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1 - INTRODUCAO

A umdade newrc-enddcrina regula uma série de eventos
bioquirnicos e fisiologicos, permuitindo a completa integragfio dos organismos as
caracteristicas e alteragdes do me10o externo.

As linhas gerais de orgamzagdo do sistema enddcnino
permaneceram praticamente malteradas no curso da evolugiio, uma vez que com excegdo
da placenta e da paratiredide, as demais glandulas estdo presentes em todas as classes de
vertebrados. Todavia, os hormdénios polipeptidios evoluiram como resultado de mudangas
geneficamnente determinadas ¢ os receptores se diferenciamram quanto a estrutura e
localizagfio tecidual. As mudangas progressivas da molécula hormonal resultaram no
aumemnto do niimero de hormoénios de cada "familia” de peptidios homodlogos e as
alteragOes da estrutura e localizagio dos receptores determinaram agdes biolégicas
diversas para um mesmo horménio em diferentes classes de vertebrados (FONTAINE,
1985).

No entanto, existem hormoénios peptidios como a insulina, que
apresentam um grande nimero de aminodcidos conservativos, enconirados na mesma
seqiéncia e posigio em classes tio distantes como os agnatas e os mamiferos (PFEIFFER,
1993). A insulina é encontrada em todos os vertebrados (PFEIFFER, 1993) e, em alguns
invertebrados, substincias semelhantes a insulina foram identificadas em extratos de
intestino e tecidos associados (BENTLEY, 1982; PLISETSKAYA; JOOSSE, 1985).

Os estudos comparativos do péncreas endécrino  de
vertebrados tém demonstrado que as primeiras ilhotas isoladas surgem nos peixes
primitivos, 0s agnatas, e estas j& apresentam as células B, produtoras de insulina, além

das células D. que secretam somatostatina. A gléndula enddcrina genuina com os quatro
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tipos de células (A, B, D e PP) é observada nos elasmobranquios, uma sub-classe mais
desenvolvida (BONNER-WEIR; WEIR, 1979).

Nos vertebrados, a molécula de insulina é constituida pelas cadeias
A e B com 21 e 30 aminodcidos, respectivamente, umidas por duas pontes dissulfidicas de
cistina. Estudo realizado por PLISETSKAYA et al. (1985) comparando a msulina do
telebsteo Oncorhiynchus kisutch com a bovina mostrou que elas  diferem em catorze
aminodcidos, mas todas as substituigdes sdo conservativas do ponto de vista de
conformagdo da molécula e ocorrem em areas da seqiiéncia mais sujeitas a variagfes.
Com relagfio ao receptor, MUGGEOQO ef a/. (1979) sugeriram que as suas propriedades
funcionais foram bem conservadas no curso da evolugdo dos vertebrados, provavelmente
mais do que o horménio.

A msulina ¢ um importante regulador do metabolismo intermedidrio
em vertebrados ¢ o seu efeito resulta da agdo principalmente no figado, misculo e tecido
adiposo. Em mamiferos, a insulinz é o principal hormémio anabdlico e estimula a
captagdo de glicose pelo misculo esquelético, cardiaco, glindulas mamanas; e de dcidos
graxos e glicose pelo tecido adiposo. Em adigiio, o hormdmio acelera a captagio de
aminodcidos em varios érgfios, mas preferencialmente no tecido hepatico e muscular
esquelético. A insulina também inibe a gliconeogénese, a glicolise, a lipdlise e a
protedlise (BENTLEY, 1982). Esse horménio tem um papel primario na manutengdo dos
niveis constantes de metabdlitos especificos no sangue, principalmente a glicose que é
indispensével para a fun¢fio normal do sistema nervoso central. Todos esses mecanismos
foram exaustivamente estudados em mamiferos e, em outras classes de vertebrados,
principalmente em peixes, ndo hd concordincia quanto a muitos aspectos do controle do
metabolismo de carboidratos e lipidios pela insulina,

