os resultados obtidos com
aminoacidos  parecem  estar
relacionados aos alimentos utilizados, aos seus

estreitamente

niveis de inclusdo e ao valor nutricional de seus
aminoacidos (Bekke et al., 2010; Ostaszewska et
al., 2010). Descobertas recentes destacam que os
transportadores de AA, como uma barreira
seletiva para os AAs, tém um papel fundamental
na resposta as mudangas nos AA intracelulares e
extracelulares, fornecendo uma ligagdo crucial
entre a disponibilidade de AAs ¢ o anabolismo de
proteinas  (Dickinson e Rasmussen, 2013;
Mingchun et al., 2019). O aumento de AAs
intracelular regula a vias de sinalizacdo de
reguladores do crescimento celular (Wang et al.,
2016; Xu et al.,, 2017) resultando em melhor
desempenho produtivo.

Para os peixes quinguios a atividade da
amilase e lipase digestivas foram superiores aos
peixes alimentados quando comparados ao grupo
submetido ao jejum (Figura 2 A, B). No entanto, a
atividade da protease digestiva ndo demostrou
responsividade a presenga ou auséncia de
alimentos no trato digestorio (Figura 2 C)
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Figura 2. Atividade especifica (Ul/mg proteina)
da protease (A), amilase (B) e lipase (C do trato
digestorio e percentual de perda da atividade das
enzimas digestivas (D), Quinguios (Carassius
aurata) em resposta a privagdo de alimento

A atividade da lipase e amilase dos quinguios
submetidos a privagdo de alimento foi de 49,6% e
35,1% respectivamente, inferior aos alimentados.

Para a atividade da protease ndao houve diferenca
significativa entre os grupos. A atividade da lipase
¢ amilase sdo responsivas a presencga de alimento
no trato digestorio e a protease ¢ uma enzima
constitutiva nesta espécie.

No entanto, observa-se que existem
diferencgas interespecificas. A espécie Carassius
auratus observa-se que a privacdo de alimento
ndo ¢ um fator que denigre a produgdo da
atividade das proteases digestivas. A atividade
proteolitica de quinguios ¢ menos dependente da
presenca de reguladores, ou at¢é mesmo do
alimento, ainda que mesmo uma pequena
diminui¢do ao longo do jejum seja observada.
Este fato pode estar ligado a falta de células do
sistema endocrino em alguma porg¢do do trato
digestorio desta especie. Porém a relagdo entre a
dieta, a estrutura ¢ a fungdo dos cecos pildricos
(principal local de digestdo proteica no trato
digestorio) ¢ muito complexa e ainda pouco
entendida (Wang et al., 2016; Xu et al., 2017),
necessitando assim de mais estudo.

A atividade constitutiva da protease dos
peixes quinguios sugere que devemos dar maior
atengdo para indu¢do da atividade da amilase e
lipase  digestivas. Podendo  modular as
formulacdes de dietas para o aumento destas
fontes de alimentos como promotores de energia
disponivel para atividades metabdlicas.

Conclusao

Nos peixes betas as enzimas digestivas
possuem um carater indutivo. Os peixes quinguios
a amilase e lipase digestiva apresentam um carater
indutivo enquanto a protease se apresenta
constitutiva.
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