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RESUMO

Um dos principais entraves no desenvolvimento de tecnologias para o cultivo
sistematizado de peixes nativos na Amazonia é a falta de conhecimento sobre as
exigéncias nutricionais dessas espécies. As ragbes comerciais para peixes que
dominam o mercado mundial sdo resultados de pesquisas sobre habito de
espécies exdticas. Por isso, 0 estabelecimento das necessidades nutricionais de
peixes nativos e dos aspectos que subsidiem a formulacéo de dietas adaptadas a
sua fisiologia, constituem passos importantes que possibilitam um aumento de
produtividade e consequiente desenvolvimento da aquicultura na regido. Este
trabalho teve como obijetivo realizar um estudo bioquimico e de expresséo génica
das principais enzimas digestivas do tambaqui, Colossoma macropomum, em
diferentes fases do desenvolvimento inicial. Para tanto foram quantificadas as
atividades das enzimas pancreaticas tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidase A e
B, amilase e lipase; das enzimas intestinais maltose, fosfatase alcalina e leucina
aminopeptidase; e da enzima gastrica pepsina. Os resultados demonstraram que
0 comportamento das principais enzimas digestivas indica que o tambaqui possui
um desenvolvimento da funcéo digestiva equilibrada e precoce, onde as enzimas
pancreéticas tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidase A e B e amilase
apresentaram um aumento gradual em suas atividades durante o
desenvolvimento desta espécie. A digestao intestinal € ativa em estagio que
precede a eclosao da larva tornando-se mais importante a partir da abertura da
boca e inicio da alimentacdo exdégena. Ja a atividade da pepsina em juvenis de
tambaqui foi menor quando comparada aos primeiros estagios, o que sugere a
modulacdo desta enzima pelo tipo de alimento. As diferencas de expressao
génica do tripsinogénio e do pepsinogénio entre os estagios de desenvolvimento
do tambaqui foi quantificada pela analise de gRT-PCR e demonstraram a
habilidade desta espécie de expressar 0s genes das principais enzimas
proteoliticas durante as primeiras fases do desenvolvimento embrionario e larval,
indicando o grau de funcionamento do trato gastrointestinal livre de interferéncias
inerentes aos ensaios bioquimicos. Entretanto, é necessario que novos estudos
sejam delineados, tanto no nivel molecular quanto bioquimico pra compreender
0S processos regulatérios que determinam esta habilidade.
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ABSTRACT

One of the principal fetter in the development of technologies for the systematized
cultivation of native fish in the Amazonian is the knowledge lack on the demands
nutricionais of those species. The commercial rations for fish that dominate the
world market are resulted of researches on habit of exotic species, this way, the
establishment of the needs nutricionais of native fish and of the aspects that
subsidize the formulation of adapted diets your physiology, they constitute
important steps that make possible a productivity increase and consequent
development of the aquicultura in the area. This work had as objective
accomplishes a biochemical study and of expression génica of the main digestive
enzymes of the tambaqui, Colossoma macropomum, in different phases of the
initial development. For so much the activities of the enzymes pancreaticas
tripsina were quantified, quimiotripsina, carboxipeptidase A and B, amilase and
lipase; of the enzymes intestinal maltose, alkaline fosfatase and leucina
aminopeptidase; and of the enzyme gastric pepsina. The results demonstrated
that the behavior of the main digestive enzymes indicates that the tambaqui
possesses a development of the balanced and precocious digestive function,
where the enzymes pancreaticas tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidase A and
B and amilase presented a gradual increase in your activities during the
development of this species. The intestinal digestion is active in apprenticeship
that you/they precede the appearance of the larva becoming more important
starting from the opening of the mouth and beginning of the feeding exégena.
Already the activity of the pepsina in juvenile of tambaqui was smaller when
compared to the first apprenticeships, what suggests the modulation of this
enzyme for the food type. The differences of expression génica of the
tripsinogénio and pepsinogénio among the apprenticeships of development of the
tambaqui was quantified by the gRT-PCR analysis and they demonstrated the
ability of this species to express the genes of the main enzymes proteoliticas
during the first phases of the embryonic and larval development, indicating the
operation degree of the treatment gastrointestinal free from inherent interferences
to the biochemical rehearsals. However it is necessary that new studies they are
delineated, so much in the level molecular as biochemical to understand the
processes regulatorios that you/they determine this ability.



1. INTRODUCAO GERAL

A bacia Amazdnica é o maior sistema fluvial do mundo. Sua grande
diversidade de habitats € ampliada pela permanente oscilacéo do nivel dos rios
(Sioli, 1984; Junk, 1984; Junk et al., 1984; Val & Almeida-Val, 1995; Almeida-Val
et al., 1999). Desde a formacéo geoldgica da bacia esta heterogeneidade de
ambientes tem sido cenario da histéria evolutiva de um grande nimero de
espécies de peixes perfeitamente adaptadas, em varios niveis da organizacao
bioldgica, as condi¢cdes naturais deste ambiente (Almeida-Val et al., 1993; Val,
1993; Almeida-Val & Val, 1999). A rigueza ictiolégica da Amazénia € significativa
e inclui cerca de 1.800 espécies descritas até algumas décadas passadas. No
entanto, mais recentemente, as estimativas de alguns autores apontam para
nameros maiores, algo entre 2.500 a 4.000 espécies de peixes (Val & Honczaryk,
1995).

O peixe é a mais importante fonte de proteina animal da regido, sendo a
pesca a principal atividade geradora de renda para os caboclos ao longo dos rios
(Araudjo-Lima & Goulding, 1997). O aumento explosivo da populacdo de Manaus e
de outras cidades amazénicas nas duas Ultimas décadas e o consequente
aumento da demanda por proteinas resultou numa pressao maior sobre os
estoques naturais de recursos aquaticos, reduzindo as capturas das espécies de
peixes de maior importancia comercial (Falabella, 1994; Val & Honczaryk, 1995) e
induzindo preocupacgéo com a sistematizacdo da producao de peixes.

A Amazébnia possui 0 potencial para se tornar um competitivo fornecedor
de peixes de aguas interiores provenientes de piscicultura. Muitos fatores

contribuem para que isso se torne realidade: riqueza de recursos hidricos e



pesqueiros, clima tropical, mao de obra barata, mercado consumidor crescente,
etc. Contudo, no Amazonas, a aquicultura s6 comecou a despertar interesse na
década de 80, quando foram executadas as primeiras acées dentro do Programa
de Desenvolvimento da Aquicultura (Rolim, 1995). A partir de entdo, o interesse
pela atividade ampliou-se e hoje néo é so vista como vital para suprir a demanda
crescente por proteina de origem animal, mas, também, para a preservacao do
meio ambiente, a medida que diminui a pressao exploratdria sobre os estoques
naturais de algumas poucas espécies por meio de programas de repovoamento
em areas super-exploradas.

Um dos principais entraves no desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos
no cultivo sistematizado das espécies nativas de importancia comercial e que
apresentam potencial para piscicultura é a falta de conhecimentos sobre suas
exigéncias nutricionais. Consequentemente, as dietas disponiveis no mercado
para a maioria dessas espécies ndo sédo balanceadas. Desta forma, a inadequada
relacdo entre as concentracdes dos nutrientes na dieta pode conduzir a
diminuicdo na taxa de crescimento e conversdo alimentar, além de favorecer
maior acumulo de gordura corporal o que elevaria os custos de producéao (Lovell,
1989).

O uso de dieta artificial tem participacao significativa nos custos da criagao
dos organismos aquaticos. Segundo Pereira-Filho (1995), estes custos
representam de 60 a 80 % de todos 0s gastos necessarios para se produzir o
peixe até a idade de abate. Assim, € fundamental intensificar as pesquisas
relativas a fisiologia digestiva de peixes, dentre elas as que se direcionam para o

estudo das enzimas digestivas, estrutura e funcéo do aparelho digestorio e as



exigéncias nutricionais nas diversas etapas do ciclo de vida desses organismos.
Essas acdes ajudariam a minimizar os custos desnecessarios ao contribuirem
com informacdes essenciais para a composi¢ao do tipo de alimento a ser

fornecido.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A espécie Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum, € um peixe de piracema nativo das
bacias do Solimdes, Amazonas e Orinoco e esta entre as espécies mais
importantes e com alto valor comercial desembarcadas no mercado de Manaus
(Batista, 1998). Colossoma macropomum é adaptado ao complexo ciclo de
condicBes ambientais que ocorre na bacia amazonica, sendo capaz de responder
fisiol6égica e morfologicamente a estas condi¢des (Val, 1993). Em ambiente
natural pode atingir cerca de 1 metro de comprimento e 30 Kg de peso (Goulding
& Carvalho, 1982; Saint-Paul, 1984; Falabella, 1994; Vinatea, 1995; Aradjo-Lima
& Goulding, 1997), resiste a temperaturas entre 27 e 35°C (Saint-Paul,1986) e
suporta niveis baixos de oxigénio (Saint-Paul, 1984; Val, 1993; Almeida-Val et al.,
1993; Almeida-Val & Val, 1995), podendo alcancar a maturagcéo gonadal aos 55
cm de comprimento com 4 ou 5 anos de idade (Bayley & Petrere, 1989). Embora,
tenham sido relatados casos de maturidade sexual em cativeiro entre 2 a 4 anos
para os machos e 3 a 4 anos para as fémeas, quando sua reproducdo pode ser

induzida facilmente (Chabalin, 1993; Honczaryk, 1995).



Da mesma forma que todos os peixes da Amazonia, o tambaqui,
desenvolveu uma estreita relacdo com seu ambiente ao longo do processo
evolutivo dependendo dele em todos os sentidos biolégicos. Contudo, € na
alimentacéo que reside uma interdependéncia vital. O seu habito alimentar
(onivoro, com tendéncia a herbivoro, filtrador e frugivoro) muda conforme cresce.
A dieta dos adultos € bem ampla e predominantemente herbivora (frutas e
sementes), além de insetos, caramujos, entre outros. Quando larva alimenta-se
de microinvertebrados (claddceros, copépodes e rotiferos). Ja os juvenis
incrementam a sua dieta com algas filamentosas, arroz silvestre e insetos. Esta
capacidade de aproveitar varios tipos de alimento disponiveis no ambiente tem
Ihe permitido se adaptar muito bem aos sistemas de cultivo.

Segundo Freeman (1995), o tambaqui € o melhor candidato para
aguicultura na Amazénia. De fato, no inicio da década de 1980, o tambaqui ja
estava sendo criado em cativeiro no sudeste Brasileiro, na Colémbia, na
Venezuela e no Peru, onde a espécie ocorre naturalmente. Outros paises como
os Estados Unidos, a Tailandia e o Panama importaram o tambaqui para realizar
experiéncias em tanques e viveiros (Araudjo-Lima & Goulding, 1997). Segundo o
IBAMA (2000), o tambaqui é responséavel por 73,5% do pescado cultivado no
estado do Amazonas, por 30% na regido Norte e por 11,5% na producéo

nacional.

2.2 Mecanismos digestivos
A digestao € o processo pelo qual o alimento é transformado em

compostos mais simples para serem absorvidos pelas células intestinais. As



proteinas séo hidrolisadas em aminoacidos livres ou cadeias peptidicas curtas; 0s
carboidratos séo hidrolisados em acgucares simples e as gorduras em acidos
graxos e glicerol. Estes processos sao facilitados pela ocorréncia das enzimas
digestivas que atuam ao longo do trato gastrointestinal (Jobing, 1994).

O alimento utilizado pelos peixes nos seus habitats naturais € muito
diverso, da mesma forma seus habitos alimentares. Assim eles apresentam
diversas adaptacfes do sistema digestorio conforme a especializacao requerida
para ingerir, digerir e absorver esses diferentes tipos de alimento (Hepher, 1993;
Baldisserotto, 2009).

Muitas destas adaptacGes parecem ser reflexos de uma plasticidade
fenotipica ao invés de serem de natureza genética, e desenvolvida como
consequéncia, ao invés de pré-requisito, para uma especializacdo ao tipo de dieta
(Buddington et al., 1997; Mittelbach et al., 1999). A plasticidade fenotipica que
possibilita um individuo modificar seu comportamento alimentar e regular suas
funcdes digestivas em relacdo a mudanca na viabilidade de presas ou
composicdo da dieta, tem implicacdes ecoldgicas. Aquelas espécies capazes de
fazer tais modificacdes estao aptas a explorar uma extensa variagao de recursos
alimentares (Carter et al., 2001). O tambaqui, por exemplo, possui um sistema
desenvolvido de rastros branquiais e dentes molariformes fortes, combinacéo
anatémica unica que Ihe permite se alimentar do zooplancton dos lagos de varzea
e dos inumeros frutos e sementes produzidos nas florestas inundaveis (Araujo-
Lima & Goulding, 1997).

Os processos digestivos sao bem conhecidos nos vertebrados, incluindo os

peixes, e se iniciam na boca onde o tamanho do alimento € reduzido



mecanicamente expondo assim uma maior area de superficie a digestdo quimica
(Evans, 1998). Na boca e faringe dos peixes é secretado um muco que atua como
lubrificante para facilitar a passagem do alimento. Esse muco ndo apresenta
qualquer atividade digestiva (Steffens, 1987; Hepher, 1993; Baldisserotto, 2009).

Ja no eso6fago de algumas espécies tem sido reportado algum tipo de
secrecdo enzimatica (Nagase, 1964; Kawai & Ikeda, 1972; Stteffens, 1987;
Baldisserotto, 2009). No entanto, a contribuicdo do eséfago com o processo total
de digestdo ndo é significativa devido a rapida passagem do alimento através
desse o6rgao.

A digestdo quimica dos nutrientes ocorre no trato gastrointestinal e €
realizada pelas enzimas do estbmago, pancreas exaocrino e intestino. As
diferentes enzimas encontradas no trato digestério sdo complementares e o
processo enzimatico leva a total digestdo dos componentes da dieta em
nutrientes a qual segue sua absorcéo e transporte pelos enterécitos (células
intestinais).

A digestao das proteinas envolve a acao de muitas e diferentes enzimas,
cada qual com sua acao especifica nas diferentes partes da cadeia polipeptidica
(Gauthier et al., 1982). Hsu & Wu (1979) apontam que pepsina, tripsina e
quimiotripsina séo as trés enzimas proteoliticas mais importantes do trato
gastrointestinal de peixes e que o produto de reacao destas enzimas, 0s
oligopeptideos, podem ser digeridos a aminoacidos por varias outras endo e
exopeptidases.

No estdbmago, a mucosa gastrica dos peixes secreta acido cloridrico,

pepsinogénio e muco. O poder digestivo do suco gastrico depende tanto da



guantidade de pepsina presente, como do pH do meio. Assim, 0 primeiro passo
na digestdo quimica é a digestao inespecifica do alimento pelo acido cloridrico,
gue € secretado pelas células parietais. Esta secrecéo € influenciada pela
combinacéo de estimulos olfatorios e visuais e pela distensédo das paredes do
estbmago com a chegada do alimento (Wallace, 1991).

A pepsina é produzida pelas células principais ou zimogénicas do
estbmago na forma do precursor inativo (pepsinogénio), que em meio acido (pH
1-4) se converte na sua forma ativa, a pepsina. Esta enzima € uma endopeptidase
que cliva as ligacdes peptidicas das proteinas pelo lado aminoterminal dos
residuos de aminoacidos ciclicos aromaéticos (tirosina, fenilalanina e triptofano),
rompendo as longas cadeias polipeptidicas em peptideos menores. E capaz de
hidrolisar varias proteinas com excec¢édo de mucinas, queratinas ou peptideos de
baixo peso molecular (Fange & Grove, 1979). Nos peixes sem estbmago a
digestdo do alimento é realizada no intestino e as proteinas sao degradadas pelas
enzimas pancreéticas (Hepher, 1993).

O péancreas exqcrino sintetiza e secreta no limen intestinal um grande
namero de enzimas endopeptidases (tripsina e quimiotripsina), exopeptidases
(carboxipeptidase A e B), glicosidases (amilase) e lipases que trabalham em pH
alcalino e séao responsaveis pela digestao na luz intestinal. A forma como estas
secrecdes pancreaticas chegam ao limen intestinal ainda € controversa. Em
vertebrados superiores, cujo pancreas € um 0rgao compacto, iSso acontece por
meio de dois dutos colédocos (Slack, 1995), enquanto nos teledsteos, por
apresentarem um tecido pancreatico difuso, geralmente localizado ao longo da

veia porta, ndo esta evidente se apenas um ducto colédoco ou um sistema de



multiplos ductos, ou ainda se ambos o0s sistemas estéo presentes (Einarsson &
Davies, 1997).

As proteases digestivas do pancreas de peixes sao produzidas nas células
acinares, sob a forma de zimogénios, e sdo secretadas no limen do intestino.
Neste local se encontra a enteroquinase (enteropeptidase), uma protease do
intestino delgado, que catalisa a quebra de uma ligacéo peptidica especifica no
tripsinogénio, transformando-o em tripsina ativa. A partir de entdo, as moléculas
de enteroquinase junto com as de tripsina promovem um efeito cascata, que &
responsavel pela ativacdo de novos tripsinogénios e outros zimogénios como
guimiotripsinogénio, procarboxipeptidase e proelastase (Kolodziejska & Sikorski,
1996).

Tripsina e quimiotripsina pertencem a familia das serino-proteases
pancreaticas, uma familia caracterizada por possuir um sitio catalitico, composto
por uma triade de aminoacidos (histidina, acido aspartico e serina) (Stryer 1988),
que é altamente conservado num amplo espectro de organismos, desde bactérias
até mamiferos. Entretanto, a especificidade do substrato difere significativamente:
a tripsina apresenta especificidade para hidrolisar peptideos em que a fungéo
carbamil é subscrita por lisina e arginina. Por outro lado, a quimiotripsina nao é
especifica somente para hidrolisar peptideos nos quais a funcéo carbamil é
subscrita por residuos de aminoacidos aromaticos, como tirosina, triptofano e
fenilalanina, mas também para hidrolisar amidas e ésteres destes aminoacidos
aromaticos (Rick, 1965). Assim, a quimiotripsina apresenta um espectro para

atividade proteolitica muito maior quando comparada a tripsina.



As carboxipeptidases A e B sdo enzimas muito similares nos detalhes
gerais do mecanismo catalitico: ambas requerem que o grupo carboxilico do
residuo carboxi-terminal seja livre. Entretanto, possuem especificidades bem
diferentes: a carboxipeptidase B hidrolisa ligacdes peptidicas contendo arginina e
lisina carboxi-terminais, enquanto a carboxipeptidase A requer que os residuos
carboxi-terminais ndo sejam arginina, lisina ou prolina (Whitaker, 1994). A
carboxipeptidase A remove rapidamente os aminoacidos aromaticos carboxi-
terminais Tyr, Phe e Trp e os aminoacidos hidrofébicos e alifaticos como Leu, lleu,
Met, Thr, GIn, His, Ala e Val (Amber, 1972).