Durante muito tempo,acreditou-se que os peixes eram deficientes em
msulina, tendo em vista a sus inabilidade para regular a glicermia em resposta a uma

sobrecarga de glicose. Esse falso conceito foi retificado com a descoberta, nos altimos



anos, de que os niveis de msulina tanto nos agnatas como nos teledsteos ¢ muito maior do
que os verificados em mamiferos (MOMMSEN; PLISETSKAYA, 1991). Em experimento
realizado com Oncorhynchus mykiss (GUTIERREZ et al., 1989), a dieta com elevado teor
de carboidratos produziu aumento da insuhinemia, do nGmero de receptores de insulina e
da ioteragfio hormémio-receptor, {rés a cinco horas apds a Oltima alimentagdo. Esses
autores sugeriram que a intolerincia A glicose observada nos peixes carnivoros parece
refletir a fosforilagéio inadequada da tirosina-quinase na sub-unidade beta do receptor de
msulina ou de algum defeito pés-_»receptor do sistema transportador de glicose, Mais
recentemente, HARMON et «/. (1991) verificarain que a administragdo intraperitoneal de
glicose (10pg/g de peso corporal} na mesma espécie resultou em hiperglicemia, aumento
da somatostatina e do glucagon, enguanto a insulina foi inicialmente suprimida. Eles
sugeriram que, em Oncorhynchus mykiss as células D pancredticas sfo mais sensiveis 4
glicose do que as células B e que a somatostatina suprime a secre¢fio de ipsulina,
contribuindo para a intolerféincia a glicose.

A admimstragio de imnsulina em peixes, produz uma lenta ¢
prolongada queda da glicemia, contudo a magnitude e duragdo do efeito sdo varidveis e
parecemn depender de fatores intrinsecos 4 espécie ¢ ao individuo. LEIBSON,
PLISETSKAYA (1968) sugeriram que as diferentes respostas 2 insulina observadas entre
as espécies podem estar relacionadas a posigio filogenética, uma vez que peixes
primitivos como os cicléstomos apresentam hipoglicemia mais duradoura se comparados
com os teleésteos. De acordo com PLISETSKAYA ef ol {1976), em teledsteos a
mobilidade poderia ser um outro fator importante na determinagfo da resposta a insulina:
peixes benténicos marinhos e de dgua doce, quando comparados com o5 mais ativos,
exibem hipoglicemia mais lenta e prolongada em resposta 4 insulina exégena. A condi¢do
nufricional parece também determinar a intensidade e dura¢fio da queda glicémica em
resposta 4 admimstragdo de insulina.  OTTOLENGHI et al. (1982) verificaram que em
‘rtalurus melas adultos a administragfdo intraperitoneal de insulina bovina (60U/Kg de



peso corporeo) induziu hipoglicemia, mas o efeito hormonal fo1 mais promumnciado nos
animais alimentados do que nos que haviam gido submetidos a um jejum de vinte dias,

Na matoria dos estudos in vive, foram testadas doses de msulina
variando entre 2U/Kg e 350U/Kg de peso (CARNEIRO; AMARAL, 1983; INCE;
THORPE, 1974; LEIBSON; PLISETSKAYA, 1968, LEWANDER et al., 1976
OTTOLENGHI ef al., 1982; PEREZ et al, 1989, THORPE; INCE, 1974), todavia a
espécie Oncoriiynchus kisutch (PLISETSKAYA et al., 1985) exibiu sensibihidade a dose
de insulina bovina e espécie-especifica tio baixa quanto 0,01U/Kg de peso corporal.
Portanto, a principal distingfio enfre os peixes e os vertebrados superiores em relagiio ao
efeito da insulina ndo parece ser a sua resistdncia, mas a sua grande tolerdncia a
hipoglicemias intensas provocadas por doses farmacoldgicas desse horménio. Esse fato ¢
atribuido, em parte, a menor dependéncia do organismo 3 glicose, particularmente do
tecido nervoso, uma vez gue algumas espécies possuem reservas de glicogémio cerebral e
as utilizam nas situag®es emergenciais (MOMMGSEN; PLISETSKAYA, 1991).

