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“[...] O tempo é irrealizavel. Provisoriamente o tempo parou para mim.

Provisoriamente.
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Resumo

A garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus) € uma espécie com potencial para
a aquicultura marinha brasileira, mas seus aspectos fisiol6gicos ainda séo pouco
estudados. Investigar os efeitos de diferentes periodos de restricdo alimentar e a
realimentacdo sao informacdes importantes para entender a fisiologia desta
espécie em cativeiro. Os animais foram divididos em 3 tratamentos: tratamento
alimentacdo (30 dias de alimentacdo), tratamento realimentacdo (15 dias de
restricdo alimentar e 15 dias de realimentacao) e tratamento restricao alimentar (30
dias sem alimentacéo). Foram coletados o total de 9 animais/tratamento e coleta,
e os respectivos dias de coleta foram: 7d; 15d; 15d+12 horas; 22d e 30d. Obtivemos
100% de sobrevivéncia em todos os grupos. Apoés a analise estatistica dos dados
observou-se que no tratamento realimentacdo, os parametros corporais, perfil
lipidico e de acidos graxos (AG) do plasma, do tecido hepéatico e muscular
mantiveram-se preservados durante jejum de 15 dias. Os animais apresentaram
maiores concentracdes lipidicas no musculo e no figado apés 7 dias da
realimentacdo, enquanto no tratamento alimentacdo a maior deposi¢cao passou a
ocorrer apenas 22 dias depois da alimentacédo. No tratamento restricdo alimentar o
gene cpt foi mais expresso nos tecidos hepatico e muscular, os animais perderam
massa corporea e usaram AG fisiologicamente importantes, como émega-3.
Concluiu-se que a garoupa-verdadeira possui capacidade de reajustar o
metabolismo lipidico, inclusive de AG durante 15 dias de restricdo alimentar
conciliado a 15 dias de realimentacdo, mas esta capacidade diminui apds 30 dias
de restricdo alimentar, e que a alimentacdo constante deve ser repensada para a

espécie.

Palavras-chave: Fisiologia, espécie marinha, metabolismo energético, B-oxidacao,

jejum.
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Abstract

The dusky grouper (Epinephelus marginatus) is a species with potential for
Brazilian marine aquaculture, but physiological aspects of the species are still poorly
studied. Investigating the effects of long periods of food restriction and refeeding
periods are relevant information to understand physiology of this species in captivity
and is the goal of this study. The juveniles were divided into 3 treatments: feeding
treatment (30 days of constant feeding), refeeding treatment (15 days of fasting and
15 days of refeeding) and fasting treatment (30 days without food). A total of 9
animals/treatment and collection were sampled, in the respective days: 7d; 15d;
15d+12 hours; 22d and 30d. We obtained 100% survival in all groups. After
statistical analysis of the data, we observed that in the refeeding treatment, body
parameters, lipid profile and fatty acids (FA) in plasma, liver and muscle tissue
remained preserved during the 15-day fasting. The animals showed higher lipid
concentrations in muscle and liver after 7 days of refeeding, while in the feeding
treatment the greatest deposition began to occur only 22 days after feeding. In
fasting treatment, the cpt gene was more expressed in liver and muscle tissues, the
animals lost body mass and used physiologically important FAs, such as omega 3.
It was concluded that the dusky grouper has capacity to readjust lipid, including FA
metabolism during 15 days of fasting combined with 15 days of refeeding, but this
capacity decreased after 30 days of fasting, and that constant feeding should be

rethought for this species.

Keywords: Physiology, marine species, energy metabolism, B-oxidation, fasting
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1. Introducéo

O metabolismo energético pode ser definido como um conjunto de reacdes
anabdlicas e catabdlicas que atuam em diversas moléculas importantes para a
manutencao da vida, como os carboidratos, as proteinas e os lipideos (Nelson e
Cox, 2019). Estes ultimos, sdo substratos derivados de hidrocarbonetos, que
possuem como principal caracteristica a insolubilidade em &gua e sao
componentes estruturais importantes para as membranas celulares, possuem alto
valor energético e realizam funcdes de sinalizacdo intracelular (Tocher, 2003;
Nelson e Cox, 2019).

Os lipideos, em sua maioria, sdo compostos por moléculas de acidos graxos
(AG), que sao acidos carboxilicos com cadeias de 4 a 36 carbonos e que podem
ser classificados em lipideos de armazenamento ou estruturais, e sao diferenciados
por suas funcbes e estruturas moleculares. Os principais lipideos de
armazenamento sao os triglicerideos (TG, do inglés triglycerides), cujas principais
funcBes sdo reserva de energia e isolamento térmico. Ja dentre os lipideos
estruturais, os principais sdo os fosfolipideos (PL, do inglés phospholipids) que
possuem funcéo de estruturacdo das membranas celulares e podem atuar como

sinalizadores biolégicos (Tocher, 2003; Moyes et al., 2009; Nelson e Cox, 2019).