A digestao dos carboidratos é afetada e estimulada pelo suco estomacal
acido (Moriarty, 1973). No entanto, o fator mais importante na hidrélise dos
carboidratos sé@o as carboidrases. Estas enzimas apresentam especial interesse
no caso dos peixes, pois nem todas as espécies digerem os carboidratos com a
mesma eficiéncia (Hepher, 1993). Dentre as carboidrases, a mais importante € a
amilase, pois representa o estagio inicial da digestao bioquimica de carboidratos,
como o amido e o glicogénio. No trato digestivo dos peixes sua acéo resulta em
produtos como dextrina e maltose. A a-amilase atua sobre o enlace 1,4-a
glicosidico, convertendo o amido em uma mescla de glicose e maltose, enquanto
que a pB-amilase atua sobre a parte ndo reduzida da molécula de amido e forma
maltose. Tem-se encontrado amilase na maioria de peixes onivoros, como 0s
ciprinideos e herbivoros como a tilapia (Moriarty, 1973). A atividade da maltase
completa a digestédo produzindo monossacarideos para serem absorvidos pelo
organismo. Segner et al. (1989), ao trabalhar com larvas de Coregonus lavaretus

L., encontraram pequenas atividades de maltase na borda ciliada dos enterqcitos.
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Seixas Filho et al. (1999) reportaram amilase no quimo de trés espécies de peixes
tropicais de agua doce, 0s onivoros piracanjuba (Brycon orbignyanus) e piau
(Leporinus friderici) e o carnivoro Pseudoplatystoma coruscans.

Dentre a ampla gama de enzimas que catalisam a hidrolise de diversos
ésteres, se encontram as lipases (fosfolipase, lisofosfolipase) e as esterases
(colesterol esterase e amidase). As lipases catalisam a hidrolise de triglicérides de
acidos graxos de cadeia longa, enquanto que as esterases atuam sobre ésteres
simples de acidos de baixo peso molecular. Barnad (1973) acredita que a lipase
pancreatica € a principal enzima envolvida na digestéo de triglicérides de origem
animal e vegetal em todos os vertebrados. Fange & Grove (1979) sugerem que o
pancreas seja a principal fonte de lipase em peixes. A principal lipase encontrada
em peixes parece ser uma lipase ndo especifica e dependente dos sais biliares
(Gjellesvik, 1992), cuja secrecéo estaria induzida pela alimentacao (Hoehne-
Rietan, 2001). Alguns autores acreditam que nao é possivel distinguir claramente
entre atividades de esterase e lipase (Izquierdo & Henderson, 1998), sendo este o
motivo para medir indistintamente uma delas usando diferentes metodologias. Em
estudos com extratos de érgaos digestivos de muitos peixes, tem-se encontrado,
na maioria deles, esterase e lipase em todo o tubo digestivo, incluindo estdmago,
cecos pildricos e intestino (Sastry, 1974; Goel, 1975; Ray, 1988; Gjellesvik et al.,
1989; Das & Tripathi, 1991; Oozeki & Bailey, 1995). Borlongan (1990) ao trabalhar
com Chanos chanos, encontrou maior atividade de lipase na porcao anterior do
intestino, pancreas e cecos piloricos. Ja Portella et al. (2002) encontraram essas

atividades no pancreas, figado e porc¢éo final do intestino de Platystoma
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fasciatum. Atividade de lipase, em menores proporc¢des tem sido reportada por
Koven et al. (1997) no estbmago de Scophthalmus maximus.

Segundo Ugolev (1973), além da digestéo extracelular que se realiza no
guimo do intestino, existe uma digestéo celular. As células intestinais, também
chamadas de enterdcitos, apresentam dois tipos de enzimas: as enzimas
citosdlicas, principalmente peptidases como Leucina-alanina peptidase,
encontradas no citoplasma celular e as enzimas da borda em escova da
membrana, as quais sao ligadas a membrana celular e estao relacionadas com as
etapas intermediaria e final do processo digestivo, sendo consideradas por alguns
autores como as etapas imediatamente anteriores a absorcédo (Kuz'mina, 1977).

Diferentes tipos de enzima de membrana podem ser encontrados. Entre
elas estdo as peptidases, como a aminopeptidase que hidrolisa peptideos até
aminoécidos no final do processo digestivo das proteinas (Ugolev & De Laey,
1973) e a fosfatase alcalina que também se encontra nas membranas celulares,
principalmente onde ocorre o transporte ativo (absorcéo de amino acidos) (Lojda
et al., 1979). Acredita-se que estas enzimas sdo importantes nos processos de
absorcao de nutrientes (Segner et al.,1995). A fosfatase acida, por sua vez, é
utilizada como indicador de pinocitose de proteinas. Devido ao fato delas terem
sido usadas em mamiferos como marcadores de diferenciacéo de enterdcitos
(Smith, 1992), seu aumento no intestino de larvas de peixes € associado a
presenca de enterdcitos funcionalmente mais desenvolvidos (Zambonino Infante
& Cahu, 2001).

Da mesma forma, acredita-se que a relacdo existente entre a fosfatase

alcalina e algumas aminopeptidases citosdlicas pode ser usada como indicador
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do desenvolvimento relativo da digestéo extracelular nas larvas de peixes (Cahu
& Zambonino-Infante, 1995). Estas ultimas séo principalmente ativas nos
primeiros estagios, quando as macromoléculas de proteina sédo absorvidas e
digeridas dentro das células, enquanto que as outras sao mais ativas quando a
digestao extracelular € mais importante.

Devido a importancia que as enzimas digestivas possuem na utilizacao de
nutrientes energéticos (carboidratos e lipidios) e estruturais (proteinas), se faz
necessario o estudo das suas atividades, bem como a relacdo destas com os
diversos ciclos que interferem no processo de crescimento (ontogenia).

De acordo com Sedgwick (1979), para se ter um eficiente regime alimentar
em aquicultura, ajustes continuos no que se refere a racao, horarios e frequéncia
de alimentacdo sdo necessarios para compensar a mudanca de requerimentos
durante o desenvolvimento ontogenético. Para isto, estudos sobre a capacidade
digestiva dos peixes sdo necessarios para a formulacdo de dietas apropriadas, ja
gue a selecao dos ingredientes poderia se basear na digestibilidade dos seus

componentes, a qual dependeria da presenca de enzimas digestivas especificas.

2.3. Ontogenia das enzimas digestivas
Os peixes, da mesma forma que todos os vertebrados, mudam morfologica
e fisiologicamente durante sua vida. Segundo Lagler et al. (1984), séo trés os
periodos de desenvolvimento de um peixe:
i. Periodo embrionario inicial, que vai desde a fertilizacdo até a aquisicao dos

sistemas organicos generalizados;

13



ii. Periodo embrionario transicional ou larval, que vai desde o momento da
transformacao dos 6rgaos para formar os sistemas organicos generalizados
até que sua forma lembra a do adulto, e

iii. Periodo po6s-embrionario, que compreende a fase juvenil, adulto e velhice.

O sistema digestivo e suas enzimas nao fogem a estas mudancas. As
atividades enzimaticas parecem ser afetadas principalmente pelo progressivo
aparecimento de 6rgaos digestorios e pela resposta a mudancgas nos habitos de
vida e alimenticios, requerimentos nutricionais, programacao genética e inducao
pelo substrato, o que finalmente resulta em padrdes de atividade enzimatica que
apresentam importantes flutuagdes com o tempo (Moyano et al., 1996; Martinez et
al., 1999).

Dabrowski (1984) e Person-Le Ruyet (1989) sumarizaram as mudancas
importantes no trato digestivo durante a ontogenia das larvas de peixes. No
momento da ecloséo, o trato digestivo é um estreito tubo fechado e
histologicamente n&o diferenciado. Esta caracteristica permanece constante até a
abertura da boca e a subsequente absorcéo total do saco vitelinico, quando
comeca a segmentacdo em esbéfago, faringe e intestino. O periodo larval acaba
com o desenvolvimento do estbmago, glandulas gastricas e cecos piléricos. O
figado e pancreas estédo formados no momento da ecloséo e s&o funcionais no
estadio de primeira alimentacédo, embora nesta etapa o sistema digestorio nao
seja completamente funcional.

O desenvolvimento do estbmago em algumas espécies tem sido
determinado a partir do aparecimento de glandulas gastricas, 10 dias apos a

eclosdo em turbot, S. maximus (Cousin & Baudin-Laurencin, 1985), 31 dias em
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linguado Paralichthys dentatus (L.) (Bisbal & Bengtson, 1995), 36 dias em
Pleuronectes ferrugineus (Storer) (Baglole et al., 1997) e 80-90 dias em
Hippoglossus hippoglossus (L.) (Luizi et al., 1999).

Por outro lado, o aparecimento destas glandulas néo indica que o
estdbmago seja funcional. O incremento na atividade da pepsina (Ueberschaer,
1993) e do contetdo de pepsinogénio (Huang et al., 1998) tém sido utilizados
como indicadores desta funcionalidade. Douglas et al. (1999) observaram altos
niveis de atividade de tripsina, expressao de pepsinogénio e a bomba de préton
20 dias apos ecloséo de larvas de Pleuronectes americanus, indicando um
avancado nivel de desenvolvimento e funcionalidade do estbmago neste estadio.
Estudos anteriores em larvas de Morone saxatilis, mostraram atividades de
tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidase e amilase quatro dias apés eclosédo e um
dia antes do inicio da alimentacdo exdégena; entretanto, atividade de pepsina foi
encontrada mais tarde, 16 dias ap0s ecloséo (Baragi & Lovell, 1986).

A presenca de todas as principais enzimas digestivas no momento da
abertura da boca tem sido demonstrada em espécies de dgua doce como
Oreochromis niloticus L. (Tengjaroenkul et al., 2001) e Acipenser sturio L.
(Gawlicka et al., 1995), mas, também, em espécies marinhas como Solea
senegalensis Kaup (Martinez et al., 1999; Ribeiro et al., 1999) e Diplodus sargus
(Cara et al, 2003). Murray et al. (2000), ao trabalhar com Pseudopleuronectes
americanus, verificaram que o pancreas desta espécie expressa ativamente
genes de tripsina, amilase e lipase dependente dos sais biliares no momento da
abertura da boca, mesmo antes do estdmago ser funcional. Estes resultados sao

similares aos observados em Sciaenops ocellatus (Lazo et al., 2000). Por outro
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lado, Srivastava et al. (2002) ao analisar genes clonados do linguado marinho
Paralichtys olivaceus, encontraram que mRNA de precursores de tripsina,
quimiotripsina, elastase, carboxipeptidase A e B e lipase ja eram expressos no
pancreas de larvas no estadio de primeira alimentacéo.

Kurukawa & Suzuki (1996; 1998) relataram, na mesma espécie, a sintese
de aminopeptidase nas células do epitélio intestinal no momento da ecloséo e
funcionalmente diferenciada entre o segundo e o terceiro dia ap0s eclosao, ou
seja, um dia antes do inicio da alimentacdo exdgena. Em estudos prévios, 0s
mesmos autores demonstraram que 0 pancreas comeca a sintetizar enzimas
digestivas no segundo dia ap0s eclosdo, embora sejam secretadas no intestino sé
a partir do terceiro dia. Eles concluiram que a aquisi¢cao das funcdes digestivas do
linguado € um pré-requisito para o inicio da alimentacéo exogena.

Ja em Solea solea (Alliot et al., 1980) e S. maximus (Cousin et al., 1987),
nao foi encontrada atividade de aminopeptidase no momento da ecloséo.
Gawlicka et al. (2000) encontraram atividade de tripsina, fosfatase alcalina,
amilase e lipase em quatro estadios de larvas vitelinicas (larvas que ainda
possuem saco vitelinico) de H. hippoglossus, concluindo que este peixe possui
habilidade para digerir e absorver nutrientes exdgenos além das préprias
reservas.

Atividade de fosfatase alcalina e acida também tem sido encontrada durante
o desenvolvimento larval de diferentes peixes marinhos (Govoni et al., 1986;
Moyano & Sarasquete, 1993; Zambonino & Cahu, 1994). Estes autores sugerem
gue a auséncia de pepsina no trato digestivo de peixes teledsteos durante os

primeiros estadios de vida € compensada por processos de micro-pinocitose e
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digestao intracelular no intestino posterior, processo no qual estariam envolvidas
a fosfatase acida, a catepsina e algumas aminopeptidases.

Atividade de amilase foi reportada durante o desenvolvimento larval de
carpas da india como Catla catla, Labeo rohita e Cirrhinus mrigala (Kumar &
Chakrabarti,1998) e em peixes marinhos como perca prateada Bidyanus bidyanus
(Anderson & Lipovsek, 1996). Estas atividades mostraram-se incrementadas com
a idade. Entretanto, Péres et al. (1998) demonstraram que ha niveis maiores de
MRNA de amilase em larvas recém eclodidas do que nas larvas mais velhas de
Dicentrarchus labrax e que o decréscimo coordenado entre a atividade enziméatica
da amilase e seu nivel de mMRNA é regulado trascricionalmente. No linguado
marinho, P. americanus, existem picos de amilase transcrita em
aproximadamente 20 dias apés eclosédo, quando comeca a decrescer durante a
metamorfose (Douglas et al., 2000). Péres et al. (1996) sugerem que este
decréscimo na atividade amilolitica durante o desenvolvimento larval seja
geneticamente programado. Em Theragra chalcogramma a atividade amilolitica
foi constante no periodo de transi¢do da alimentacédo endbgena para exégena e
atividades de lipase e tripsina foram baixas durante esse periodo (Oozeki &
Bailey, 1995).

Atividade de lipase tem sido detectada também durante o desenvolvimento
larval em diferentes peixes marinhos como M. saxatilis (Hirji & Courtney, 1983) e
S. senegalensis (Martinez et al., 1999). Oozeki & Bailey (1995) sugeriram a
existéncia de dois tipos de lipases em larvas de T. chalcogramma, uma

relacionada com a absor¢éo do saco vitelinico (que € rico em fosfolipidios) e a
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outra, cuja atividade se desenvolve posteriormente e que estaria relacionada com
a digestéo de lipidios exogenos.

Atividades das enzimas digestivas, durante o desenvolvimento em larvas e
juvenis de teledsteos, crustaceos e moluscos com potencial para aquicultura tém
sido particularmente estudadas durante as ultimas duas décadas (Baglole et al.,
1998; Kolkowski et al., 1993; Oozeki & Bailey, 1995; Cara et al., 2003; Lopez-
Lépez, 2003; Lazo et al., 2000; Ribeiro & Jones, 2000; Lemos et al., 1999, 2002;
Picos-Garcia et al., 2000; Donald et al., 2003). Chakrabarti et al., (1995),
pesquisaram as enzimas digestivas de 11 espécies de peixes de agua doce,
demonstrando que a maioria das enzimas digestivas esta presente

independentemente do habito alimentar.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo o estudo bioquimico e de

expressao génica das principais enzimas digestivas do tambaqui, Colossoma

macropomum, em diferentes fases do desenvolvimento inicial, especificamente:

19

1. Determinar o momento em que o pancreas se torna funcional por meio

da medig&o de atividade das enzimas: tripsina, quimiotripsina,
carboxipeptidase A e B; amilase e lipase;

Determinar o momento em que a funcao digestiva no epitélio intestinal
€ ativa por meio da medicao de atividade das enzimas citésolicas e da
borda em escova: maltase, leucino aminopeptidase e fosfatase
alcalina;

Determinar o momento no qual o estbmago apresenta atividade

digestiva por meio da medicao de atividade da pepsina;

. Verificar a importancia da atividade digestiva pancreatica, intestinal e

gastrica durante as primeiras fases do desenvolvimento;
Determinar se as principais enzimas responsaveis pela digestédo de
proteinas, pepsina e tripsina sédo reguladas transcricionalmente

durante as primeiras fases do desenvolvimento.



4. HIPOTESES

HO; — A atividade das principais enzimas digestivas do tambaqui € iniciada no
mesmo momento e ndo variam durante as primeiras fases do desenvolvimento
desta espécie.

HO, — As enzimas digestivas pepsina e tripsina séo reguladas transcricionalmente

durante as primeiras fases do desenvolvimento do tambaqui.
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CAPITULO I: Atividade das principais enzimas digestivas do
tambaqui, Colossoma macropomum (CUVIER, 1818) durante os

primeiros estagios do desenvolvimento.

5. INTRODUCAO

Os principais itens alimentares disponiveis na natureza e que fazem parte
da dieta do tambaqui sdo frutas, sementes e outros alimentos como zooplancton,
insetos e algas. A disponibilidade desses itens varia de acordo com as flutuacoes
no nivel da agua.

Devido ao seu habito alimentar, o tambaqui tem seu metabolismo ajustado,
para digerir alimentos tanto de origem animal como vegetal (Nuiiez & Salaya,
1984). Contudo, a maquinaria enzimatica envolvida com a digestao de tao variada
dieta tem sido muito pouco estudada até o presente momento. Mesmo nao
dispondo desse tipo de informacao, o desenvolvimento de técnicas de reproducéo
e cultivo desta espécie tem sido amplamente buscado e requer informacdes
complementares que possam auxiliar no aumento do rendimento quando de sua
criacao.

Em ambientes de cultivo, a vasta oferta de diferentes tipos de nutrientes
encontrados pelo tambaqui na natureza ndo se repete. No entanto, o balanco
energético disponivel em condi¢des naturais deveria ser copiado ao maximo
durante a preparagdo das ragfes. Desta maneira poder-se-ia sanar as caréncias

nutricionais do peixe (Castagnolli, 1992).
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As racfes comerciais que dominam o mercado mundial sédo resultados de
pesquisas sobre as necessidades nutricionais de espécies exoticas. O
estabelecimento das necessidades nutricionais para nossas espécies e sua
associacao a tecnologia de fabricacdo e conservacao do alimento constituem os
passos mais importantes para possibilitar um aumento de produtividade com o
consequente desenvolvimento da aquicultura na regiéo.

Para predizer o potencial do tambaqui em hidrolisar carboidratos, lipideos,
proteinas, fibras e outros componentes, considerando as mudancas de habito
alimentar que apresenta durante sua vida, se faz necessaria a identificacao das
suas diferentes enzimas digestivas, as mudancas das mesmas durante o
desenvolvimento ontogenético, seu modo de acao e efeito que exercem os fatores
externos, tais como fontes e niveis de nutrientes, temperatura, fotoperiodo, etc.

Conhecimentos sobre estes aspectos subsidiariam a formulacao de dietas
adaptadas a fisiologia desta espécie, bem como um adequado manejo alimentar
durante seu cultivo. Por outro lado, o conhecimento detalhado da fisiologia
digestiva no desenvolvimento do tambaqui é fundamental ja que o nivel da
atividade de algumas das enzimas pode ser utilizado como indicador do estado
nutricional. Adicionalmente, esta informacgéo pode ajudar a determinar 0 momento
otimo para a primeira alimentacdo, bem como as potencialidades e limita¢cdes do

uso de alimentos artificiais.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Material bioldgico

O material biologico foi constituido por ovos, larvas e juvenis de tambaqui,
provenientes de desovas induzidas. As coletas foram realizadas no Centro de
Tecnologia, Treinamento e Produ¢cdo em Aquicultura — CTTPA, municipio de
Balbina, localizado a 170 km da cidade de Manaus.

O material bioldgico nos primeiros estagios de desenvolvimento foi
originado a partir de trés diferentes grupos de reprodutores. Cada grupo de
reprodutores foi constituido por trés fémeas e quatros machos, que apos o
periodo de aclimatacao, tiveram a reproducéo induzida pelo método descrito por
Woynarovich (1986) (Figura 1). Apos a fertilizagdo, os ovos foram incubados em
oito incubadoras conicas de 120 L a uma densidade de 2,6 g/L e com fluxo
constante de agua (Figura 2). A 4gua para abastecimento das incubadoras era
diretamente captada a um metro da superficie do lago de Balbina, sendo
distribuida por gravidade. Pela manha e a noite as telas de protecdo das
incubadoras eram lavadas, retirando-se os detritos.