Embora algiomas espécies possuam reservas consideraveis de
glicogénio cerebral, em geral, o figado é o principal érgdo de estoque , seguido pelo
miocardio, masculo esquelético vermelho e misculo esquelético branco {OTTOLENGHI
et al., 1981). Considerando que em teledsteos a musculatura esquelética ¢ composta
predominantemente por fibras brancas, esse tecido constitul muma impoﬂ:inte reserva de
glicogénio, apesar das baixas concentragbes encontradas (OTTOLENGHI et al., 1981). O
teor de glicogénio tecidual pode ser afetado por fatores fisiologicos e/ou ambientais como
exercicio, desova, migragfo, estresse, jejum e sazonalidade (BLASCO et @/.,1992; DEAN;
GOODNIGHT, 1964; MORALES ef al., 1990; MORATA et al., 1982, OTTOLENGHI et
al., 1981), mas o padriio de mobilizagfio nessas situagles vana enfre as espécies.

Ainda que a 1nsulina tenha um papel central no confrole da sintese e
da estocagem de reservas metabélicas, os relatos a respeito do seu efeito em peixes sfo

conflitantes. Dos experimentos realizados com espécies carnivoras tém evoluido o



conceito que a principal fungdo da insulina é de regulagiio do metabolismo de proteinas no
misculo (ABLETT et al., 1981, COWEY et al., 1977).

Os estudos in vivo tém demonstrado que a admmistragio de insulina
promove, frequentemente, decréscimo da concentragio de glicogénio hepdtico,
acompanhado por aumento ou manufencio do teor de glicogénio muscular (CARNEIRC;
AMARAL, 1983; LEWANDER et al., 1976; OTTOLENGHI et al., 1982). Em Pimelodus
maculatus, um teleésteo de Agua doce, mantidos em jepun por quatro dias, a
administragio intraperitoneal de insulina bovina (350U/Kg de peso corporal) induziu
hipoglicemia severa, acompanhada por decréscimo do glicogénio hepitico e manutengio
do glicogémo muscular. Os autores sugeriram que a redugéo do glicogénio hepatico pode
ter resultado da agdo dos horménios confra-regulatérios em resposta a hipoglicemia ¢ a
aumentada captacdo da glicose pelos tecidos periféricos. A manutengiio do teor de
glicog&nio muscular fo1 atribuida ao consmnb de glicose pelos processos oxidativos nesse
tecido.

Na espécie onivora Rhamdia hilarii (MACHADO et al., 1988),
mantida com dieta contendo elevado teor de carboidratos, a administragdo intravenosa de
insulina bovina (20U/Kg de peso corporal) resuliou em redugiio da taxa de incorporagéio
da 14-C-glicose em glicogénio no figado ¢ ndo alterou a incorporagiio da mesma no
misculo. Eles também atnbuiram esses efeitos & liberagSio de horménios conira-
regulatorios, como o glucagon, principalmente em fungdo da dose farmacoldgica utilizada
nesse estudo.

Alguns estudos in vitro ttm demonstrado o efeito anabdlico da
insulina em peixes, representado pelo aumento do contetdo de glicogémio em hepatdcitos
de Oncorhynchus kisutch (PLISETSKAYA et al, 1984) e em fatias de figado de
Notemigonus crysoleucas (VLAMIG; PARDO, 1975). Em hepatocitos isolados de
Anguilla rostrata (FOSTER; MOON, 1990) a insulina manteve os niveis de glicogénio e

suprimiu a taxa de produgfio de glicose através da glicogendlise, sendo essa ag#o



aparentemente mediada, em parte , peio decréscimo da glicogénio-fosforilase total e
também da forma ativa da enzima (glicogénio-fosforilase a). Em hepatécitos isolados de
Saimo gairdneri (PETERSEN et /., 1987) a msulina intbiu a gliconeogdnese a partir do
lactato, contudo, na espécie Hemitripterus americanus (FOSTER;, MOON, 1987) ativou a
gliconeogénese a partir da serina e da alanina.

O efeito da insulina sobre as reservas de glicogénio no tecido
muscular cardiaco e cerebral fo1 pouco estudado em peixes, PLISETSKAYA {1968)
relatou que a administragdo intra-peritoneal de insulina suina/bovina (30-80U/Kg de peso)
em Lampetra fluviatilis, Dasyatis pastinaca, Scorpaena porcus e Cyprinus carpio,
resultou em declinio da concentragfio de glicogénio do cérebro e do misculo cardiaco ¢
em todas as espécies o retorno da glicermia aos niveis iniciais foi acompanhado por
restauragéo do glicogénio nesses tecidos.

Com referéncia a ago biolégica da msulina sobre o metabolismo
de lipidios, estudos in vivo realizados com varias espécies de teledsteos t8m demonstrado
gue a administragio do horménio determina a redugiio de dcidos graxos livres plasmaticos
(INCE; THORPE, 1975; LEWANDER et al., 1976, MINICK; CHAVIN, 1972) pelo seu
efeito anti-lipolitico (HARMON; SHERIDAN, 1992; PLISETSKAYA et al., 1989) e
lipogémico {COWLEY; SHERIDAN, 1993; VLAMIG; PARDO, 1975). De acordo com
PLISETSKAYA (1980), a intensidade e duragdo do efeito da msulina in vive sfo
dependentes da via de administragfio hormonal, da espécie estudada ¢ da sua condigfio
fisioldgica

Em Esox lucius (INCE; THORPE, 1975) a administra¢fio intra-
arterial de insulina bovina (ZU/Kg de peso corporal) nfio alterou a concentragio
plasmatica de acidos graxos livres, enquanto igual dose de insulina de bacalhau causou
redugdo unediata e sigmficativa em relagfio aos animais controle enire trinta minutos e
nove horas ap6s a mtervengio hormonal. Em estudo posterior com essa espécie, nas

mesmas  condicdes, a insulina de bacalhau (2U/Kg de peso corporal} estimulou a



incorporagioc de 14-C de glicose em lipidios hepdatico e muscular (INCE;, THORPE,
1976).

Os conhecimentos obtidos até o momento sobre o papel da msulina
na regulagfio de metabolitos e reserva energélicas em peixes sdo inconclusivos. Ademais,
resultam de estudos conduzidos essencialmente com espécies como lampréias, salmdo,
enguias, que possuem estratégias de vida complexas; ou com outros peixes de clima
ternperado que estfo syjeitos a condigGes ambientais diferentes das espécies tropicais.

Dentre os peixes tropicais que tém despertado grande interesse
cientifico nos Gltimos anos, destaca-se o pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg,
1887), teledsteo nativo da Bacia Parana-Paraguai e com ocorréncia principal no Pantanal
Mato-Grossense, conhecido vulgarmente por pacu, pacu-guagu ou carasha. De acordo
com FERRAZ DE LIMA (1981, 1983), o Piaractus mesopotamicus ¢ um peixe de habito
alimentar onivoro, tipicamente reofilico, que empreende longa migragfio ascendente
durante a seca , e na estagfio chuvosa penetra as zonas de immdagfo onde permanece em
alimentagdo intensiva até a vazante, quando retorna ao leito do rio e recomega o ciclo.

Nessa espécie, as Investigagtes tém-se limitado a determinar a
composigio e a mobilizagfio de resevas energéticas e dos metabdlitos plasmaticos frente
a0 jejum e a realimentagfio (AKIOSHI et al., 1992; SOUZA et al., 1993), as mudangas
sazonais ¢ do ciclo reprodutivo (MONTREZOR et al., 1992, URBINATI, 1991), a
sobrecarga de glicose (PIRES et al., 1991) e ao estresse de mamejo (KRIEGER-
AZZOLINI ef al., 1989). O conhecimento sobre o controle end6erino do metabolismo
mfermediario é amnda restrito, sendo necessdrios estudos para coshecer o efeito de
horménios como a insulina