Para a coleta do material bioldgico no primeiro estagio de desenvolvimento
foram consideradas, apenas, as incubadoras que apresentaram uma taxa de
fecundacao de 70 % e para os outros estagios foi considerada uma taxa de
eclosdo de 70 a 80 %. As coletas de ovos e larvas de tambaqui foram realizadas
pouco antes da eclosao (embrides movimentando-se na capsula ovular), uma
hora apds eclosao (individuos recém eclodidos) e a cada doze horas até 120

horas ap6s ecloséo (individuos com o saco vitelinico totalmente absorvido).
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Figura 1. Fémeas adultas de tambaqui, acondicionadas em tanques de

reproducao (A). Extrusdo do macho e fertilizacdo dos ovos de tambaqui (B).

Para cada estagio embrionério e larval foi amostrado um grupo de
individuos (~3 g) por triplicata e congelados a -80 °C até o momento da analise
das enzimas digestivas. Apds a abertura da boca e inicio da alimentacéo exégena
até 120 horas apos eclosao (HAE), as larvas de tambaqui foram alimentadas com

organismos do ambiente natural.

Figura 2. Incubadoras cbnicas de 120 L, com sistema de circulagédo de agua (A).
Laboratério de apoio do Centro de Tecnologia, Treinamento e Producdo em
Aquicultura — CTTPA (B).
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Juvenis de tambaqui, com 16, 30, 45 e 90 dias foram coletados de tanques
escavados (Figura 3). Estes animais foram alimentados com racéo balanceada
para peixes tipo inicial 34, da marca Peixe Plus, que tem sua composicao descrita
na tabela 1. O manejo alimentar foi realizado da seguinte forma: juvenis com 16
dias apos eclosdo (DAE) foram alimentados 6 vezes ao dia a cada duas horas,
com a primeira alimentacéo as 6:00 horas e a ultima as 16:00 horas; juvenis com
30 e 45 DAE foram alimentados trés vezes ao dia a cada 6 horas, com a primeira
alimentacéo as 8:00 horas e a ultima as 16:00 horas. Ja os juvenis com 90 dias
foram alimentados duas vezes, as 8:00 e as 16:00 horas. Logo apos a coleta, os
peixes tiveram seus tratos digestério extraidos e congelados a -80 °C até
posterior analise das enzimas digestivas. O horério das coletas foi pré-
estabelecido e foi sempre o0 mesmo para esses estagios, devido as variacbes nos
niveis basais de atividade das enzimas digestivas, ao longo do dia (Lopez-

Véasquez, 2001).

Figura 3. Coleta de juvenis de tambaqui com 45 dias, utilizando rede de pesca

(A). Juvenis de tambaqui com 90 dias depois da despesca (B).
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Tabela 1. Composicéo da racado comercial utilizada na alimentacédo dos

exemplares juvenis de C. macropomum com 16, 30, 45 e 90 DAE.

Nivel de garantia (%)

Umidade (maxima)

Proteina Bruta (PB) (minimo)
Estrato Etéreo (minimo)
Matéria Fibrosa (maximo)
Material Mineral (maximo)
Calcio (maximo)

Fosforo total (P)

12,00
34
3,50
6,00
12,00
3,50

1,80

Composicao Basica

Eventuais substitutos

Milho

Farelo de trigo

Farinha de trigo

Farelo de soja

Glaten de milho (protenose)
Farinha de carne e 0sso
Concentrado vitaminico e mineral

(Premix)*

Farinha de pupunha, farelo de arroz
raspa de mandioca, farinha de peixe
farinha de sangue, farinha de pena
farinha de visceras de ave, 6leo vegetal
sorgo, quirera de arroz, calcario

gordura animal, fosfato bicalcico, aveia

! Composicéo por Kg da dieta: 1,5 mg Acido félico; 30 mg Acido pantoténico; 0,3

mg Biotina; 0,15 mg Cobalto; 12 mg Cobre; 82,5 mg Ferro; 0,6 mg lodo e 22,5 mg

Manganés.
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6.2. Preparacao do extrato enzimatico

Os ovos e larvas coletados até 120 horas apos ecloséao foram utilizados
inteiros devido ao seu menor tamanho. Os juvenis de 16 dias foram
individualmente dissecados, desprezando-se cauda, cabeca e musculatura dorsal.
No caso dos exemplares de 30 dias foram utilizados os tratos digestorio (intestino,
cecos e estdbmago). Ja nos individuos de 45 e 90 dias foi possivel coletar
separadamente intestino e estbmago. Todas as amostras apos lavagem com
solucéo salina, foram homogeneizadas em homogeneizador de tecidos com
tampao fosfato 0,02 M pH 7,0 e centrifugados a 20.800 g durante 15 minutos a 4

°C. O sobrenadante obtido foi utilizado nas determinacfes enzimaticas.

6. 3. Determinacao da proteina solavel

A quantidade de proteina solGvel nos extratos enzimaticos foi determinada
segundo o método de Lowry (1951), baseado na comparacao da intensidade de
cor obtida a partir da reacao do reagente fendlico, Folin-Ciocalteu com os
residuos de tirosil da proteina desconhecida e dos valores de cor derivada da
curva padrao de uma proteina conhecida. A leitura das absorbancias foi feita em

660 nm. Foi utilizado soro de albumina bovina (BSA), como proteina padréo.

6.4. Determinacgdo das atividades enzimaticas

6.4.1. Enzimas Pancreéticas

6.4.1.1. Tripsina (E.C. 3.4.21.4)
A atividade da tripsina foi determinada segundo Erlanger et al. (1961). Os

complexos enzimaticos (125 ul) foram induzidos pela adicdo de 15 ul de
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enteroquinase (4 UmL™) em 40 mM de tamp&o succinato pH 5,6 e incubados a
temperatura ambiente por 15 minutos. A reacao teve inicio pela adicdo de 1 mM
BAPNA (N-a-benzoil-_-arginine p-nitroanilide hydrochloridae) em 0,05 M de
tampao Tris-HCI pH 7,5 com 0,02 M de CaCl,.2H,0 e incubados a 37 °C por 10
minutos. Apods este periodo a reacao foi interrompida pela adicao de 700 pl de
Acido acético glacial 30 %. A leitura das absorbancias foi realizada em 410 nm.
Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima que catalisou

a formacédo de 1 umol de p-nitroanilide por minuto a 37 °C.

6.4.1.2. Quimiotripsina (E.C. 3.4.21.1)

A atividade da quimiotripsina foi determinada pela hidrolise do substrato
sintético 630 ul de 0,056 M de BTEE (Benzoll tirosina etil ester), dissolvido em 2,5
% metanol (volume final) e 0,1 M de tampé&o Tris-HCI pH 7,8 com 0,025 M de
CacCl,, segundo a metodologia descrita por Applebaum et al. (2001). Os extratos
enzimaticos (70 ul) foram incubados a 25 °C e o incremento das absorbancias foi

registrado a cada 30 segundos durante 6 minutos a 256 nm.

6.4.1.3. Carboxipeptidase A (E.C. 3.4.17.1)

A atividade da carboxipeptidase A foi determinada usando 1 mM de
Hippuril-_-Fenil Alanina (HPA) em 50 mM de tampéo Tris-HCI pH 7,5, contendo
500 mM de NaCl como substrato, segundo a metodologia descrita por
Worthington (1993). O substrato (1 ml) foi misturado com 50 pl do extrato
enzimatico em 10 % de LiCl. O incremento da absorbéancia a 254 nm foi registrado

a 25 °C durante 10 minutos.
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6.4.1.4. Carboxipeptidase B (E.C.3.4.17.2)

A atividade da carboxipeptidase B foi determinada usando 1 mM de Hipuril-
L-Arginina (HLA) como substrato, em 50 mM de tampao Tris-HCI pH 7,5, contendo
100 mM NacCl, de acordo com a metodologia descrita por Worthington (1993). O

substrato (1 ml) foi misturado com 50 ul do extrato enziméatico e o incremento da

absorbancia a 254 nm foi registrado a 25 °C durante 10 minutos.

6.4.1.5. Amilase (E.C. 3.2.1.1)

A atividade da amilase foi determinada pela hidrdlise do substrato amido.
Os produtos da hidrélise do amido (acucares redutores) foram determinados pelo
método de Somogyi-Nelson (1955), usando glicose 1 % como padrdo. O sistema
de incubacéo da enzima continha 50ul de tampao citrato/fosfato 0,8 M pH 7,0; 10
ul de NaCl 0,1 M e uma aliquota do extrato enziméatico. A reacao foi iniciada com
a adicédo de 50 ul de amido 1% e posterior incubacgéo a 37 °C por 30 minutos,
sendo interrompida pela adicdo de 20 ul de NaOH 1 M e 200 pl da solucéao
Somogyi-Nelson A (0,2 M Na;HPO,; 0,1 M C4H4KNaOg; 0,1 M NaOH; 0,03 M
CuSO,4 e 1,27 M Na,SO, dissolvidos em agua deionizada), em seguida a mistura
foi fervida por 10 minutos. Apés o esfriamento foram adicionados a mistura 200 pl
da solugdo Somogyi-Nelson B (0,04 M H24M07NgO24; 0,5 M H,S e 0,02 M
Na;HAsO, dissolvidos em agua deionizada), 980 ul de agua deionizada e
finalmente centrifugada a 6000 g por 5 minutos. A leitura das absorbéancias foi
feita em 650nm. Paralelamente, para descontar os produtos resultantes da
hidrolise do amido e glicogénio enddgenos e da hidrolise ndo enziméatica do

substrato amido, foi incubado um sistema controle nas mesmas condi¢gdes, sem
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adicao do substrato. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade
de enzima que catalisou a formacao de 1umol de acucar redutor por minuto a 37
°C.
6.4.1.6 Lipase (ndo especifica, E.C. 3.1.1.)

A atividade da lipase foi estimada segundo a metodologia descrita por

Lijima et al. (1998) utilizando p-nitrofenol miristato como substrato. O sistema de
incubacéo continha: 100 ul de tampé&o Tris-HCI 0,25 mM (pH 9), 250 ul de 5 mM
de tampé&o taurocolato sodico e 30 ul de 0,25 mM 2-metoxy-etanol. A reacao foi
iniciada com a adi¢c&o de 50 ul de 0,01 M p-nitrofenol miristato e posteriormente
incubada a 37 °C durante 30 minutos, sendo interrompida pela adicdo de 500 pl
de acetona:n-heptano na proporcéo 5:2. O extrato foi centrifugado a 6080 g por 5
minutos a 4 °C e o incremento da absorbancia registrada em 405 nm. Uma
unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima que catalisou a

formacédo de 1 umol de nitrofenol por minuto a 37 °C.

6.4.2. Enzimas Intestinais
6.4.2.1 Maltase (E.C. 3.2.1.20)

A atividade da maltase foi determinada pela hidrélise do substrato maltose.
O sistema de incubacao continha 25 ul de tampao citrato/fosfato 0,1 M pH 6,0 e
25 ul do extrato enzimatico. A reacao foi iniciada com a adi¢cao de 50 ul de
maltose 1% e posterior incubacao a 37 °C durante 30 minutos, sendo
interrompida e desproteinizada pela adicdo de 100 pl de Ba(OH), 0,3 N e 100 ul

de ZnSO,4 5 %. Os tubos foram entéo centrifugados a 6000 g por 5 minutos e 0
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produto da reacao (glicose) foi determinado pelo método da glicose-oxidase
(Dahlquist, 1961). A leitura das absorbancias foi registrada em 515 nm.
Paralelamente, foi feito um sistema controle semelhante ao sistema de incubacéo
da reacéo, excetuando-se a adicédo do substrato. Uma unidade de enzima (U) foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formacdo de 1 umol de

glicose por minuto a 37 °C.

6.4.2.2. Fosfatase Alcalina (E.C. 3.1.3.1)

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada pela hidrolise do substrato
p-nitrofenil fosfato de acordo com Walter & Schutt (1974). Os extratos enzimaticos
(50 ul) foram incubados com 250 ul 3 mM de p-nitrofenil fosfato dissolvido em 10
mM de tampéo Tris-HCI pH 8,0 e 700 ul de tampéo Tris-HCI 1,5 mM pH 8,0 a 37
°C durante 30 minutos. A reacao foi interrompida pela adicdo de 100 ul de uma
solucéo de fosfato de potassio 1 M. A leitura das absorbancias foi registrada a

410 nm.

6.4.2.3. Leucina aminopeptidase (E.C.3.4.11.1)

A atividade da leucina aminopeptidase foi determinada pelo método de
Maroux et al. (1973) usando 900 ul de tampé&o fosfato de sédio 80 mM pH 7,0 com
0,025 M de MgCl; e 1,6 mM de _-leucina p-nitroanilide como substrato. Os
homogenados (100 pl) foram incubados a 25°C. O incremento das absorbancias
foi registrado a cada 30 segundos durante 6 minutos em 405 nm. Uma unidade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formacéo de 1

umol de p-nitroanilide por minuto a 25 °C.

31



6.4.3. Enzimas géastricas

6.4.3.1. Pepsina (E.C. 3.4.23.1)

A atividade da pepsina foi quantificada pelo método de Worthington (1993)
utilizando como substrato hemoglobina eritrocitaria bovina em 1 N de tampéo HCI
pH 2,0. Uma aliquota do extrato enzimatico (25 pl) foi incubada com 475 pul de
hemoglobina 2 % a 37 °C por 30 minutos com agitacdo constante. A reacao foi
interrompida pela adicdo de 500 pl de acido tricloroacético a 5 %. Os tubos foram
centrifugados a 4200 g por 6 minutos a 4 °C e a leitura das absorbéncias feita a
280 nm. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima que
catalisa a formacao de 1 umol de TCA- soltvel por minuto a 37 °C.

A atividade das proteases alcalinas foi determinada pela hidrélise do substrato
azocaseina segundo o método de Garcia-Carrefio (1992). O sistema de
incubacédo continha tampéao Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e uma aliquota do extrato
enzimatico. A reacao foi iniciada com a adicao de azocaseina 1,5 % e posterior
incubacéo a 25 °C durante 30 minutos, sendo interrompida pela adicdo de acido
tricloroacético 20 %, finalmente o sistema foi centrifugado a 12500 g durante 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para a leitura das absorbancias a 366
nm.

As atividades enzimaticas especificas foram expressas em unidades de enzima
(U)/mg de proteina. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a formacao de 1 umol de produto em um minuto em

temperatura de incubacgéao.
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6.5. Andlise dos parametros fisico-quimicos da agua

O controle dos parametros de qualidade da agua, tais como temperatura,
oxigénio dissolvido e condutividade foi feito com auxilio de um termo-
oxigendmetro YSI modelo 93. O pH da agua foi medido com ajuda de pHmetro
Micronal B374. As medidas foram realizadas em triplicata para cada incubadora e

tanque.

6.6. Amonia total (NHz + NH,")

Os niveis da amoénia foram avaliados por ensaio colorimétrico, segundo
Verdouw et al. (1978). O método consiste na reacdo da amoénia com salicilato de
sédio e hipoclorito de sédio, na presenca de nitroprussiato de sddio como
catalisador, para produzir a coloracéo azul do indofenol, que apresenta
absorbancia especifica a 650 nm. O pico do desenvolvimento da cor ocorre 90
minutos apos iniciada a reagdo de incubacédo. Os resultados foram obtidos pela

equacao da curva de calibracéo e finalmente expressos em mg/l de NHs;.

6. 7. Determinacao do Nitrito (NOy)

Os niveis de nitrito foram determinados colorimetricamente como descrito
por Boyd (1979), ajustado para amostras de 1,0 ml. O método consiste na reacao
do nitrito com uma solucao de sulfanilamida em &cido cloridrico, que ao reagir
com etileno diamino N-(1-aftil) forma um composto de cor rosa que pode ser lido a

543 nm. Os resultados obtidos foram expressos em mg/l de NO,.
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6.8. Analise de dados

As médias e os respectivos desvios foram calculados para cada grupo de
dados de atividade enziméatica. A significancia estatistica das diferencas entre os
varios grupos foi estabelecida por meio de ANOVA e posterior teste de

comparacao multipla de Tuckey, com limite de significancia p< 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Variaveis fisico-quimicas da agua

Na Tabela 2 estdo descritos os valores médios dos parametros fisico-quimicos da

agua nas unidades experimentais durante o desenvolvimento do tambaqui

durante o periodo experimental. A temperatura foi de 29,25+0,3 °C, o oxigénio

dissolvido médio em 4,61+0,29 mg/L; o pH variou entre 4 e 5,5; a condutividade

média 11,15 +. 0,07 uS; a ambdnia média 0, 412+0,069 mg/L e o nitrito médio

0,0153+0,032 mg/L. Os niveis de amdnia e nitrito estdo dentro dos limites

aceitaveis para o cultivo desta espécie.

Tabela 2. Valores dos parametros fisico quimicos da agua medidos durante o

periodo experimental.

Estéagio Temperatura Oxigénio pH Condutividade Amobnia Nitrito
(€ (mg/L) (uS) (mg/L) (mg/L)
0 HAE 28,3+0,12 4,0+0,24 5 11,2+0,01 0,18+0,02 0,04+0,01
1 HAE 28,5+0,14 4,15+0,32 4 11,0+0,01 0,17+0,00 0,04+0,00
12 HAE  29,0+0,13 5,0+0,15 5 11,3+0,01 0,19+0,05 0,03+0,00
24 HAE  28,3+0,23 4,92+0,12 45  11,140,04 0,57+0,35 0,01+0,00
36 HAE  29,1+0,32 3,89+0,36 5 11,240,01 0,71+0,36 0,02+0,00
48 HAE  28,5+0,14 4,24+0,05 45  11,5+0,02 0,62+0,4 0,005+0,00
60 HAE  29,340,13 3,88+0,09 5 11,6+0,03 0,20+0,10 0,01+0,00
72HAE  28,5+0,04 3,74+0,48 45 10,5+0,3 0,19+0,03 0,006+0,00
84 HAE  29,2+0,02 4,42+0,03 50 11,310,056 0,98+0,53 0,033+0,00
96 HAE  28,1+0,25 3,75+0,54 50 11,2+0,01 0,76+0,48 0,01+0,00
108 HAE  28,3+0,01 4,46+0,01 50 11,1+0,02 0,24+0,05 0,006+0,00
120 HAE  28,2+0,02 3,81+0,33 4,0 10,9+0,01 0,51+0,09 0,005+0,00
16 DAE  31,4+0, 01 8,64+0,68 55 10,5+0,02 0,72+0,00 0,01+0,00
30 DAE  31+0,46 4,90+0,07 5 11,6+0,01 0,18+0,04 0,01+0,00
45 DAE  31,3#0,51 5,2+0,3 55 11,2+0,01 0,11+0,00 0,01+0,00
90 DAE  31+0,32 4,8+0,09 55 11,2+0,01 0,27+0,02 0,009+0,00

Os valores representam as médias+SEM de todas as unidades experimentais em cada estagio de

desenvolvimento. As medidas foram realizadas em triplicata (n=3).
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7.2. Enzimas pancreaticas

A atividade total de tripsina foi detectadas no inicio do desenvolvimento,
em larvas recém eclodidas, com valor minimo de 0,06+0,01 U/g de tecido em
larvas com 1 HAE até o valor maximo de 17,09+0,44 U/g de tecido em juvenis
com 45 DAE (p<0,05) (Figura 4). Juvenis com 90 DAE apresentaram uma
diminuicdo de aproximadamente 50% na atividade total da tripsina (8,33+1,14 U/g
de tecido) quando comparadas aos juvenis com 45 DAE (p<0,05). Larvas com 84
HAE também apresentaram uma diminuicdo da atividade total, fato que coincide
com o inicio da alimentacdo exdgena. As atividades totais de tripsina entre 84
HAE e 16 DAE mantiveram-se constantes. Ja a atividade especifica registrou seu
valor minimo em larvas com 24 HAE (0,02+0,00 U/mg de proteina) e aumento
significativo até 108 HAE (0,61+0,09 U/mg de proteina) quando houve deplecéo
de atividade até 16 DAE (p<0,05). Em seguida, foi registrado novo aumento até a
atividade alcancar o valor maximo em larvas com 45 DAE (1,87+0,04 U/mg de
proteina) e seguida de nova deple¢édo em juvenis com 90 DAE (0,62+0,08 U/mg
de proteina) (p<0,05).