Os estudos de intervengio hormonal exigemn a manipulagio
constante do-animal, para as coletas de sangue consecufivas e em curto periodo de tempo.
E de consenso a necessidade de condig®es experimentais rigorosamente controladas nas

investigagOes dessa nafureza. Em peixes, sdo grandes as dificuldades para obter amostras



sanguineas seriadas. As técmicas frequentemente empregadas (pungo caudal ou cardiaca,
secgdio do pedinculo caudal e decapitagfio) e o uso de agenies anestésicos durante esses
procedimentos resultam em alteragbes significativas do estado fisiolégico do animal
(CHAVIN; YOUNG, 1970; HOUSTON et al., 1971; MORALES et al.,1990).

Em experimento piloto realizado com Faractus mesopotamicus
juvenis (LATORRACA, 1992), 0 manuseio para a administragdo hormonal ¢ para as
coletas consecutivas de sangue determninaram hiperglicemia acompanhada por queda da
concentragio plasmatica de dcidos graxos livres plasméticos; além disso, nio foi possivel
discriminar os efeitos de diferentes doses de insulina, demonstrando a pecessidade de
procedimentos menos estressantes.

Com o implante de cinula na aorta dorsal ¢ possivel o
acompanhamento individual das respostas ao horm6nio, por vérios dias ou semanas. A
manutengiio dos peixes em agquirio escuro com compartimentos individuais ¢ recomendado
para minunizar distiirbios fotosensoriais e padronizar as condi¢8es experimentais durante
as amostragens (SOIVIO et al., 1975).

A avaliagfio das alteragSes enddcrino-metabélicas decorrentes da
manipulagio cirirgica e das condi¢des de manuten¢iio dos peixes com cénula implantada é
essencial para a mterpretagdo dos resultados de experimentos posteriores. Assim, este
trabatho teve o proposito de padronizar um modelo para estudo de interven¢fio hormonal,
usando o teledsteo Piaractus mesopotamicus. O efeito in vivo da insulina sobre o
metabolismo de carboidratos e lipidios, foi investigado em Piaractus mesopotamicus
juvenis com cénula crénica implantada na aorta dorsal e mantidos em caixa de
experimentacio especial. Para isto, foi avaliada a agfio do referido horménio sobre a
glicemia, as reservas de glicogénio tecidual e a concentragfio plasmatica de dcidos graxos

Hvres.



2 - OBJETIVO3

Este trabalho foi executado em trés etapas, buscando atingir os

seguintes objetivos:

- Verificar a viabilidade do implante de cinula crfnica na aorta dorsal em Piaractus
mesopotarnicus ¢ da sua manutengfo em caixa de experimentagfo especial.

- Determunar o tempo requerido para a estabilizag3o dos indicadores endécrino-
metabélicos (cortisol, glicose e dcidos graxos livres plasmiéticos) apés a cirurgia de
umplante de cénula na aorta dorsal.

- Determinar o mntervale de tempo para o infcio da intervengio hormonal.

- Determinar a menor dose de insulina capaz de promover hipoglicemia , os tempos de
efeito mdximo e de recuperagio.

- Verificar o efeito da menor dose hipoglicemiante sobre as reservas de glicogénio e de

dcidos graxos livres plasmaticos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados aproximadamente 200 exemplares de pacus
juvenis (Piaractus mesopotemicus), machos e fémeas, obtidos de desova indurida e
mantidos sob a criaglio em viveiro natural de 350n® em densidade populacional de 1
peixe/m?, no Centro de Pesquisza e Tremamente em Agiicultura (CEPTA), em
Pirassununga - S#o Paulo.

No viveire de criagfo, os peixes foram alimentados uma vez por
dia, ad Hbitum, com ragiio balanceada, peletizada, contendo aproximadamente
2600Kcal/Kg (CANTELMO, 1993), produzida pelo Setor de Nutricio e Alimentagfio
Artificial do CEPTA. Em condigfes experimentais, 08 peixes permaneceram efn jeum.

Os experimentos foram realizados entre dezembro de 1992 e maio

de 1993.

3.2 - Implante de Cénula Crénica na Aorta Dorsal e Manutengdo dos Animais

OUs peixes capturados com pugd, foram anestesiados em recipientes com
capacidade para 10 litros, contendo Mentol-5-Metil-2 {(1-metiletil) ciclohexanol (mentol
cristalino) na concentragfo de 80ppm por 1,5 a 3,5 minutos até a perda da reatividade aos
estimulos externos. A seguir os peixes foram transferidos para a mesa cirtrgica (Figura 1),
mantidos sobre a maca em decibito ventral, tendo o corpo imobilizado pelos suportes

paralelos ajustdveis ¢ a cabega externalizada. A mandibula foi tracionada para manter a
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cavidade bucal aberta As brinquias foram irrigadas constantemente com solugfio
anestésica de mentol cristalino a 25ppm.

O implante da c&nula na aorta dorsal foi conduzido segundo a
técnica descrita por SOIVIO et al. (1975). O cone nasal (Figura 2C) foi introduzido
através de um orificio aberto da nanna até o palato, servindo de suporte para a cimila
(Figura 2D). A cénula previamente lavada com solugfio de cloreto de sédio a 0.9%
contendo heparina sédica (LIQUEMINE-ROCHE)} na concentrag@io de 10U/ml, foi
introduzida com o auxilio de um mandril, na linha média de inser¢fio dos arcos branquiais
na altura do primeio par, em um éngulo de 45° . O refluxo de sangue rdpido e forte, apds a
retirada do mandril, foi o indicativo de que a aorta havia sido puncionada A cénula foi
inserida na arténa por aproximadamente 4cm, em seguida externalizada stravés do cone
nasal e suturada po palato. Apos acoplamento 4 extensfo, a cinula foi preenchida com
0,2ml de solugio fisioldgica e heparina sédica, na concentragio anteriormente descriia, e
vedada.

A Figura 3 mostra um exemplar de Piaractus mesopotamicus com
a camula posicionada na aorta dorsal e preenchida com contraste.

Os peixes foram banhados em solugo de azul de metileno a 0,3% e
transferidos para a caixa de experimentagfo (Figura 4) construida em acrilico preto, para
minimizar distirbios fotogsensoriais causados por movimentos durante a retirada de sangue.

A #gua de abastecimento da caixa de experimentagfio apresentou pH
e oxigénio dissolvido praticamente constantes (pH=6,1%0,3; oxigénio dissolvido=
6,04:0,3mg/1), enquanto a temperatura variou entre 21,0°C e 29,0°C em fun¢do do periodo
de realizagfio dos experimentos (Tabela T).

Durante todos os experimentos, adotou-se como medida profilatica
contra o aparecimento de fungos, a adigfio de 20ml de uma solugfio de formal e verde de