No momento da ecloséo néo foi detectada atividade de quimiotripsina,
apenas baixas atividades foram registradas em larvas com 36 HAE (1,27+0,29
U/g de tecido) que permaneceram relativamente constantes até 60 HAE. Valor
similar foi encontrado em larvas com 16 DAE (1,79+0,06 U/g de tecido) (Figura 5).
No inicio da alimentacdo exdégena com 72 HAE ocorreu um pico de atividade total
(9,93+1,96 U/g de tecido) seguido de deplecédo que se manteve relativamente

constante entre 84 HAE (3,55 + 0,72 U/g de tecido) e 108 HAE (3,04+0,01 U/g de
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tecido) (p<0,05). Larvas com 120 HAE apresentaram novo pico de atividade total
(9,39+2,51 U/g de tecido) (p<0,05) diminuindo em juvenis com 16 HAE e
finalmente aumentando até o valor maximo em juvenis com 30 DAE (22,65%0,01

U/g de tecido).
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Figura 4. Ontogenia da atividade da tripsina em tambaqui, Colossoma macropomum.
As barras representam atividade especifica e a linha atividade total. Os valores estéo
apresentados como médias + SEM (n=3). Cada ensaio enzimatico foi realizado em
triplicata. HAE indica horas apo6s ecloséo e DAE indica dias apés eclosédo. RV: reserva
vitelinica; AN: alimento natural; RC: ragdo comercial. As linhas pontilhadas indicam os
periodos com diferentes fontes de nutrientes. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (p<0,05).
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Figura 5. Ontogenia da atividade da quimiotripsina em tambaqui, Colossoma
macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha atividade
total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada ensaio
enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas ap0s eclosdo e DAE
indica dias apds ecloséo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC: racéo
comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes de

nutrientes. Letras diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05).
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Figura 6. Ontogenia da atividade da carboxipeptidase A em tambaqui,
Colossoma macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha
atividade total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada
ensaio enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas apés eclosao e
DAE indica dias apods ecloséo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC:
racdo comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes

de nutrientes. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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A atividade especifica da quimiotripsina apresentou padréo similar ao da
atividade total com valores baixos nos primeiros estagios de desenvolvimento
entre 36 HAE (0,18+0,04 U/mg de proteina) e 60 HAE (0,17+0,05 U/mg de
proteina) (p<0,05), mostrando aumento significativo em larvas com 72 HAE
(1,17+0,23 U/mg de proteina) e permanecendo constante até juvenis com 120
HAE (1,82+1,34 U/mg de proteina), quando ocorre uma deplecao significativa em
juvenis com 16 DAE (0,19+0,06 U/mg de proteina) e finalmente incremento de
atividade até o valor maximo em juvenis com 45 DAE (2,034+0,06 U/mg de
proteina).

No momento da ecloséo n&o foram detectadas atividades de
carboxipeptidase A e B. Estas foram detectadas apenas nos estagios de 12 e 36
HAE, respectivamente (Figura 6 e 7). A atividade total da carboxipeptidase A
apresentou dois picos de atividade: em larvas com 72 HAE (0,149+0,022 U/g de
tecido) e 120 HAE (0,0968+0,0023 U/g de tecido) (p<0,05). As menores atividades
foram registradas nos estagios iniciais entre 12 e 48 HAE e 90 DAE (p<0,05). A
atividade especifica mostrou 0 mesmo padrédo com maiores atividades em larvas
com 84 HAE (0,0287+0,01 U/mg de proteina) e 108 HAE (0,030+0,007 U/mg de
proteina) e menores atividades nos estagios iniciais entre 12 e 48 HAE e 90 DAE

(p<0,05).
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Figura 7. Ontogenia da atividade da carboxipeptidase B em tambaqui,
Colossoma macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha
atividade total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada
ensaio enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas apés eclosao e
DAE indica dias apoés ecloséo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC:
racao comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes

de nutrientes. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Tanto a atividade total quanto a especifica apresentaram uma deplecéo
significativa em larvas com 96 HAE (0,039+0, 002 U/g de tecido e 0,0102+0,0005
U/mg de proteina, respectivamente).

A atividade total e especifica da carboxipeptidase B apresentou diminui¢éo
significativa em larvas entre 36 (3319,44+419,97 U/g de tecido e 491,61+62,19
U/mg de proteina, respectivamente) e 60 HAE (2050,92+1019,87 U/g de tecido e
213,87+106,35 U/mg de proteina, respectivamente), quando incrementa até seu
maximo valor, em larvas com 72 HAE (7185,18+1964,61 U/g de tecido) no caso
da atividade total e 108 HAE (2225,70+182,33 U/mg de proteina) no caso da
atividade especifica. Em seguida, pode-se observar uma diminui¢do na atividade
da enzima em juvenis com 16 DAE (625,0+148,50 U/g de tecido e 66,55+15,81
U/mg de proteina) com novo aumento em juvenis com 30 (2861,11+307,54 U/ g
de tecido e 232,54+24,99 U/mg de proteina) e 45 DAE (2481,48+74,07 U/g de
tecido e 271,46+8,10 U/mg de proteina). Os juvenis com 90 DAE apresentaram as
menores atividades (146,99+40,50 U/g de tecido e 11,067+3,05 U/mg de proteina)
(p<0,05).

A atividade total da amilase foi detectada em larvas 1HAE (0,03+0,005 U/g
de tecido) aumentando progressivamente até alcancar a maxima atividade em
juvenis com 90 DAE (0,43+0,001 U/g de tecido) (p<0,05). A atividade especifica
apresentou o mesmo padrédo com valores de 0,018+0,00 U/mg de proteina em
larvas com 1 HAE e aumento progressivo até a maxima atividade em juvenis com

90 DAE (2,73+0,013 U/mg de proteina) (p<0,05). Juvenis de 30 e 45 DAE
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Figura 8. Ontogenia da atividade da amilase em tambaqui, Colossoma

macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha atividade

total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada ensaio

0,0

enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas apds eclosdo e DAE

U de enzima/g de tecido

indica dias apds ecloséo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC: racéo

comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes de

nutrientes. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 9. Ontogenia da atividade da lipase em tambaqui, Colossoma

macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha atividade

total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada ensaio
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apresentaram uma diminuicao significativa da atividade especifica (0,035+0,001 e
0,078+0,001 U/mg de proteina, respectivamente) (Figura 8).

A enzima lipase foi registrada com valores maximos de atividade total e
especifica em larvas ainda movimentando-se na céapsula ovular (0,740,002 U/g
de tecido e 4,794+0,01 U/mg de proteina). Durante o desenvolvimento a atividade
total apresentou diminuicdo gradativa até juvenis com 45 DAE (0,50+0,001 U/g de
tecido) (p<0,05). J& juvenis com 90 DAE apresentaram aumento significativo com
0,738+0,08 U/g de tecido.

A atividade especifica apresentou um padréo diferente, diminuindo
significativamente em larvas com 1 HAE (0,438+0,001 U/mg de proteina) e
mantendo se relativamente constante durante o desenvolvimento até juvenis com
16 DAE (0,546+0,019 U/mg de proteina), mostrando em seguida uma queda de
atividade até valores minimos em larvas com 30, 45 e 90 DAE (0,105+0,005;

0,005+0,000;0,12+0,014 U/mg de proteina, respectivamente) (p<0,05) (Figura 9).

7.3. Enzimas intestinais

As enzimas intestinais foram encontradas nos primeiros estagios de
desenvolvimento, em embrides ainda movimentando-se na capsula ovular. A
atividade total da maltase manteve-se relativamente constante no momento da
ecloséo (0,037+0,002 U/g de tecido) até em juvenis com 16 DAE (0,095+0,0152
U/g de tecido), quando apresentou aumento significativo em juvenis com 90 DAE

(23,016+0,001 U/g de tecido) (Figura 10). A atividade especifica manteve-se
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Figura 10. Ontogenia da atividade da maltase em tambaqui, Colossoma
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enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas ap0s eclosédo e DAE

U de enzimal/g de tecido

indica dias apods eclosdo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC: racéo

comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes de

nutrientes. Letras diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05).
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constante no momento da ecloséo (0,281+0,061 U/mg de proteina) até em larvas
48 HAE (0,153+0,026 U/mg de proteina), quando apresentou um incremento de
atividade em larvas com 72 HAE (0,354+0,018 U/mg de proteina) seguida de uma
diminuicdo significativa no estagio de 84 HAE (0,125+0,021 U/mg de proteina) A
partir dai houve aumento gradativo até alcancar a maxima atividade em juvenis
com 90 DAE (8,65+0,005 U/mg de proteina) (p<0,05).

A atividade total da fosfatase alcalina aumenta gradativamente desde o
momento da eclosédo (0,045+0,008 U/g de tecido) até o estagio de 108 HAE
(0,793+0,112 U/g de tecido) quando ocorre um decréscimo na atividade em larvas
com 120 HAE (0,477+0,012 U/g de tecido) e novo aumento até alcancar a
maxima atividade em juvenis com 90 DAE (1,39+0,081 U/g de tecido) (p<0,05)
(Figura 11).

J& a atividade especifica mostra valores relativamente constantes desde o
momento da eclosédo (0,0516+0,009 U/mg de proteina) até o momento da
alimentacéo exégena (72 HAE) quando aumenta significativamente em larvas
com 84 HAE (0,834+0,053 U/mg de proteina) alcancando maxima atividade
naquelas com 108 HAE (0,339+0,047 U/mg de proteina) diminuindo em seguida e
mantendo-se relativamente constante até nos juvenis com 90 DAE (0,109+0,004

U/mg de proteina).

47



RV RV + AN AN + RC

0,40 - _ a _ - 1,6
0,35 - ' l ' - 1,4
g - 1,2
= i 2
3 030 g
(@]
= b L 10 ©
< 0251 p
o i bc o
o \k - 0,8 o
% 0,20 - — : E
: N5 [
g 0,15 N : (5
o cd cd [ 04 5
(]
3 010 - cde ge D
) - 0,2
0,00 T T T T ; T T T T

1 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 16 30 45 90
HAE DAE

Figura 11. Ontogenia da atividade da fosfatase alcalina em tambaqui, Colossoma
macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha atividade
total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada ensaio
enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas ap0s eclosdo e DAE
indica dias apds ecloséo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC: racéo
comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes de

nutrientes. Letras diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05).
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Figura 12. Ontogenia da atividade da leucino aminopeptidase em tambaqui,
Colossoma macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha
atividade total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada
ensaio enzimatico foi realizado em triplicata. HAE indica horas apés eclosao e
DAE indica dias apoés ecloséo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento natural; RC:
racdo comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes

de nutrientes. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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A atividade total da Leucino aminopeptidase mostrou aumento nos valores
a partir da ecloséo (0,041+0,031 U/g de tecido) até larvas com 24 HAE
(0,566+0,032 U/g de tecido) mantendo-se constante até o estagio de 120 HAE
(0,584+0,181 U/g de tecido) quando sofre um decréscimo significativo em juvenis
com 16 DAE (0,145+0,008 U/g de tecido), sendo que em seguida ha um aumento
significativo de atividade até o valor maximo de 2,134+0,316 U/g de tecido) em
juvenis com 90 DAE. A atividade especifica neste caso oscilou, com registro da
maior atividade em larvas com 108 HAE (0,198+0,029 U/mg de proteina) e a
minima atividade em juvenis com 16 DAE (0,0154+0,0001 U/mg de proteina)

(Figura 12)

7.4. Enzima gastrica

Atividade de pepsina foi detectada em larvas de 1 HAE (0,965+0,01 U/g de
tecido e 0,595+0,01 U/mg de proteina). A atividade total manteve-se constante até
juvenis com 16 DAE (1,248+0,046 U/g de tecido) aumentando significativamente
até alcancar a maxima atividade em juvenis com 30 DAE (5,212+0,01 U/g de
tecido) e, finalmente, mostrando um decréscimo em juvenis com 45 DAE
(2,454+0,21 U/g de tecido) (p<0,05). A atividade especifica mostrou aumento
gradativo até alcancar a maxima atividade em larvas 108 HAE (2,431+0,108 U/mg
de proteina) diminuindo, em seguida, até o valor minimo aos 90 DAE

(0,422+0,003 U/mg de proteina) (p<0,05) (Figura 13).

50



Figura 13. Ontogenia da atividade da pepsina em tambaqui, Colossoma
macropomum. As barras representam atividade especifica e a linha atividade

total. Os valores estdo apresentados como médias + SEM (n=3). Cada ensaio
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8. DISCUSSAO

8.1. Variaveis Fisico-quimicas da agua

Por ser um peixe rastico, o tambaqui tolera variagdes na qualidade de
agua. No ambiente natural, o tambaqui normalmente habita &reas com 4guas que
apresentam diferentes caracteristicas fisico-quimicas, como o rio Amazonas e o
rio Negro. E um peixe resistente a hipoxia tolerando baixos niveis de oxigénio
dissolvido, como 0,5 mg/L (Saint-Paul, 1986). Porém, niveis muito baixos de
oxigénio dissolvido na 4gua podem causar estresse ao animal e também provocar
a morte por hipoxia. Para cultivos comerciais, a concentragéo de oxigénio deve
ser mantida acima de 4 mg/L (Kubtiza, 2004).

Temperatura e pH também séo considerados fatores limitantes para muitos
processos bioldgicos. Peixes tropicais como o tambaqui geralmente encontram
conforto térmico em temperaturas variando entre 27 e 30 °C. Nestas temperaturas
0 consumo de alimento parece atingir o nivel maximo, possibilitando alcancar as
maiores taxas de crescimento (Kubitza, 2004). Por ser uma espécie que habita
naturalmente rios com pH acido, o tambaqui € um dos peixes de melhor
capacidade de adaptacdo ao baixo pH da agua (Kubitza, 2004; Araudjo-Lima &
Goulding, 1997).

O tambaqui também é resistente a acao toxica da amonia. Concentracdes
de 0,46 mg/L de amdnia ndo ionizada (estado toxico da amoénia) nao
comprometem o crescimento da espécie (Ismifio-Orbe et al., 2003). Entretanto, é
uma espécie sensivel os efeitos do nitrito e exposi¢cdes prolongadas podem
comprometer o desempenho do peixe, principalmente em ambientes com altas

temperaturas e flutuacdes diarias nas concentracdes de oxigénio. A DLs desta
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variavel para o tambaqui é 1,82 mg/L (Costa et al., 2004). Neste trabalho, os
parametros fisico-quimicos monitorados ndo apresentaram variacoes
significativas, mantendo-se de acordo com os valores recomendados para o

cultivo desta espécie (Aradjo-Lima & Goulding, 1997).

8.2. Desenvolvimento ontogenético das enzimas digestivas

Segundo Rotta (2003), as larvas podem ser classificadas, quanto ao
desenvolvimento do trato digestivo e das enzimas secretadas no intestino, em
dois grupos: um com o trato digestivo completo e, outro, com o trato digestivo
rudimentar. As espécies que no momento da primeira alimentacdo possuem tratos
digestivos completos (estrutural e funcionalmente diferenciados) possuem
problemas menores com a alimentacéao inicial. Neste grupo estédo as larvas de
tilapias, bagre-de-canal, truta arco-iris, salmonideos, carpa comum, entre outras.

Aqueles que possuem sistemas digestivos rudimentares (imaturos ou
pouco desenvolvidos na primeira fase de vida) sdo mais dificeis de alimentar e
frequentemente necessitam de alimentos vivos como parte das suas dietas. Neste
grupo estdo as larvas de pacu, tambaqui, surubins, curimbata, carpas chinesas,
entre outras (Rotta, 2003),. Por isso, durante o desenvolvimento ontogenético do
tambaqui, por exemplo, ocorrem altas taxas de mortalidade, frequentemente
relacionadas a praticas alimentares que nao satisfazem as suas necessidades
nutricionais.

Trés eventos tém sido considerados determinantes no amadurecimento
das funcdes digestivas em larvas de peixes: a ativa secrecao pancreatica constitui

0 primeiro passo; o segundo refere-se ao aparecimento das enzimas da borda em
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escova do intestino e o terceiro, ao desenvolvimento do estdmago e inicio da
digestdo acida, embora este ultimo evento seja considerado menos relevante do
gue os outros dois, pois 0 pancreas e o intestino estdo ativamente envolvidos na
digestao de proteinas (Zambonino & Cahu, 2001; Zambonino-Infante et al., 2007;
Gisbert et al., 2009).

A atividade das enzimas envolvidas na digestédo de proteinas, lipidios e
carboidratos em larvas de tambaqui no momento da ecloséo e antes do inicio da
alimentacéo exégena foi demonstrada neste trabalho. Este resultado é
corroborado ndo somente em outras espécies de peixe de adgua doce ou
estuarinas como a tilapia nilética, Oreochromis niloticus L. (Tengjaroenkul et al.,
2001); o esturjao, Acipenser sturio L. (Gawlicka et al.,1995), mas também em
espécies marinhas como o sargo, Diplodus sargus (Cara et al., 2003); o linguado
marinho Paralichthys californicus (Alvarez-Gonzales et al., 2006) e o corvindo de
pintas, Scianops ocellatus (Lazo et al, 2007).

De uma forma geral, estas enzimas parecem ser afetadas, principalmente,
pelo progressivo aparecimento dos 6rgaos digestérios e pela resposta a mudanca
na quantidade e composi¢ao do alimento disponivel. O tipico padréo se apresenta
com sucessivos acréscimos e decréscimos de atividade com o tempo. Entretanto,
Cara Torres et al. (2002) descreveram um padrao caracterizado por um gradual
decréscimo da atividade especifica das enzimas em larvas de sargo, D. sargus, 0
gue pode estar relacionado ao aumento da fracao tissular de proteina soltvel em
organismos em desenvolvimento.

No caso do tambaqui, a enzima pancreatica lipase € a Unica a apresentar

este padrdo. As enzimas pancreaticas, tripsina, quimiotripsina e amilase e a
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enzima intestinal maltase apresentam um gradual acréscimo. Ja as outras
enzimas estudadas apresentam importantes flutuagcées com o tempo.

Neste estudo a quantidade de proteina soltvel dos extratos usados
apresentou dois momentos importantes: aumento significativo no momento da
eclosdo até 12 HAE e no momento do inicio da alimentacéao artificial até juvenis
com 90 DAE (ANEXO 1). Assim, as flutuacfes ocorridas na atividade das
diferentes enzimas digestivas durante o periodo entre 1 HAE e 120 HAE poderiam
ser devidas as diferencas na producéo e secrecao destas enzimas, a fim de

interagir da melhor maneira frente as novas situacoes.

8.3. Enzimas pancreaticas

A atividade da tripsina aparece discretamente logo no inicio do
desenvolvimento em larvas de tambaqui com 1 HAE, enquanto a atividade da
quimiotripsina aparece somente em larvas com 36 HAE. Este padréo é esperado,
pois a tripsina é o ativador comum de todos os zimogénios pancreaticos e, assim,
ela converte outras moléculas de tripsinogénio em tripsina e desencadeia uma
cascata de atividade proteolitica. Consequentemente, espera-se que 0
aparecimento de atividade de quimiotripsina ocorra em estagios posteriores de
desenvolvimento.

O aparecimento tardio da quimiotripsina quando comparada a tripsina tem
sido demonstrado em outras espécies de peixes marinhas como o linguado da
California P. californicus (Alvarez-Gonzéles et al., 2006) e a perca européia, Perca
fluviatilis (Cuvier Péres & Kestemont, 2002) e de agua doce como acara-disco,

Symphysodon aequifasciatus (Chong et al., 2002). Contrariamente, Vega-Orellana
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et al. (2006) registraram o aparecimento destas enzimas simultaneamente em
larvas de dourado, Salminus brasiliensis, 12 HAE (26°C). Atividades de tripsina e
quimiotripsina tém sido relatadas em larvas de peixes mesmo antes da abertura
da boca e inicio da alimentagcéo exdgena, tal é o caso do robalo europeu,
Dicentrarchus labrax (Zambonino-Infante & Cahu, 2001); acara-disco, S.
aequifasciatus (Chong et al., 2002); sargo, D. sargus (Cara Torres et al., 2002) e o
corvindo de pintas, S. ocellatus (Applebaum et al., 2001).

A baixa atividade proteolitica das enzimas tripsina e quimiotripsina nos
estagios iniciais do desenvolvimento do tambaqui foi encontrada também por
Chakrabarti et al. (2006) em larvas do labeo vermelho, Labeo rohita; o que seria
explicado pelo trato digestorio pouco desenvolvido e pelo tipo de alimentacao das
larvas nesses estagios iniciais. Entretanto, Gisbert et al. (2009) encontraram
atividades elevadas de tripsina e quimiotripsina no momento da eclosao de larvas
de dentdn, Dentex dentex. Estes autores acreditam que as enzimas estejam
envolvidas na embriogénese (clivagem das proteinas da reserva vitelinica) e na
eclosdo das larvas desta espécie.

Atividades de tripsina e quimiotripsina no tambaqui aumentam
gradativamente com o desenvolvimento ontogenético, sendo este acréscimo
significativo no inicio da alimentacdo exdgena e na mudanca para alimento inerte
(racdo comercial). Neste ultimo caso, 0 aumento de atividade em ambas as
enzimas ocorre apés um decréscimo significativo das mesmas em juvenis com 16
DAE. Em condi¢cdes normais a quantidade de tripsina vai aumentando como
resposta a demanda de hidrélise protéica; porém, quando os peixes sofrem algum

tipo de restricao alimentar, tanto em quantidade quanto em qualidade, a
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proporc¢ao tripsina/quimiotripsina diminui em funcdo de uma menor producao de
tripsina comparada a uma secre¢ao constante de quimiotripsina (Moyano et al.,
2005).

Em dentdn, D. dentex, as atividades de tripsina e quimiotripsina decrescem
dramaticamente apdés ecloséo (Gisbert et al., 2009). O decréscimo da atividade
proteolitica durante a fase de alimentacdo endogena também tem sido observado
em outras espécies de peixes como bacalhau do Atlantico, Gadus morhua e
linguado da California, P. californicus (Pérez-Casanova et al., 2006; Alvarez-
Gonzéles et al., 2006) e pode estar associado a mudancas no catabolismo das
reservas vitelinicas durante este periodo. Applebaum & Holt (2003) sugerem que
atividades de tripsina e quimiotripsina sdo muito mais dependentes da condi¢cao
nutricional dos peixes e citam o crescimento na atividade de quimiotripsina com
relacdo a idade em larvas de corvindo de pintas, S. ocellatus, apropriadamente
alimentadas.

A atividade das carboxipeptidases A e B foi encontrada em larvas de
tambaqui com 12 e 36 HAE. Este achado é esperado, pois estas enzimas
degradam oligopeptideos resultantes da acdo das principais endopeptidases
pancreaticas tripsina e quimiotripsina e a peptidase gastrica pepsina. Além disso,
estas exopeptidases apresentam aumento significativo, alcancando inclusive
maxima atividade durante o periodo que compreende a abertura da boca e o
inicio da alimentacdo exdégena, com a passagem de uma dieta com alimento vivo
para uma dieta com alimento inerte (ragdo comercial), quando decresce para 0s
estagios juvenis. Estes resultados sugerem que as enzimas pancreaticas do tipo

exopeptidases possuem um papel fundamental no inicio da alimentacdo exdgena,
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nao sendo mais tdo necessarias nos estagios mais desenvolvidos, onde
provavelmente a etapa final da digestdo das proteinas sera realizada pelas
enzimas intestinais.

A atividade da amilase foi precocemente detectada em larvas de tambaqui
com apenas 1 HAE. Estes resultados sao similares aos encontrados em sargo, D.
sargus (Cara et al., 2002), pargo rosa, Pagrus pagrus (Darias et al., 2006) e
dentdn, D. dentex (Gisbert et al., 2009) e diferentes de outros trabalhos, onde a
enzima pancreética foi detectada coincidindo com a abertura da boca ou pouco
tempo depois como em corvindo de pintas, S. ocellatus (Lazo et al., 2000), robalo
europeu, D. labrax (Zambonino-Infante & Cahu, 2001) e linguado-do-Senegal,
Solea senegalensis (Ribeiro et al., 1999). Apds a ecloséo, a atividade da amilase
em larvas de tambaqui aumenta gradativamente até o estagio de juvenis com 16
DAE, quando diminui drasticamente em juvenis com 30 e 45 DAE, aumentando
novamente até alcancar a maxima atividade em juvenis com 90 DAE. As
mudancas na atividade da amilase durante o desenvolvimento ontogenético
podem estar relacionadas ao contetdo de carboidratos do alimento vivo ou da
racdo ofertada, de forma que o alto nivel de glicogénio dietético nas presas vivas
pode estimular a sintese e secrecao de amilase (Ma et al., 2005) ao mesmo
tempo que os baixos niveis deste nutriente na ragéo oferecida durante a
passagem de uma alimentacao viva para uma inerte podem diminuir a atividade
desta enzima.

Entretanto, isso ndo explicaria a diminuicdo da atividade desta enzima em
juvenis de tambaqui com 30 e 45 DAE que foram alimentados com a mesma

dieta. Péres et al. (1996) mostraram que o declinio de atividade da amilase é
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independente da concentracéo de carboidrato dietético na racdo, sugerindo que
um decréscimo de atividade pode ser devido a uma programacao genetica,
podendo ser resultado de uma baixa sintese de mRNA de amilase, revelando um
controle transcricional da expresséo desta enzima. Zambonino-Infante & Cahu
(2007) sugerem que esta caracteristica dos peixes de digerir carboidratos com
maior eficiéncia em estagios mais adiantados, poderia ser utilizada para alimentar
0S peixes maiores com dietas ricas em carboidratos.

A atividade da lipase tem sido detectada durante os primeiros estagios de
desenvolvimento em peixes marinhos incluindo o dentén, D. dentex (Gisbert et
al., 2009) e peixes de agua doce como o labeo vermelho, L. rohita (Chakrabarti et
al., 2006). Em tambaqui, a maior atividade especifica de lipase foi detectada em
embrides ainda se movimentando na capsula ovular (pouco antes da eclosao),
diminuindo abruptamente em larvas com 1 HAE e permanecendo relativamente
constante até juvenis com 30 DAE, quando diminui drasticamente.

Gisbert et al. (2009) detectaram atividade da lipase em denton, D. dentex
no momento da eclosdo e um aumento progressivo durante o desenvolvimento
larval até 12 dias apés eclosao, seguido de um decréscimo gradativo até 50 dias
apos eclosdo. Ja a atividade relativa da lipase em tambaqui, apresentou uma
diminuicdo gradativa desde o momento da ecloséo até juvenis com 45 DAE, fato
gue pode ser explicado pelo crescimento em tecido corpéreo das larvas durante o
desenvolvimento, o que n&o explicaria 0 hovo aumento significativo da atividade
em juvenis com 90 DAE.

Faulk et al. (2007) encontraram um padréo diferente de atividade da lipase

em larvas do cagédo de escama Rachycentron canadum, aumentando
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gradativamente desde o primeiro dia até 22 dias ap0s eclosédo quando alcanca
maxima atividade. Em outras espécies de peixes como o linguado da Califérnia,
P. californicus (Alvarez-Gonzales et al., 2006) e a arabaiana, Seriola lalandi (Chen
et al., 2006) ndo foi detectada atividade total de lipase até abertura da boca e o
inicio da alimentacao exdgena.

Oozeki & Bailey (1995) sugeriram a existéncia de dois tipos de lipase em
larvas de peixes marinhos (pancreética e ndo pancreatica), uma relacionada a
absorcao da reserva vitelinica (rica em fosfolipidios) e a segunda cuja atividade
estaria relacionada a digestéo de lipidios exdgenos e apareceria em estagios
mais avancados do desenvolvimento. Ainda, uma terceira lipase dependente dos
sais biliares foi reportada pelos mesmos autores nos primeiros estagios do
desenvolvimento do escamudo do Alasca, Theragra chalcogramma. Isto poderia
explicar a presenca ou auséncia de atividade de lipase nos primeiros estagios do
desenvolvimento e seu posterior padrao de comportamento.

As diferencas na atividade de lipase podem ser uma consequéncia da
expressao génica, a qual parece ser regulada pelo tipo (comprimento das cadeias
e grau de saturacdo), mais do que pela quantidade de triglicerideos na dieta
(Morais et al., 2004). Almeida et al. (2006), ao alimentar juvenis de tambaqui (112
g aproximadamente) com dietas contendo diferentes niveis de lipidios,
observaram que a atividade da lipase gastrica era influenciada pelo lipidio
dietético, mas néo afetava a atividade de lipase no intestino.

Neste trabalho foi encontrada uma diminuicdo significativa da atividade de
lipase em juvenis com 30, 45 e 90 dias. Sugerimos que este resultado esteja

relacionado a composicéo da racao formulada e a diminuicdo da frequéncia de
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alimentacéo. Alguns autores tém evidenciado que apds o inicio da alimentacao
exdgena as mudancas na atividade da lipase durante o desenvolvimento dos
peixes sao espéecie-especificas. Por exemplo, em corvindo de pintas, S. ocellatus,
alimentados com presa viva, a atividade da lipase decresce ap0s a primeira
alimentacao (Lazo et al., 2007). Em sargo, D. sargus, a atividade de lipase foi
constante até a metamorfose da larva, aumentando discretamente apés a
mudanca para alimentacéo artificial (Cara et al., 2003), enquanto em linguado da
Califérnia, P. californicus, a atividade da lipase aumentou desde o inicio da
alimentacéo exégena até 15 dias ap0s eclosdo, permanecendo constante até a
mudanca para alimentacdo com racdo. Sabe-se que a razao lipase:protease
poderia ser um indicador de mudancas no metabolismo de peixes porque eles
utilizam lipidios como principal fonte de energia nos primeiros estagios de
desenvolvimento (Sargent et al., 1989) mudando progressivamente para uma
dieta rica em proteinas.

O nivel de secrecdo das enzimas pancreaticas (amilase, tripsina,
quimiotripsina e lipase) tem sido amplamente utilizado como indicador de
maturidade do sistema digestorio em larvas de peixes (Ribeiro et al., 2002;
Applenbaum & Holt, 2003; Alvarez- Gonzales et al., 2006). No caso do tambaqui,
0 aparecimento da atividade destas enzimas nos primeiros estagios de
desenvolvimento indica que o primeiro passo rumo ao amadurecimento completo
do sistema digestorio deste peixe ocorre no inicio da ontogénese, mesmo antes

da abertura da boca e do inicio da alimentacdo exogena.
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8.4. Enzimas Intestinais

As enzimas intestinais tém sido utilizadas por alguns autores como
indicadoras da maturidade da funcao digestiva no intestino de larvas de peixes
marinhos (Kvale et al., 2007). Fosfatase alcalina e maltase (enzimas da borda em
escova) foram encontradas em larvas de tambaqui ainda se movimentando na
capsula ovular, enquanto que leucino-aminopeptidase (enzima citosolica) foi
detectada 1 HAE. A presenca destas enzimas nos primeiros estagios do
desenvolvimento, mesmo antes da abertura da boca e do inicio da alimentacéo
exdgena, envolveria processos geneticamente programados que poderiam
resultar na absorcdo dos nutrientes do saco vitelinico (Alvarez-Gonzaéles et al.,
2006).

A presenca de fosfatase acida e alcalina em larvas de peixe esta
relacionada a sua capacidade de digerir e absorver os nutrientes que chegam ao
[imen intestinal. Pérez-Casanova et al. (2006) detectaram atividade de fosfatase
alcalina em larvas do bacalhau de Portugal, Melanogrammus aeglefinus, e
bacalhau do Atlantico, Gadus morhua, no momento da eclosé&o e antes da
abertura da boca e inicio da alimentagcdo exdégena, que acontece com 13 e 24
dias apds eclosao, respectivamente. Em ambas as espécies houve um aumento
da atividade de fosfatase alcalina em estagios mais adiantados de
desenvolvimento. Os autores concluiram que a habilidade destas espécies para
absorver nutrientes permanece relativamente constante durante a maior parte dos
estagios de desenvolvimento, sendo que o incremento de atividade em larvas
mais velhas pode estar relacionado ao incremento na area do intestino disponivel

para absor¢cdo ou maturacdo dos enterdécitos (Ribeiro et al., 1999).
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Em tambaqui a atividade da fosfatase alcalina permanece constante entre
o periodo da ecloséo, o que precede a abertura da boca (72 HAE), mostrando a
maxima atividade entre 84 e 108 HAE. Isso poderia ser indicativo de um elevado
processo de absorcao de nutrientes no intestino devido ao inicio da alimentacéo
exdgena. Contrariamente, juvenis de tambaqui entre 16 e 90 DAE alimentados
com racao comercial apresentaram uma diminuicdo desta atividade,
provavelmente devido a mudanca para uma dieta artificial (racdo comercial).

Leucino-aminopeptidase tem sido encontrada na borda em escova da
membrana dos enterécitos e aumenta abruptamente nas primeiras semanas de
vida de algumas espécies de peixes (Zambonio-Infante & Cahu, 2001). Em
tambaqui, a atividade da leucino-aminopeptidase foi encontrada em larvas com 1
HAE mostrando um aumento gradativo até juvenis com 16 DAE quando sofre uma
gueda significativa, aumentando novamente até juvenis com 90 DAE. Este
decréscimo de atividade pode estar relacionado a um reajuste na atividade desta
enzima por conta do inicio da alimentag&o com dieta artificial (ragdo comercial).
Hakim et al. (2006), ao trabalhar com tilapia hibrida (O. mossambicus X O.
aureus) alimentada com dietas contendo 30 e 48% de proteina, encontraram que
a atividade da leucino-aminopeptidase foi a Unica que nao foi afetada pelo tipo de
dieta.

Geralmente, a auséncia de atividade da pepsina no trato gastrointestinal de
peixes teledsteos durante os primeiros estagios de desenvolvimento €
compensada por micro-pinocitose e digestao intracelular das proteinas no
intestino posterior (Cara et al., 2003). Neste processo estariam envolvidas

fosfatases, catepsina e algumas aminopeptidases. No caso do tambaqui estas
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enzimas estariam atuando conjuntamente com atividade de protease acida,
provavelmente devido a grande necessidade de digerir e absorver nutrientes
provindos da digestéo acida.

A atividade da maltase mostra um aumento gradativo durante a
ontogénese com uma diminui¢cao pouco depois do inicio da alimentacdo exégena,
indicando provavelmente um ajuste a nova situacédo, aumentando novamente ate
maxima atividade em juvenis com 90 DAE. Este padrdo de comportamento é
esperado ja que a maltase participa do processo final da digestédo de carboidratos
no limen intestinal. Entretanto, Gisbert et al. (2009) encontraram atividade da
maltase apenas 6 DAE em larvas de dentdn, D. dentex, enquanto que a atividade
da amilase foi detectada no momento da ecloséo. Ainda, a atividade da maltase
nesta espécie ndo sofreu grandes variacdes até o final do estudo (50 DAE).

Desta forma o padrdo geral de atividade das enzimas intestinais durante a
ontogénese de tambaqui ndo parece ser similar ao descrito para muitas espécies
de peixes (Ribeiro et al., 1999; Alvarez-Gonzales et al., 2006; Lazo et al., 2007),
no qual o progressivo decréscimo na atividade das enzimas citosdlicas é
acompanhado com o incremento de atividade das enzimas da borda em escova,
caracteristico de um processo final de amadurecimento dos enterécitos das larvas

de peixes (Zambonino-Infante & Cahu, 2001).

8.5. Enzima gastrica
A digestéo das proteinas € afetada pela diferenciacdo das glandulas
gastricas no estbmago e sua subsequente acidificacdo durante o desenvolvimento

larval devido a producéo de acido cloridrico. Este fenbmeno tem sido considerado
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por muitos autores como o passo final do desenvolvimento larval e aquisicao de
caracteristicas digestivas iguais aos juvenis, mesmo nao tendo alcancado outras
mudancas morfologicas (Gawlicka et al., 2001).

A auséncia de um estdmago morfologica e funcionalmente diferenciado
durante os primeiros dias apés ecloséo tem sido descrita em diversas espécies de
peixes (Zambonino-Infante et al., 2008; Gisbert et al., 2009), n&o ocorrendo,
consequentemente, secrecao acida ou digestédo pela pepsina antes do
desenvolvimento do estbmago nestas espécies. Desta forma, a digestao das
proteinas € realizada por serino-proteases como tripsina e quimiotripsina em pH
alcalino.

Neste trabalho, foi detectada atividade de pepsina em larvas de tambaqui 1
HAE, aumentando gradativamente até 108 HAE, quando comeca a diminuir.
Contrariamente, Vega-Orellana et al. (2003) encontraram aparecimento tardio da
pepsina em larvas de dourado, com notéaveis incrementos a partir de 108 HAE
(24-26 °C). Apesar de apresentar estbmago ja no terceiro dia apds eclosao, a
atividade de pepsina foi notdria no final do quarto dia. Observacdes similares
foram relatadas em larvas do bagre-africano, Clarias gariepinus, e do acara-disco
S. aequifasciata, nos quais a atividade de pepsina foi encontrada cerca de cinco a
seis dias apos a formacao do estdmago (Verreth et al., 1992; Chong et al., 2002).
Estudos realizados por Vieira & Johnston (1996) detectaram que o estdbmago e o
intestino do tambaqui foram evidentes e bem desenvolvidos apenas 156 HAE a
28°C, sendo que com 62 HAE o trato gastrointestinal ndo era diferenciado

mostrando-se como um tubo simples com uma unica camada de células epiteliais.
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Os resultados desse trabalho mostraram que a atividade de pepsina
apresentou diminuicdo gradativa significativa coincidente com a mudanca de
alimentacéo exclusiva com alimento vivo e reserva vitelinica para uma
alimentacdo complementada por dieta artificial (racdo comercial). A ndo
responsividade da pepsina em funcéo da variacéo de proteina da dieta do
tambaqui foi reportada por Kohla et al. (1992) que ndo observaram inducao da
atividade da enzima quando testaram niveis de 30 e 50% de proteina bruta na
racao, estudo este corroborado por Corréa (2002), que observou inducéo de
atividade proteolitica acida no estbmago de tambaqui apenas entre 18 e 28% de
proteina bruta, permanecendo constantes até 38%. Este autor salientou ainda que
o estimulo indutivo da pepsina ocorre em resposta a entrada de proteina no
estomago até uma determinada concentracdo, a partir da qual ndo seria mais
responsivo aos aumentos nos teores deste nutriente, permanecendo, portanto,
constante.