malaquita no compartimento de enfrada de dgua da caixa de experumentagfo, wna vez ao
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Flgura 1 - Mesa cirGrgica e sistema de urigagdo branquial. Componentes: 7- recipiente
de plastico (10 litros) com solugfio anestésica; 2- bandeja de acrilice com
orificios de drenagem; 3- suportes paraleios ajustéveis em acrilico para
imobilizag#io do peixe; 4- maca de nylon; 5- bomba de drenagem com poténcia
de 90 watts e pressfio méxima de 1.9 metros de coluna de dgua; 6- controlador
de fluxo de dgua; 7- mangueiras de abastecimento e saida de agua; 8- tubos de
latex para umigagdo das bréiinquias; 9 ¢ 16- suporte e cordfo para retragéio da
mandfbula; = fluxo da solugfo anestésica.
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Figura 2 - Fotografia da cinula e do cone nagal. A céinula era composta de duas partes, a
inicial e a extensfio, com comprimentos de cerca de 30cm e 20cm,
respectivamente, confeccionadas com tubos de polietileno Clay-Adams (PE-50
e PE-60) e CPL Medical's (referéncia n° 10 e 20). (A) Cénula utilizada nos
experimentos 1niciais. Componentes: /- parte inicial (Clay-Adams PE-60); 2-
extensdio (Clay-Adams PE-60); 3- conexfio feita com segmento de agnlha
hipodérmica; - tampa feita com arame galvanizado. (B) Cénula modificada
que apresentou melhor desempenho. Componentes: I- parte inicial (CPL
Medical's referéncia n° 20); 2- extensfo feita com a porgo superior de uma
sonda uretral (CPL Medical's referéncia n° 04) com sistema de vedagfo
préprio, evitando refluxo de sangue; 3- protuberfincia feita com parafilme
enrolado no tubo a 6-7cm da extremidade, fincionando como uma trava para
impedir a retirada da cfnula;, 4- conexfio feita com segmentos de tubos de
polietileno com maior difimetro, evitando ocorréncia de obstrugfio; §- cordfio
de sustentagio da cfinula em um varal eldstico, impedindo que a céinula caisse
dentro da caixa de experimenta¢fio ou enrolasse no peixe. (C) Cone nasal
confeccionado com tubo de polietileno com didmetro interno que permitia a
passagem da cénula e comprimento de cerca de 4cm. (D) Parte inicial da
canula (Clay-Adams PE-50) () mostrando como a protuberfncia feita com
parafilme (3) fravava a cénula no cone nasal (2).
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Figura 3 - Radiografia de um pacu (Piaractus mesopotamicus) juvenil (com peso de
580g e comprimento total de 30,1cm) com cénula implantada na aorta dorsal,
preenchida com contraste (Urografina 370).
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dia. Essa solucgfic tinha a seguinte composigio: 1000ml de formol, 6,5ml de verde de
malaquita mais 0,5g de bicarbonato de sédio.

3.3 - Recuperacfo Pés-Implante de Cinula

A recuperagdo poés-implante de cénula foi determinada pelo
monitoramento dos valores de glicose, acidos graxos livres e cortisol plasmaticos.
Os peixes foram capturados com rede de arrasto no dia da cirurgia,
mantidos em galGes com capacidade para 30 litros de dgua constatemente renovada. A
seguir, foram retirados com pugd, anestesiados, pesados, medidos e submetidos ao
implante de cénula. Apds a cirurgia e antes de serem transferidos para a caixa de
experimentagdo, 1ml de sangue foi coletado através da canula (T0). O mesmo volume de
sangue foi obtido 6 (T6), 12 (T12), 24 (T24), 48 (T48), 72 (T72) e 96 (T96) horas apés a
primeira amostragem, para dosagem dos parimetros endécrino-metabdlicos de interesse.
Os mesmos parimetros metabélicos foram determinados em animais sob
condi¢fio de vida em cativeiro (grupo pré-experimental) para confronto com os valores
obtidos apés manuseio , cimrgi# e manutencio nas condiges experimentais.

Para isto, os peixes foram capturados do viveiro com rede de arrasto
doze horas apés terem sido alimentados, envolvidos em toalhas imidas para coleta de 2ml
de sangue por pungfo do vaso candal, no minimo de tempo possivel (3 a 5 minutos). Apés
a obtengdo de dados referentes a peso e comprimento, os peixes foram devolvidos ao

viveiro,



3.4 - Efeito_da Admimistracfio Intra- Arterial de Insulina Sobre a Glicemia

Os peixes recém-alimentados foram capturados do viveiro com
rede de arrasto em grupos de dezoito animais e mantidos em caixa de fibra de vidro com
capacidade de 300 litros e sistema de renovagfio continua de dgua. Ap6s 24 horas foram
capturados com pugd, submetidos aos procedimentos para implante de cinula na aorta
dorsal e transferidos para a caixa de experimentagfio.

A mtervengdo hormonal deu-se 48 horas apdés a cirurgia para
implante de cinula (vide resultados do periodo de recuperagfio). Amostras de sangue
foram obtidas no curso das 48 horas subsequentes a4 administragdio do horménio.

Insulina suina regular purificada (BIOBRAS) foi injetad