Almeida et al. (2006) observaram elevada responsividade de protease
inespecifica no estbmago de juvenis de tambaqui alimentado com niveis
crescentes de proteina na dieta. Entretanto, ndo foi observado o mesmo padrao
para as enzimas proteoliticas alcalinas inespecificas. Neste estudo, a diminui¢éo
da atividade da pepsina pode estar relacionada com a existéncia de atividade
proteolitica desenvolvida no pancreas e intestino (tripsina, quimiotripsina,
fosfatases e aminopeptidases), ndo sendo mais necessaria a contribuicdo da
digestao acida nestes estagios de desenvolvimento.

Este estudo apresenta os primeiros dados relacionados a funcéo digestiva

em larvas e juvenis de tambaqui constituindo-se no primeiro passo para o
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conhecimento da fisiologia digestiva desta espécie. As rapidas mudancas nas
atividades de larvas e juvenis de C. macropomum durante a ontogénese suportam
a idéia de mecanismos digestivos de inducéo e regulacdo bem estabelecidos
refletindo a expressao génica programada e a producéo das diferentes proteinas
associadas com estas mudancas durante o desenvolvimento desta espécie.
Entretanto, estudos relacionando quantidade e qualidades de nutrientes sao
necessarios para o melhor entendimento das fungdes digestivas do tambaqui

durante sua ontogénese.
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9. CONCLUSOES

1. O comportamento das enzimas digestivas envolvidas na digestéo dos
carboidratos, lipideos e proteinas indica que o tambaqui possui um
desenvolvimento da fungéo digestiva bem equilibrada e precoce.

2. O tambaqui possui secrecao pancredtica ativa em estagios que precedem a
abertura da boca e inicio da alimentagéo exdgena (1 HAE).

3. As endopeptidases pancreaticas tripsina e quimiotripsina apareceram em
momentos diferentes durante o desenvolvimento do tambaqui evidenciando
a inducdo da segunda pela primeira.

4. Tripsina e quimiotripsina mostraram aumento gradual de atividade durante o
desenvolvimento do tambaqui sendo mais evidentes no momento da
abertura da boca e inicio da alimentagéo exdgena.

5. Tripsina e quimiotripsina mostraram uma diminui¢do nas suas atividades no
momento da mudanca de alimento natural para racdo comercial indicando
gue estas enzimas podem ser moduladas pelo tipo de alimento.

6. As exopeptidases carboxipeptidase A e B apresentaram aumento gradual,
alcancando maxima atividade no inicio da alimentacdo exdgena sugerindo a
importancia destas no momento de mudanca alimentar, ao mesmo tempo
em que seus baixos niveis durante as fases juvenis podem estar
relacionados com o tipo de alimento ofertado.

7. A atividade de amilase durante o desenvolvimento ontogenético do tambaqui
mostrou aumento gradual alcan¢cando méxima atividade em juvenis com 90
DAE. Entretanto, esta enzima ndo parece ser a principal responsavel pela

aquisicdo de nutrientes energéticos.

68



8. Alipase tem um papel importante durante o periodo de ovo do tambaqui
sendo sua atividade muito menor nas outras fases de desenvolvimento.
Apesar disso, ela parece ser a principal enzima para obtencéo de nutrientes
energéticos durante as primeiras fases de desenvolvimento.

9. A digestéo intestinal em tambaqui € ativa em estagios que precedem a
eclosdo da larva tornando-se mais importante a partir da abertura da boca e
inicio da alimentac&o exogena.

10. A atividade da fosfatase alcalina apresenta uma diminuicdo em juvenis,
podendo estar relacionado a mudanca para alimento comercial.

11. A atividade de leucino aminopeptidase apresenta dois momentos de
diminuicao, provavelmente relacionados a mudanca do tipo de alimento; o
primeiro pouco antes da abertura da boca e inicio da alimentacao exégena e
outro na mudanca para alimento inerte, sendo esta enzima provavelmente
modulada pelo tipo de alimento.

12. A atividade de maltase, que representa o estagio final da degradacéo de
carboidratos é ativa em larvas movimentando-se na capsula ovular e
aumenta com o desenvolvimento até juvenis com 90 DAE, refletindo numa
acao sinérgica e complementar com a amilase na busca de um maior
aproveitamento do contetdo energético da dieta.

13. O tambaqui apresenta atividade de protease acida (pepsina) antes da
formacdo completa do estdbmago e aumenta gradativamente até pouco

depois da abertura da boca e inicio da alimentacédo exodgena, sugerindo a
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importancia desta enzima na degradacao das proteinas nos primeiros
estagios de desenvolvimento.

14. A atividade de pepsina em juvenis foi menor quando comparada aos
primeiros estagios, 0 que sugere a modulacdo desta enzima pelo tipo de

alimento.
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CAPITULO II: Expressao génica do tripsinogénio e pepsinogénio
durante os primeiros estagios do desenvolvimento de tambaqui,

Colossoma macropomum (CUVIER, 1818).

1. INTRODUCAO

O sucesso do desenvolvimento embrionario e larval de peixes depende de
um balanco adequado de amino acidos para a sintese de proteinas, renovacao
das células e desenvolvimento dos 6rgaos, bem como para a regulacdo osmatica
e flutuacdo dos embrides. Desta forma, uma efetiva digestao das proteinas &
essencial para a manutencéo da saude e sobrevivéncia dos peixes nos primeiros
estagios de desenvolvimento.

A familia das serino proteases € uma das maiores familias de proteases do
reino animal. Ela est4 envolvida em processos que incluem digestédo das
proteinas da dieta, coagulacdo do sangue, respostas imunolégicas, sinais de
transducdo, ativacdo de hormonios, desenvolvimento e processos inflamatérios
tanto em procariontes quanto em eucariontes (O'Connell et al., 2006). Dentre os
componentes dessa familia, o grupo das quimiotripsinas e tripsinas cumpre,
principalmente, a fungéo extracelular de digest&o do alimento, fribindlise, e
ativacado do sistema complemento, embora cumpra, ainda, ocasionalmente,
fungdes intracelulares como a digestéo de bactérias em neutréfilos de mamiferos

(Whaley & Lemercier, 1993).
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A tripsina é a Unica protease pancreatica capaz de se ativar a partir do seu
precursor e ativar outras proteases pancreaticas. Desta forma, a tripsina ocupa
uma posicéo chave no controle da atividade das proteases pancreaticas.

A familia das proteinases asparticas, pepsinas, sdo normalmente
secretadas na mucosa gastrica dos animais sob a forma de zimogénios e
cumprem importante funcéo digestiva tanto em invertebrados como em
vertebrados (Kageyama, 2002). Os zimogénios de pepsina sao sintetizados na
mucosa gastrica e convertidos a sua forma ativa pepsina em meio acido do suco
gastrico por meio da remocao do terminal amino. Cinco grupos de pepsinogénios
(com conformacao da estrutura primaria e propriedades enzimaticas bem
diferentes) tém sido encontrados: A, B e F, progastrina e proquimosina, sendo
gue esta Ultima € encontrada principalmente no suco gastrico de fetos e recém
nascidos de mamiferos (Kageyama, 2002; Taniji et al., 2007).

Em peixes teledsteos, a sequéncia de aminoacidos de proteases digestivas
tem sido reportada em varias espécies (Gudmundsdottir et al., 1993; Douglas &
Gallant, 1998). A aplicacdo de técnicas de biologia celular e molecular na
ontogenia de larvas de peixes pode determinar se mudancas na atividade das
enzimas digestivas refletem um controle no nivel de transcri¢cdo ou traducéo e
identifica os genes envolvidos na regulacéo do desenvolvimento gastrointestinal
(Zambonino-Infante & Cahu, 2001; Cahu et al., 2004 e Wang et al., 2006).
Entretanto, sdo recentes os trabalhos utilizando tais técnicas para o estudo da
expressao génica das enzimas digestivas em peixes (Cahu, et al., 2004; Darias et
al., 2005 e Wang et al., 2006). Paralelamente, alguns estudos tém analisado a

atividade das enzimas digestivas juntamente com a expressao génica obtendo
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resultados mais apurados sobre a funcionabilidade do trato gastrointestinal em

peixes (Murray et al., 2003; 2004; 2006).

1.1. Expressédo génica das enzimas digestivas

A expressao génica € regulada em multiplos niveis na célula e parece ser
espécie especifica e dependente da idade. O estudo da regulacdo da expressao
génica das enzimas digestivas é importante para a compreensao dos processos
digestivos e do crescimento larval. Em vertebrados, a expressao das enzimas
digestivas de células acinares é regulada pelo menos por dois complexos sinais
fisiologicos: hormbnios e dieta (Peres et al., 1998 e Wang et al., 2006). Alguns
autores tém mostrado que os genes que codificam a tripsina pancreética, a
quimiotripsina, a elastase, a carboxipeptidase A e B e a lipase de linguado
japonés sao expressos no momento do inicio da alimentacédo exégena (Srivastava
et al., 2002). A composicao e quantidade da dieta controlam os ajustes de tripsina
e amilase em larvas de robalo europeu. A regulacéo da sintese de tripsina e

amilase ocorre no nivel traducional (Peres et al., 1998).

1.2. Atécnica de PCR em tempo real

O primeiro relato de PCR em tempo real foi feito por Higuchi et al. (1993)
que, usando brometo de etidio como intercalante durante a reagdo de PCR
(Reacgdo em Cadeia da Polimerase) e um termociclador modificado para irradiar
as amostras com luz ultravioleta (UV), conseguiram detectar a fluorescéncia

resultante da reagdo com uma camera acoplada.
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O grafico resultante da fluorescéncia gerada em funcédo do namero de ciclos
representa, de maneira precisa, a concentracdo do produto de PCR que esta
sendo gerada a cada ciclo da reacao, exceto nos ciclos iniciais, ou seja, aqueles
gue precedem a fase exponencial. Apesar de precisa e mais confiavel que as
demais metodologias utilizadas para quantificacdo até entdo, esta técnica
apresentava alguns inconvenientes, pois detectava a fluorescéncia produzida por
produtos de PCR né&o especificos, além do uso de uma substancia carcinogénica,
0 brometo de etidio.

O principio da técnica de PCR em tempo real leva em consideracdo duas
descobertas importantes: a primeira € a atividade exonuclease 5 —3’ da enzima
Taq DNA polimerase e a segunda é a construcdo de sondas de oligonucletideos
marcadas duplamente. Estas sondas sdo baseadas no principio FRET (do inglés,
Fluorescence Resonance Energy Transfer) e emitem sinal de fluorescéncia
somente quando clivadas (Giulietti et al., 2001).

Atualmente, hé varias moléculas fluorescentes que sao utilizadas
rotineiramente, como SYBR™ Green e TagMan™. As moléculas de SYBR™
Green emitem grande quantidade de sinal fluorescente ao intercalar com DNA
dupla-fita, enquanto no sistema TagMan™ a emisséao fluorescente depende de
uma sonda que anela especificamente entre dois oligonucleotideos (Applied
Biosystems, 2007).

Utilizando-se qualquer uma das rea¢fes quimicas desenvolvidas, o
aumento na emissao de fluorescéncia pode ser lido por um detector em tempo
real, durante a reacédo de PCR, como consequéncia direta da amplificacdo da

sequéncia de DNA de interesse. Um programa de computador calcula um ARn
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usando a seguinte equagdo: ARn=Rn" - Rn’, onde Rn" representa a emisséo de
fluorescéncia em cada ponto e Rn’, a emissédo de fluorescéncia na linha de base
(Alves, 2004).

O computador constroi a curva de amplificacdo usando os dados de
emissao de fluorescéncia durante a PCR. Os valores de ARn s&o plotados versus
o numero de ciclos de amplificacéo (Figura 14). Durante os ciclos iniciais da
amplificagdo por PCR, os valores de ARn ndo excedem a linha de base.

O parametro mais importante para a quantificacdo propriamente dita € o
valor do limiar de fluorescéncia do método. Esse limiar, denominado de Cycle
Threshold (Ct), refere-se ao ciclo no qual a reagéo atinge o inicio da fase
exponencial, ou seja, quando ha aumento de sinal associado a formacéao
exponencial do produto de PCR. A fluorescéncia emitida abaixo desse valor €
considerada ruido de fundo (background) (Gilbson et al., 1996). O valor de Ct
sempre é calculado durante a fase exponencial da reacao de amplificacéo e é
fundamental para a construgéo da curva de calibrac&o, na qual o eixo x
corresponde ao log da concentracdo de DNA/RNA e o eixo y aos valores de Ct.
Este valor é utilizado para a comparacgao relativa da expresséo génica: quanto
menor o Ct, teoricamente mais expresso é determinado gene, ou seja, a diferenca
de 1 Ct, representa o dobro de expressao.

Existem duas estratégias para analisar dados de experimentos de PCR em
tempo real: a quantificacdo absoluta e a quantificacao relativa (Alves, 2004). Na
quantificacdo absoluta determina-se com precisdo o numero de copias de um

determinado DNA pela comparagéo com uma curva de calibragéo apropriada.
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Figura 14. Curva de amplificagdo onde o ARn é plotado contra o numero de
ciclos. Fonte: Adaptado de Giulietti et al. (2001).

Para poder contrastar os resultados e quantificar cada amostra de DNA

sdo necessarios padrdes cuidadosamente elaborados e precisos, cuja obtencao é
dificil e laboriosa, pois demanda precisdo na quantificacdo de concentracdes dos
padrées. Uma vez que a calibracdo esteja bem definida, a quantificacdo absoluta
facilita a comparacédo entre os resultados da expresséo génica obtidos entre
diferentes situacdes

Por outro lado, a quantificacéo relativa € de certa maneira facil, uma vez que
a transcricdo do gene de interesse ndo sera expressa em numero absoluto de
transcritos de uma amostra e sim expressa em termos da quantidade relativa de
transcritos em relacdo a outro gene expresso, denominado gene de referéncia.

Este método é, na maioria das vezes, adequado para investigacao de

mudancas fisiolégicas em termos de expressao génica. As tendéncias e
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processos biolégicos podem ser mais bem explicados pela quantificacao relativa,
porém os resultados obtidos dependem do(s) gene(s) de referéncia escolhido(s) e
dos procedimentos de normalizacao utilizados.

O método de PCR quantitativo em tempo real tem sido considerado uma
ferramenta de extrema importancia na quantificacdo de RNAs mensageiros em
baixos niveis, tornando a quantificacdo mais rapida e acurada (Giulietti et al.,

2001).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material bioldgico

Vide Capitulo |
2.2. Desenho dos oligonucleotideos

Inicialmente foi realizada uma busca por homologia de sequiéncias de DNA
similares para tripsina e pepsina de peixes teledsteos, depositadas em banco de
dados publicos com auxilio do programa “BLAST 2.0” (Basic Local Alignment

Search Tool) (Altschul et al., 1997) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Homologias com

baixo e-value foram, entdo, analisadas e, a partir das sequiéncias totais alinhadas,
foram construidos oligonucleotideos senso (forward) e anti-senso (reverse) com
19 a 22 pares de bases (pb) para cada gene. Os oligonucleotideos foram

sintetizados pela Prodimol Biotecnologia S.A. (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na reacédo de PCR.

Gene Sequéncia dos iniciadores senso e Tamanho do produto
antisenso (5°- 3’) (pb)*
Tripsina TCTCTCAGCACATCCATATCC 258

TAGCTGCGCTCCTGCTGGCACC

Pepsina TACTGTGACACTGTGACGG 333
TAGGCCAGACCCATGATGC
18S GGAATGAGTACACTTTAAATCC 200

GGGGCGCCGAGAGGCAGGGGC

bp: pares de base;
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2.3. Extracao de RNA total

Todo o material e solugdes utilizadas durante o isolamento do RNA total,
com excecao de Tris-HCI e solventes organicos, foram tratados com Dietil-
pirocarbonato (DEPC 0,1% [v/v]) para completa eliminacdo das RNAses
exogenas, conforme Sambrook et al. (2002) e autoclavados a 180°C.

O RNA total foi isolado utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen Life
Technologies) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Inicialmente, cerca de 100
mg de amostras de ovos, larvas e intestinos e estdbmagos de juvenis de tambaqui
foram homogeneizadas em 1mL de TRIzol®, solu¢do composta de fenol e iso-
tiocianato de guanidina, que destrdi os tecidos e dissolve os componentes
celulares sem danifica-los. Os extratos resultantes foram transferidos para
microtubos e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Para reduzir
compostos indesejaveis como polissacarideos, lipideos e DNA os microtubos
foram centrifugados a 10000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi
retirado e, em seguida, adicionado 200 uL de cloroférmio (puro) sob agitacédo
intensa por 15 segundos, para separar o RNA dos outros compostos celulares.
ApOs este procedimento, foram novamente incubados por 15 minutos a 4°C e
centrifugados a 120009 por 15 minutos a 4°C. A fase aguosa contendo o RNA
total foi entdo transferida para microtubos contendo 500 pL de isopropanol 100%
(v/v) para a precipitagcdo do RNA total. Os microtubos foram cuidadosamente
invertidos por 30 vezes e finalmente centrifugados a 120009 por 10 minutos a
4°C. O isopropanol foi descartado vagarosamente e 0s precipitados resultantes
foram lavados duas vezes com 1mL de etanol 75% (v/v) para eliminar os residuos

de isopropanol. Em seguida, foram novamente centrifugados a 75009 por 5
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minutos a 4°C, o etanol foi descartado e o RNA desidratado a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, o RNA total foi ressuspendido em
50uL de &gua deionizada livre de RNAse (tratada com DEPC 0,01%). As
amostras foram finalmente incubadas para desnaturacao por 10 minutos a 55°C.
A concentragao do RNA total foi determinada em espectrofotometro a
DOaes0nm, & qualidade e integridade foram verificadas pela razdo DO 2s0nm:DO280nm

e em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (m/v).

2.4. Tratamento com DNAse |

Para eliminar qualquer contaminacao das amostras com DNA gendmico o
RNA total foi tratado com DNAse | da Invitrogen Life Technologies. Para cada 1ug
de RNA total obtido foi adicionado 1uL de tampé&o: 200mM Tris-HCI (pH 8,4);
20mM de MgCl, e 500mM de KCI, 1uL da enzima DNAse | (1U/uL) e 4gua tratada
com DEPC (0,01%) em quantidade suficiente para um volume final de 10uL. A
mistura da reacao foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida a DNAse | foi inativada pela adicdo de 1uL de EDTA 25mM e as

amostras foram aquecidas a 65°C por 10 minutos e congeladas em freezer -70°C.

2.5. Sintese de DNA complementar

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de RNA total
livre de DNA gendmico e DNAse | utilizando a enzima M-MLV RT (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) e um oligo(dT)12-18 como iniciador,

ambos da Invitrogen Life Technologies. Foram utilizados 5ug de RNA total, 1ulL

de Oligo(dT)12-1s (0,5ug/uL) e 1uL de dNTP mix (10mM), que foram incubados a
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65°C por 5 minutos e resfriados a 4°C por 1 minuto. A essa reacdo foram
adicionados 2uL de tampéo 5X (250mM de Tris-HCI pH 8,3, 375mM de KCl e
15mM de MgCl,), 2uL de DTT 0,1M e 1ulL de RNAse OUT (40U/uL) em um
volume final de 20uL. Em seguida foram incubados a 37°C por 2 minutos. Apos
esse tempo foram adicionadas a reacdo 200 unidades de M-MLYV transcriptase
reversa. A transcricao reversa foi feita em termociclador ATC 401 da APOLLO
Intrumentation nas seguintes condicdes: 37°C por 50 minutos, procedendo-se a
inativacao da enzima a 70°C por 15 minutos.

Para a remocao do RNA molde da molécula hibrida cDNA:DNA adicionou-
se 2 unidades de RNAse H e incubou-se por 20 minutos a 37°C. O cDNA dos
ovos, larvas e juvenis de tambaqui foi congelado em freezer -70° para posterior

analise.

2.6. Amplificacéo por PCR

As reacOes de amplificacéo, utilizando cDNA extraido de estbmago e
intestino de tambaquis com 90 dias foram realizadas em um volume final de
100uL, contendo: 100ng de cDNA, 10uL de tampéo (10X) para PCR (200mM de
Tris-HCI pH 8,4; 500mM KCI), 3uL de MgCl, (50mM); 2uL de dNTP mix (10mM);
1uL do iniciador senso (3pmol); 1uL do iniciador anti-senso (3pmol); agua estéril e
0,5uL de Taq DNA polimerase (5U/uL).

As condi¢des de amplificacao estabelecidas foram: 94°C por 2 minutos; 35
ciclos de 94°C por 45 segundos, 55°C por 30 segundos para ambos os genes e

72°C por 1 minuto seguidos de 72°C por 10 minutos.
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Para visualizar os produtos das reacdes de amplificacdo por PCR foi feita
eletroforese em gel de agarose 1% e corada com brometo de etidio (m/v) e
fotografado por meio de fotodocumentador ImageMaster® VDS da Pharmacia
Biotech. Para cada par de oligonucleotideos foram feitas trés repeticbes com o

objetivo de comprovar os resultados (Figura 15).

2.7. Purificacéo dos fragmentos provenientes da reacdo de PCR

Apoés eletroforese, as regides do gel contendo as bandas de interesse
foram retiradas e colocadas em microtubos de 1,5mL. Para purificagdo foram
adicionados 100uL de tampéo TE (Tris-HCI pH 7,4 10mM, EDTA 1mM) por 4 h a
65°C, para eluicdo do DNA. O maximo de tampéao foi recolhido e o0 DNA resultante
ressuspendido em 10uL de agua estéril. Os fragmentos purificados foram
amplificados novamente nas condi¢des descritas anteriormente e reservados para

posterior sequenciamento.

2.8. Sequenciamento dos produtos amplificados por PCR

A reacao de sequenciamento foi realizada usando-se os procedimentos
descritos no manual Kit ABI PRISM® Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction. Os produtos de PCR foram utilizados nas reacdes de
sequenciamento assim constituidas: 100ng de DNA, 1,5 uL de oligonucleotideo
antisenso (3pmol); 1,5 pL de tampao 2,5 X (Tris-HCI 200 mM, MgCl, 5 mM); 1ulL
de Big-dye e agua deionizada estéril em quantidade suficiente para um volume

final de 10 uL em placa de 96 pocos. As condi¢cdes de termociclagem foram: 96°C
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por 2 minutos e 39 ciclos (96° C por 30 segundos, 55° C por 20 segundos e 60° C
por 30 segundos) finalizando com 72°C por 7 minutos.

Apoés a PCR, as amostras foram preparadas para o sequienciamento
adicionando 40 pL de isopropanol 65% (v/v) em cada poco. As amostras
permaneceram a temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz e foram
centrifugadas por 30 minutos a 3000g em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado e 200 pL de etanol 60% (v/v) foram adicionados. A placa foi
novamente centrifugada a temperatura ambiente por 5 minutos a 3000g. O
sobrenadante foi descartado por inversdo e as amostras secas por 1 hora a 37 °C
ao abrigo da luz. Em seguida foram acrescentados 10 uL de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems) em cada poco e a placa foi aquecida a 95 °C por 5 minutos,
resfriada em gelo por mais 2 minutos e injetada no sequenciador automatico de 1

capilar - ABI 7100 Sequence Analyzer (Applied Biosystems).

2.9. Andlise das sequéncias
As sequéncias obtidas foram submetidas ao programa BLASTx e BLASTn,

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), que deduz a sequéncia de aminoacidos a partir da

sequéncia nucleotidica e compara com sequéncias de aminoacidos disponiveis
em banco de dados. Desta maneira, pode-se inferir se a sintese € de novo
homologa a outra sequéncia ou se contém regides que auxiliem a caracterizacao

de sua funcéo (Tabela 4 e 5).
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2.10. Desenho dos oligonucleotideos para qRT-PCR

Sequéncias dos genes de tripsina, pepsina e 18s (controle enddgeno) de
tambaqui, oriundas do sequenciamento, foram utilizadas para o desenho dos
oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR em tempo real. Os iniciadores
foram desenhados com o uso do Software Oligo Explorer 1.2 (Gene Link)

(http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp).

Tabela 4. Sequéncia parcial de nucleotideos de tambaqui (A) tripsina (nUmero de acesso
bankit1241270) e pepsina (numero de acesso bankit1241282) e 18S (nimero de acesso
bankit1241334). As areas sombreadas correspondem aos locais de acoplamento dos

oligonucleotideos.

(A) Tripsina (258pb)
ACCCAAAGTTATGGGCGGGGGGACCATGTGCTCACTGCCGACCGCAACAAGCTGCAGTGTCTGG
AGATCCCCATCCTGTCTGAAAAGGACTGTCAGAACTCCTACCCTGGCATGATCACTAATTCCATGT
TCTGCGCTGGTTATCTGGAGGGAGGCAAGGACTCTTGCCAGGGTGACTCTGGTGGTCCTGTGGT

GTGCAATAATCAGCTGCAGGGTGTTGTGTCCTGGGGATATGGATGTGCTGAGAGAAGTGCCAAC

(B) Pepsina (333pb)
AGTCGTACGGTTGGGTGGAGCTTCAGTCTCGCTCAGTCCATAGATCTGATTCTGAATTGAGATTCC
ACCAACCGTCACAGTGTCACAGTAACATCATGGGTCTGGCCTAAATCATGGGTCGGGCCTAAATCC
TTTGGATTGCCTTAAGTTCAAGAATGCCAATAAAACTCTCTCCATTCAGTACGGCACCGGCAGGCT
TCGCGGATACCTGCACTACGAGGCTCGAGGAGTTGGTGGAGCCACTATTCAAAATCACTTGTTAGG

ACTGAGCGGGACTGACACTGGATACTTGACTAGAATGGCAGAAAATGGCATCATGGGTCTGGCCTAAAA

(C)18S (200pb)
GGAATGAGTACAATTTAAATCCTTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATCTTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTCG
GGATCGAGCTGACGGTCCGCCGCGAGGCGAGCCACCGTCTGTCCCAGCCCCTGCCTCTCGGEGE

CccC
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Tabela 5. Comparacgéo das sequéncias nucleotidicas de tripsinogénio e

pepsinogénio de Colossoma macropomum com sequéncias de peixes

publicadas® .

N° de acesso

Espécie

Gene

Homologia Valor e®

AB359189.1
AB359190.1
AB359191.1
u25747.1

NM 001123711.1

X70072.1

DQ443543.1

AY550948.1

AY737395.1
AY179347.1
EU688996.1

AY737394.1

AY496969.1

NM_001104900.1

EU807926.1
EU807925.1

AJ550951.1

Solea senegalensis

Takifugu rubripes

Salmo salar

Sparus aurata

Oreochromis aureus
Sphoeroides annulatus
Siniperca chuatsi
Oreochromis niloticus
Tautogolabrus
adspersus

Oryzias latipes
Siniperca scherzeri
Siniperca chuatsi

Trematomus bernacchii

Tripsinogénio 1A,
1Be l1C
Tripsinogénio

Tripsina 1A, 1B

Precursor de
tripsinogénio I,
Tripsinogénio
Tripsina

Tripsina
Tripsinogénio 1A
Tripsina

Pre-tripsinogénio

Tripsinogénio
Pepsinogénio 1A
Pepsinogénio 1A

Pepsina 3A

89% 6e-74
88% le-70
88% 6e-69
89% 6e-74
88% 8e-68
90% 3e-67
87% le-65
86% 2e-64
87% 6e-64
88% 3e-62
86% 3e-62
87% 4e-61
78% 4e-05
78% 4e-05
76% 0.002

! Todas as seqiiéncias de nucleotideos estdo publicadas no banco de genes do NCBI.

2Cut —off: 1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156622647&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156622649&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=156622651&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=971195&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=185135858&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=64383&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=91983077&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=48526109&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=52551332&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=10
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=27802523&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189016325&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=12
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=52551330&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40647096&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=157278538&dopt=GenBank&RID=7WP58U9N01R&log$=nucltop&blast_rank=17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193499290&dopt=GenBank&RID=7WT5995U014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193499288&dopt=GenBank&RID=7WT5995U014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=49019529&dopt=GenBank&RID=7WT5995U014&log$=nucltop&blast_rank=3

Tabela 6. Sequéncia dos oligonucleotideos para o PCR quantitativo.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos Tamanho do Nimero de
. y y 1
senso e antisenso (5’- 3’) produto (pb) acesso2
Tripsina ATCCCCATCCTGTCTGAAAAG 108 bankit1241270
ACCCTGGCAAGAGTCCT
Pepsina GAATGCCAATAAAACTCTCTCCA 121 bankit1241282
CCCGCTCAGTCCTAACAA
18S GGAATGAGTACACTTTAAATCC 200 bankit1241334

GGGGCGCCGAGAGGCAGGGGC

" Pares de base

2sequéncias submetidas ao Banco de dados Genebank, a partir das quais os oligonucleotideos

foram desenhados.
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250pb
258pb 200pb
108pb 121pb

Figura 15. Gel de agarose 1% com EtBr (m/v) em TBE 1X mostrando os produtos
de PCR utilizando os oligonucleotideos desenhados a partir das sequéncias do
Banco de Dados (A) e utilizando oligonucleotideos desenhados a partir das
sequéncias dos produtos em A (B). Linha | e 3= pepsina, linha Il e 1=tripsina, linha

2 e 4= 18S, MP = marcador de peso molecular.

2.11. Confirmacéo de especificidade dos oligonucleotideos

O cDNA sintetizado a partir do RNA total extraido das amostras foi
empregado nas reacdes de PCR em tempo real com o objetivo de estabelecer as
condicdes de amplificagéo para cada um dos genes estudados por meio da
verificag@o da especificidade dos oligonucleotideos, que foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) (Figura 15). A especificidade pode
também ser confirmada pela analise das curvas de desnaturagéo, que foram
realizadas de 70°C a 95°C a 0,1°C/s para os genes estudados, 0s quais
mostraram apenas o produto esperado, como ilustrado na figura 2, e cujas
temperaturas de desnaturacao foram 74,55°C e 70,87°C para tripsina e pepsina,

respectivamente.
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A andlise da curva de desnaturacdo € um método preciso e rapido para
verificar a especificidade dos produtos de PCR, mas nao deve ser utilizado como
Unica fonte de confirmacéo de especificidade, uma vez que em alguns casos,
produtos de diferentes comprimentos podem ter a mesma temperatura de

desnaturacao, sendo indistinguiveis por essa analise.

2.12. Reacao de gRT-PCR

As reacOes de PCR para a analise por PCR em tempo real foram feitas
utilizando o equipamento ABI Prism 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, CA). As reacdes foram compostas por: 5 uL de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems CA), 1 pL do iniciador senso (0,25 pmol/uL) e 1
uL do iniciador antisenso (0,25 pmol/uL), 100ng de cDNA e agua ultra pura
suficiente para completar o volume de 10 uL. As condi¢es de reagéo foram: 95°C
por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. A amplificacdo dos produtos da PCR foi confirmada por eletroforese em
gel de agarose 1% e por andlise das curvas de desnaturacao (melting curve), que
possibilita a verificacdo da temperatura de desnaturacao do produto amplificado, o

gue permite diferenciar produtos inespecificos dos produtos esperados

2.13. Eficiéncia de amplificacéo

A eficiéncia de amplificagdo de cada gene foi calculada por meio de uma
curva de diluicdo em série dos produtos da PCR obtidos a partir de amostras de
estbmago e intestino de tambaqui com 90 dias apés ecloséo. A partir dos dados

obtidos, um gréfico do ciclo de inicio da deteccdo do produto amplificado (Ct)
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versus o logio do numero relativo de copias da diluicdo em série foi produzido.
Uma regressao linear foi realizada para determinacédo do coeficiente angular da
reta (S), o qual foi utilizado para determinar a eficiéncia de amplificacdo usando a

férmula desenvolvida por Pfaffl (2001):

Eficiéncia (E) = 10Y%),

2.14. Quantificacao relativa da expressao génica

Com o objetivo de observar diferencas de expressao do tripsinogénio e
pepsinogénio entre os estagios de desenvolvimento do tambaqui, optou-se pelo
meétodo de quantificacdo relativa (Pfaffl, 2001). Este método é uma modificacao
do método Ct comparativo (AACt) baseado na quantificacdo do gene de interesse
em relacdo a um gene constitutivo denominado gene de referéncia (18S) e a
eficiéncia na transcricao reversa.

A razdo de expressao relativa € baseada na eficiéncia de amplificacdo e na
variacdo do Ct do grupo controle ou calibrador e 0s outros grupos de interesse em
relacdo ao gene constitutivo denominado gene de referéncia. A equacgéo abaixo

ilustra 0 método de quantificacao relativa:

~ o ACt gene alvo (calibrador - amostra
Razao— _(qune alvn) 9 ( )

(E fernci )ACt gene referéncia (calibrador - amostra)
gene referéncia

Onde:
Egene alvo = Eficiéncia de amplificagdo do gene alvo
Egene referencia = Eficiéncia de amplificagéo do gene de referéncia

Ct= Ciclo de inicio da deteccao do produto amplificado
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2.15. Andlise Estatistica

Os dados estéo apresentados como meédia da expressao relativa + erro
padrdo da média. A significancia estatistica das diferencas entre a expresséo
relativa dos estagios, para cada gene, foi estabelecida por meio de analise de
variancia ANOVA e posterior teste de comparacdo multipla de Tuckey, com limite

de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Extragc&do de RNA Total

O RNA total extraido de ovos e larvas, bem como de intestinos e
estdbmagos de tambaqui estéo ilustrados na figura 16A. A eletroforese em gel de
agarose 1% permitiu verificar a integridade do RNA total, avaliada pelas bandas
estruturais do RNA ribossémico (28s, 18s e 5,8s). A pureza do RNA extraido foi
verificada por espectrofotometria com indices entre 1,8-1,9. A integridade do DNA

complementar a partir dos RNAs extraidos pode ser observada na figura 16B.

A

1 2. 304 5 67 8 9 10 4112 13 141516 17 18 19
28s o B ~
atbaeebebd Ll LECTEEEET T
5.85 =—p ;
B

12 34 5 6 7 8 910 11 1213 14 1516 171819

A 2. 2 R I

Figura 16. Amostras de RNA (A) e cDNA (B) de ovos, larvas e juvenis de
tambaqui, Colossoma macropomum apos eletroforese em gel de agarose 1%/EtBr
em TAE 1X. Linha 1 corresponde a embriées movimentando-se na capsula ovular
pouco antes da eclosdo. Linhas 2 a 12 correspondem a larvas nos estagios de 1
até 120 horas apos ecloséo (a cada 12 horas). Linha 13 corresponde a larvas com
16 dias ap0s ecloséo. Linhas 14, 16 e 18 correspondem a intestinos de tambaqui
com 30, 45 e 90 dias ap6s ecloséo. Linhas 15,17e19 correspondem a estbmagos

de tambaqui com 30, 45 e 90 dias ap6s eclosao.
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3.2. Confirmacéo de especificidade dos oligonucleotideos
A especificidade de amplificacdo para cada amplicom foi confirmada pela
realizacédo da curva de desnaturagéo “Melting Curve” para cada amplificacéo

realizada por gRT-PCR (Figura 17).
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60.0 65.0 700 750 80.0 85.0 90.0 65.0 67.0 69.0 70 73.0 %0 770 790

Tm: 74,55 Tm: 70,87
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 17. Curva de desnaturacdo para 0 gene precursor da tripsina (A) e
pepsina (B). No eixo Y esta representada a fluorescéncia emitida durante o
aumento da temperatura e no eixo X a variacao de temperatura. Cada linha da

curva representa uma amostra submetida a qRT-PCR.

Essa curva consiste na elevacéo gradual da temperatura de incubacéo das
amostras, logo apés o término dos ciclos de reacado de PCR. Na medida em que
se aumenta a temperatura ocorre desnaturacao (ou separagao) gradual das fitas

de DNA formadas durante a amplificacdo. A desnaturacdo ocorrera em
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temperaturas distintas, de acordo com o tamanho do amplicon. Uma vez que o
corante fluoréforo SYBR Green so emite fluorescéncia quando intercalado na fita
dupla de DNA, conforme as fitas de DNA véo se separando, o sinal de
fluorescéncia captado sera menor, até parar por completo. Desse modo, para que
a amplificacéo seja especifica, um pico deve ser observado no grafico gerado
pela curva de desnaturacdo, como observado nos nossos resultados (Figura 17).
O programa de analise do termociclador converte o sinal emitido para valores
positivos, permitindo a melhor visualizacdo dos dados na forma de grafico. A

figura 18 mostra um unico produto amplificado na reacdo de qRT- PCR.

3.2. Eficiéncia de amplificacdo

Os valores de (E) obtidos para cada gene foram utilizados para o célculo
da expresséo relativa e podem ser visualizados na tabela 3. As andlises de
regressao revelaram valores acima de 0,95 para R? demonstrando a existéncia de
uma relagao linear entre a quantidade de amostra utilizada e os valores de Ct
(Figuras 19 a 22). Segundo Wilkening & Bader (2004) a maxima eficiéncia
possivel na PCR é 2, ou seja, a cada ciclo da reacao o produto de PCR é

duplicado e um valor minimo de 1 corresponde a nenhuma amplificacéo.
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200pb

Figura 18. Analise da especificidade dos produtos de gRT-PCR em tempo real na
fase platé. Eletroforese em gel de agarose 1 %/ EtBr em TAE 1X. Precursor de
tripsina (A); precursor de pepsina (B) e gene constitutivo 18S (C). Linha 1
corresponde a amostras de embrides movimentando-se no ovo. Linhas 2 a 12
correspondem a larvas nos estagios de 1 até 120 horas apos eclosédo (de 12 em
12 horas). Linha 13 corresponde a larvas com 16 dias apds ecloséo. Linhas 14,
15 e 16 em (A) correspondem a intestinos de tambaqui com 30, 45 e 90 dias ap0s
eclosdo. Linhas 14,15 e16 em (B) correspondem a estbmagos de tambaqui com
30, 45 e 90 dias ap6és eclosdo. Linhas 14 a 16 (intestinos) e 17 a 19 (estbmagos)
em (C) correspondem a tambaquis com 30, 45 e 90 dias apos ecloséao,

respectivamente.
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Tabela 7. Valores obtidos a partir da analise de regresséo linear, para célculo da
eficiéncia de amplificacdo (E). S: Coeficiente angular da reta; R% coeficiente de
correlacao de Pearson r > 0,95.

Gene S R? E

Tripsina -3,28 0,99 1,99
18s! -3,34 0,99 2,01
Pepsina -3,53 0,98 1,91
18s? -3,13 0,99 2,08

D Intestino e ¥ estdmago de tambaqui.

3.3. Quantificacao relativa da expresséo génica

Os dados de CTs obtidos a partir dos ensaios da gRT-PCR em tempo real
para quantificacdo dos genes precursores de tripsina e pepsina foram utilizados
para o célculo da expressao relativa segundo método descrito por Pfaffl (2001). A
partir desta andlise que utiliza a (E) encontrada para cada amplicom bem como
um gene constitutivo como referéncia, para normalizar diferencas acumuladas
durante os procedimentos preliminares, foram gerados gréaficos de expresséo
relativa para estes genes (Figuras 23 e 24).

Os gréaficos mostraram que transcritos de tripsinogénio e pepsinogénio
estiveram presentes nos primeiros estagios de desenvolvimento e antes da
abertura da boca e inicio da alimentagdo exdégena do tambaqui.

Transcritos amplificados de tripsinogénio foram detectados cedo, em larvas
ainda movimentando-se na capsula ovular. O tripsinogénio foi sintetizado com

valores elevados de expressdo em quatro momentos durante o desenvolvimento,
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0, 1, 36 e 120 HAE, alcancando valor maximo de expressédo em larvas com 36
HAE (p<0,05) (Figura 23). Os outros estagios de desenvolvimento mostraram
valores relativamente constantes de expressdo. Entretanto, a atividade enzimatica
da tripsina descrita no primeiro capitulo ndo segue o mesmo padréo de variagao.
Brevemente, a atividade especifica registrou seu valor minimo em larvas com 1
HAE (0,02+0,001 U/mg de proteina) e aumento significativo até 108 HAE
(0,61+0,09 U/mg de proteina) quando houve deplecao de atividade até 16 DAE
(p<0,05). Em seguida, foi registrado novo aumento até a atividade alcancar o
valor maximo em larvas com 45 DAE (1,87+0,04 U/mg de proteina) e seguida de
nova deplecdo em juvenis com 90 DAE (0,62+0,08 U/mg de proteina) (p<0,05).
Transcritos do precursor da pepsina foram detectados em larvas de 1 HAE.
A razdo da expressdo manteve-se constante até larvas com 24 HAE aumentando
significativamente até valores maximos em larvas com 72 HAE e, finalmente,
mostrando um decréscimo progressivo até valores minimos em juvenis com 90
DAE (p<0,05) (Figura 24). Da mesma forma, as atividades enziméticas da pepsina
descritas no primeiro capitulo seguem o mesmo padréo de variacdo. Brevemente,
houve aumento gradativo até alcancar a maxima atividade em larvas 108 HAE
(2,431+0,108 U/mg de proteina) e diminuindo, em seguida, até o valor minimo aos

90 DAE (0,422+0,003 U/mg de proteina) (p<0,05).

96



Cr

25,0 1

225 y = -3,345 x+ 15,221

20,0 - R?= 0,95

17.5 1 - . . — — —
0,0000001 0,000001 0,00001 0.0001 0,001 0,002 001 0@ 01 a2

Log (# de transcritos)

0.1 1 -::::::-

0,01 -

ARN

0,001 { N

0,0001 -

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 A8 ¥ 2B I R ¥ ¥ ¥ U
Ciclo

Figura 19. Curva padrao do tripsinogénio (em intestino de tambaqui) gerada a
partir dos valores de Ct e o0 log do numero de transcritos. Cada linha da curva

representa uma amostra submetida & gqRT-PCR.
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Figura 20. Curva padrao do 18S (em intestinos de tambaqui) gerada a partir dos
valores de Ct e o log do numero de transcritos. Cada linha da curva representa

uma amostra submetida a qRT-PCR.
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Figura 21. Curva padrao do pepsinogénio (em estbmagos de tambaqui) gerada a
partir dos valores de Ct e o log do numero de transcritos. Cada linha da curva

representa uma amostra submetida & gqRT-PCR.
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Figura 22. Curva padrdo do 18S (em estdbmagos de tambaqui) gerada a partir dos
valores de Ct e o0 log do nimero de transcritos. Cada linha da curva representa

uma amostra submetida a qRT-PCR.
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Figura 23. Razao da expressao de tripsinogénio entre larvas de tambaqui,
Colossoma macropomum pouco antes da ecloséo e larvas e juvenis entre 12HAE
e 90DAE, normalizado para um gene de referéncia (18S). Os valores estao
apresentados como médias + SEM (n=3). HAE indica horas apés eclosdo e DAE
indica dias ap0s ecloséo. RV: reserva vitelinica; NA: alimento natural; RC: ragao
comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes de
nutrientes. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05). A linha

indica atividade enzimatica da tripsina (Dados extraidos do capitulo 1).
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Figura 24. Razao da expressao de pepsinogénio entre larvas de tambaqui,
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Colossoma macropomum pouco antes da ecloséo e larvas e juvenis entre 12HAE

e 90DAE, normalizado para um gene de referéncia (18S). Os valores estao

apresentados como médias + SEM (n=3). HAE indica horas apds eclosdo e DAE

indica dias ap0s eclosé@o. RV: reserva vitelinica; NA: alimento natural; RC: ragéo
comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com diferentes fontes de

nutrientes. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05). A linha indica

atividade enziméatica de pepsina (Dados extraidos do capitulo 1).
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4. DISCUSSAO

A andlise das sequéncias obtidas para tripsinogénio e pepsinogénio do
tambaqui indicou um alto grau de similaridade com genes de outras espécies
publicadas no banco de dados do NCBI. A sequéncia de pepsinogénio é
homologa (>75%) as isoformas 1A e 3A de Siniperca chuatsi e Trematomus
bernachii, respectivamente. Por outro lado, a sequéncia de tripsinogénio do
tambaqui é homologa (>85%) as isoformas 1A, 1B e 1C do tripsinogénio de outras
espécies de peixes (Tabela 5). Lo & Weng (2006) encontraram homologias de 81-
88% para as isoformas Al e A2 de pepsinogénio, de 88-96% para tripsinogénio e
de 84-89% para a isoforma A2 de quimiotripsinogénio de tilapia, Oreochromis
mossambicus, com outras espécies de peixes. Estes resultados indicam que as
sequéncias conhecidas de nucleotideos de pepsinogénio e tripsinogénio das
espécies de peixes, incluindo o tambaqui, sdo altamente conservadas.

Os precursores das principais enzimas proteoliticas do tambaqui, tripsina e
pepsina, Sdo expressos em estagios iniciais do desenvolvimento, mesmo antes da
eclosdo. Ja, o padrdo de expressao de tripsinogénio durante o desenvolvimento
ontogenético de C. macropomum nao corresponde a atividade enzimatica da
tripsina indicando regulacéo poés transcricional desta enzima. Atividades das
enzimas digestivas em peixes séo afetadas pelo comportamento alimentar,
controle genético, morfologia do trato gastrointestinal e nivel trofico (Peres et al.,
1998; Lopez-Vasquez et al., 2009). Apesar disso, algumas evidéncias apontam a
modulacdo da atividade enzimética pela composi¢éo da dieta, isto €, quantidade e
natureza da proteina, pelo menos durante os estagios larvais (Kuz'mina, 1996;

Jones et al., 1997; Péres et al., 1998). Wang et al. (2006), ao trabalhar com larvas
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de bagre amarelo Pelteobagrus fulvidraco, descobriram que os niveis de proteina
da dieta afetam significativamente a atividade e o nivel de mRNA que codifica
tripsinogénio.

A falta de correlacdo entre quantidade de mRNA que codifica tripsinogénio
e atividade enzimatica da tripsina pode estar relacionada as diferencas na
regulacédo apos a transcricdo da enzima. No caso do tambaqui nem todos os
MRNA de tripsinogénio devem ter sido traduzidos para tripsinogénio, de forma a
ficar disponivel para ativacéo da tripsina, devido aos transcritos serem sujeitos a
degradacéao no citosol (McNurlan & Garlick, 2000).

Os fatores pds transcricionais que podem estar afetando a atividade
enzimatica podem ser devidos as modificacdes do mMRNA gue levam a uma
traducao diferenciada dentro de um tecido ou devidos as modificacGes apos a
traducdo, as quais alteram a estabilidade e funcionabilidade da proteina..Desta
forma, faz-se necessaria a determinacgdo dos niveis teciduais de tripsinogénio
durante a ontogenia do tambaqui para podermos identificar precisamente em que
momento ocorre a regulacao apés transcricao.

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao génica sao muito
complexos e atuam em varios niveis. Péres et al. (1998), ao trabalhar com robalo
europeu, D. labrax verificaram que a tripsina € modulada pela quantidade e pela
qualidade da proteina da dieta tanto no nivel de transcricdo como no de traducao.
De fato, alguns estudos sugerem que certas quantidades de mRNA nunca séo
traduzidas em proteinas e que as mudancas observadas na concentracéo de

MRNAs podem ou nao resultar em relevantes mudancgas na concentracao da
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enzima, dependendo da eficiéncia e fidelidade de tradu¢cdo do mRNA (Kozac,
1994).

Neste trabalho, o tambaqui apresenta um elevado namero de transcritos de
tripsinogénio em embrides dentro da capsula ovular pouco antes da eclosdo. Esse
namero diminui significativamente na primeira hora apés eclosédo, enquanto que a
atividade enzimatica é encontrada apenas uma hora apés ecloséao.

A expressao do precursor de tripsina durante o desenvolvimento
ontogenético varia de espécie para espécie. Kurokawa et al. (2002), ao
analisarem a expressao das enzimas pancreaticas na enguia japonesa, Anguilla
japbnica, detectaram os primeiros sinais seis dias ap6s eclosao. Entretanto,
Garcia-Gasca et al. (2006) encontraram transcritos de tripsina em embrides de
Sphoeroides annulatus 24 horas ap0s a fertilizagdo, enquanto que a atividade
enzimatica foi detectada dois dias apds eclosdo quando o pancreas e o intestino
comecaram o processo de diferenciacdo. Ja Sveinsdottir et al. (2006) estudaram o
papel das tripsinas e quimiotripsinas no desenvolvimento embrionério do bacalhau
do Atlantico, Gadus morhua, e encontraram atividades elevadas de tripsina e
quimiotripsina em ovos recém fertilizados, que com o desenvolvimento
ontogenético, perderam gradualmente sua atividade.

Diversos fatores podem influenciar o incremento de mRNA transcrito,
incluindo a taxa de transcricdo do gene, a eficiéncia de procesamento do
transcrito primario e a estabilidade do mRNA no citoplasma da célula (Huvet et al.,
2003). Por outro lado, o niumero elevado de transcritos pode resultar dos mMRNAs
gue codificam tripsinogénio de procedéncia materna, 0s quais sao depositados

nos ovaocitos e transferidos para os ovos fertilizados. A deplecéo deste nimero em
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estagios subsequentes é devida a diminuicdo deste mMRNA materno até os
estagios nos quais a larva € capaz de expressar seu proprio mRNA gue codifica
estas enzimas, garantindo a utilizacéo da reserva vitelinica (Gilbert, 1997). Esta
teoria poderia explicar os resultados obtidos para o tambaqui. No entanto, ndo
determinamos a expressao génica do precursor da tripsina em estagios
anteriores, para que a mesma possa ser completamente aceita. Ainda, essa
hipétese ndo explica os picos de expressao de tripsinogénio em 36 e 120 HAE.
Uma explicacdo pausivel para esses aumentos seria a transcricdo de outras
formas de tripsinogénio com funcédo especifica durante o desenvolvimento do
tambaqui, 0 que nédo poderia ser detectado no nosso estudo por termos
amplificado uma regido conservada dentro da familia das tripsinas.

A complexidade do genoma dos eucariontes com relacdo aos procariontes
tem sido amplamente comprovada. Enquanto a maioria dos genes em
procariontes é simples, uma grande proporgéo de genes eucariontes é
hierarquicamente organizada dentro de familias e superfamilias, compreendendo
varios genes paralogos produzidos por duplicacdo génica (Ohta, 1989). Uma
familia de genes é definida como um grupo de genes que compartilha similaridade
em seus aminodacidos, maior do que 50%, enquanto que a superfamilia inclui
genes gue apresentam baixa silmilaridade, mas sao capazes de formar um set de
sequéncias alinhavéis.

Pesquisas com linguado americano, P.americanus (Murray et al., 2004) e
salméo do atlantico, S. salar (Rungruansak-Torrissen et al., 1998), ttm mostrado

a existéncia de uma variedade de tripsinas produzidas durante o periodo de
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desenvolvimento e sob diferentes temperaturas do meio ambiente, 0 que sugere
que a funcao das tripsinas € especifica do estagio ontogenético.

O padréo de expressao do pepsinogénio durante o desenvolvimento
ontogenético do tambaqui, C. macropomum, corresponde a atividade enzimatica
da pepsina, indicando regulacéo traducional desta enzima. Da mesma forma que
a tripsina, a pepsina pode ser encontrada em larvas ainda se movimentando na
capsula ovular, embora o nimero de transcritos encontrados tenha sido bem
menor nos primeiros estagios e tenha aumentando significativamente apenas com
36 HAE.

O inicio da funcao gastrica € importante por uma série de razdes que
incluem a mudanca da digestao intracelular das proteinas no intestino para uma
digestao extracelular mais eficiente no limen do estémago (Govoni et al., 1986) e,
mais recentemente, como protecao para gastroenterite bacteriana (Kim et al.,
2004).

Darias et al. (2005), utilizando a técnica de hibridizacéo in situ, detectaram
0s primeiros sinais de expressao de pepsinogénio em larvas de “red porgy”
Pagrus pagrus 30 dias ap0s eclosao, 0s quais aumentaram gradativamente até
alcancgar um pico de expresséo entre 40 e 50 dias apds eclosédo. Por outro lado,
estudos realizados por Douglas et al. (1999) com linguado marinho, Pleuronectes
americanus mostraram, que a expressao da pepsina ocorre antes mesmo da
diferenciacéo histolégica das glandulas gastricas aproximadamente 80 dias ap0s

eclosao.
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Huang et al. (1998) avaliaram o aparecimento de pepsinogénio em larvas de
“summer flounder” utilizando imunohistoquimica. Esses autores encontraram
producdo de pesinogénio uma semana apoés a formacéo das células gastricas.

Alguns trabalhos tém relatado que o tempo de ativacdo de pepsindgenio
para pepsina é espécie especifica e varia entre isoformas da mesma espécie (Wu
et al., 2009; Taniji et al., 2007; Zhou et al., 2007). Geralmente, a coversao de
pepsinogénio na forma ativa pepsina ocorre por duas vias: a primeira, diretamente
pela liberacdo do sitio ativo, e a segunda, pela atuacédo da forma intermediaria da
pepsina (pseudopepsina) (Kageyama, 2002). Como exemplo, podemos citar
Anguilla anguilla, que apresenta o tempo de 5 segundos para a ativagéo do
pepsinogénio do tipo I, enquanto € necessario um minuto (60 segundos) para
ativacao das pepsinas do tipo Il e Il (Wu et al., 2009). A completa ativagéo do
pepsinogénio Il ocorre apenas apds 15 minutos, enquanto, que para as isformas |
e Il ocorreram em intervalos menores de tempo.

Wu et al. (2009) identificaram e caracterizaram trés pepsinogénios no
estbmago da enguia européia, A. anguilla. Esses autores encontraram que a
massa molecular e as pepsinas correspondentes nos trés tipos de pepsinogénios
eram similares sendo, entretanto, diferentes em suas caracteristicas enziméaticas.

Ainda se desconhece porque diferentes isoformas de pepsinogénios e
pepsinas existem no estdmago de diferentes espécies de animais.
Provavelmente, multiplos pepsinogénios poderiam ser uma vantagem para a
digestéo de diferentes alimentos, ao mesmo tempo em que multiplas pepsinas
poderiam aumentar a eficiéncia de utilizacdo dos amino acidos das proteinas, o

gue resultaria num étimo crescimento e desenvolvimento muscular. Futuros
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trabalhos sdo necessarios para determinar a existéncia de diferentes
pepsinogénios no estdbmago do tambaqui e se estes sdo produtos de diferentes
genes ou resultado de modificacdes pos-traducionais, tais como, fosforilacao,
glicosilacao, transformacdes essas que geram uma variedade de pepsinogénios
com caracteristicas cataliticas bem diferentes. Estudos de zimograma poderiam
ajudar a estabelecer se, de fato, o tambaqui apresenta diferentes isozimas de
pepsina as quais atuariam de forma difereciada durante o desenvolvimento
ontogenético, explicando o fato de apresentarem atividade de pepsina mesmo
antes da completa formacéo do estbmago.

Os dados apresentados aqui mostraram a habilidade do tambaqui em
expressar 0s genes das principais enzimas proteoliticas durante as primeiras
fases do desenvolvimento embrionario e larval indicando o grau de
funcionabilidade do trato gastrointestinal livre de interferéncias inerentes aos
ensaios bioquimicos. Entretanto, € necessario que novos estudos sejam
delineados, tanto em nivel molecular quanto em nivel bioquimico para que

possamos comprender 0s processos regulatorios que determinam tal habilidade.
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5. CONCLUSOES

1. A expressao génica do tripsinogénio e pepsinogénio nos primeiros estagios
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de desenvolvimento indicam que o tambaqui possui a funcdo digestiva bem
equilibrada e precoce.

O tambaqui possui elevada expresséao de tripsinogénio em estagios que
precedem a abertura da boca e inicio da alimentacéo exogena (0, 1 e 36
horas ap0s eclosao).

O tambaqui possui elevada expresséo de tripsinogénio em estagios que
precedem a mudanca de alimento vivo para alimento formulado (120 horas
apos eclosao).

A expressao de tripsinogénio e a atividade enzimatica da tripsina, ndo
apresentam o mesmo padrédo de comportamento durante o
desenvolvimento ontogenético do tambaqui, indicando regulacao pos-
transcricional desta enzima.

O tambaqui apresenta baixos niveis de expressao de pepsinogénio nas
primeiras 24 horas ap6s ecloséo, antes da formacéo completa do
estbmago, e aumenta gradativamente até pouco depois da abertura da
boca e inicio da alimentacao exdégena, sugerindo a importancia desta
enzima na degradacao das proteinas nos primeiros estagios de
desenvolvimento.

A expressao de pepsinogénio em larvas com 120 DAE e juvenis foi menor
guando comparada a expressado em estagios anteriores, o que sugere a

modulacao desta enzima no nivel traducional.
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Figura 29. Variacdo da proteina solivel durante o desenvolvimento
ontogenético do tambaqui. Os valores estdo apresentados como médias +
SEM (n=3). Cada ensaio foi realizado em triplicata. HAE indica horas apés
eclosdo e DAE indica dias ap0s eclosdo. RV: reserva vitelinica; AN: alimento
natural; RC: racdo comercial. As linhas pontilhadas indicam os periodos com
diferentes fontes de nutrientes. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05).