Os AG podem ser divididos de acordo com caracteristicas das cadeias de
carbonos, por exemplo, os AG com cadeias saturadas (sem insaturacdes — duplas
ligacdes) sdo denominados AG saturados (SFA, do inglés saturated fatty acids);
AG com cadeias de carbono contendo apenas uma insaturacado sao denominados
AG monoinsaturados (MUFA, do inglés monounsaturated fatty acids); e AG
contendo duas ou trés insaturacdes na cadeia sdo denominados AG polinsaturados
(PUFA, do inglés polyunsaturated fatty acids). Os PUFA que possuem mais de trés
insaturacdes e cadeias longas sédo ainda denominados de PUFA de cadeia longa
(LC-PUFA, do inglés long chain polyunsaturated fatty acids) (Nelson e Cox, 2019).

Os LC-PUFA fisiologicamente mais importantes sado o acido
docosahexaenoico (22:6n3; DHA), o acido eicosapentaenoico (20:5n3; EPA) e o
acido araquidonico (20:4n6; ARA) (Glencross, 2009, Turchini, 2009 Tocher, 2015;
Sprague et al., 2016; Nelson e Cox, 2019). Estes AG participam de inUmeros

processos importantes em um organismo, como reproducao, desenvolvimento e
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crescimento. Além do mais, tais moléculas sédo fundamentais para a estruturacao
das membranas celulares, e de forma geral, os AG das diferentes classes de
lipideos fazem parte do processo de oxidagdo e geracdo de energia, que ocorre
através da B-oxidacgao (Glencross 2009; Turchini et al., 2009; Tocher, 2008; Tocher,
2015; Nelson e Cox, 2019). Além disso, pode-se dizer que a composicado de AG
presente na dieta, influenciara no perfil de AG nos tecidos dos animais, incluindo
as membranas bioldgicas (Calder, 2008), uma vez que alguns PUFA, como o acido
linoleico (18:2n6) e acido linolénico (18:3n3), ndo podem ser sintetizados pelos
animais devido a auséncia de enzimas como a delta (A) -12 e a A-15-dessaturase,
gue bioconvertem o0 AG 18:1n9 em PUFA. Desta forma, estes AG sao classificados
como essenciais para a maioria dos animais e, portanto, precisam ser obtidos
através da dieta (Sargent et al., 2002; Tocher, 2010).

No metabolismo de AG, diversas enzimas estdo envolvidas na sintese,
transporte e degradacado destes AG (Nelson e Cox, 2019). O DNA destas destas
enzimas é transcrito, sendo a expressao génica o processo pelo qual a informacéao
contida em um gene é utilizada para produzir uma proteina funcional (Alberts et al.,
2017). Algumas enzimas, transcritas por esses genes, importantes nesse processo
sao:

- FAS (do inglés fatty acid synthase), enzima que catalisa a sintese de AG
de cadeia longa a partir de acetil-CoA e malonil-CoA. O gene desta enzima é

expresso principalmente no figado e tecido adiposo, e é importante para a producao

de triglicerideos e armazenamento de gordura (Wakil, 1998);

- CPT (do inglés carnitine palmitoyltransferase), uma enzima que catalisa a
entrada de AG de cadeia longa nas mitocondrias para oxidacao beta. O gene é
expresso principalmente no figado, musculo esquelético e tecido adiposo, e €

importante para a utilizacdo de gordura como fonte de energia (McGarry, 1997),

- ACOX (do inglés Acyl-CoA Oxidase), enzima que catalisa a oxidacao de
AG de cadeia longa no peroxissomo. O gene desta enzima € expresso

principalmente no figado, musculo esquelético e rins, e é importante para a

oxidacdo de AG e producéo de energia (Van e Mannaerts, 1999),

- ACADVL (do inglés Acyl CoA dehydrogenase very long chain), enzima que

catalisa a oxidacdo de AG de cadeia muito longa na mitocéndria. O gene desta
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enzima é expresso principalmente no figado, musculo esquelético e coracao, e é
importante para a utilizacdo de AG de cadeia muito longa como fonte de energia
(Wanders et al 2001);

- SCD (do inglés Stearoyl CoA desaturase — delta9), catalisa a dessaturacao
de SFA em MUFA. O gene é expresso principalmente no figado, tecido adiposo e

musculo esquelético, e € importante para a requlacdo da composicao de AG nas

membranas celulares e sintese de lipideos (Ntambi e Miyazaki 2004).

Todo esse processo € controlado por fatores regulatérios, como hormonios
e fatores de transcricdo, que se ligam ao DNA e ativam ou reprimem a transcricao
dos genes envolvidos no metabolismo de AG. A expressao génica e o controle do
metabolismo de AG sdo essenciais para manter o equilibrio energético e a
homeostase no organismo (Nelson e Cox, 2019).

As células podem obter energia dos AG através de trés fontes conhecidas:
a) lipideos consumidos na dieta; b) lipideos armazenados nas células; c) lipideos
sintetizados em um tecido e direcionados para outro (Nelson e Cox, 2019). Os
vertebrados, geralmente, obtém os lipideos da dieta e ainda mobilizam os lipideos
armazenados a partir de tecidos especializados, como o tecido adiposo e figado,
convertendo o0 excesso, recebido através da dieta, em lipideos a serem
armazenados ou transformados (Nelson e Cox, 2019). Os AG séao utilizados de
acordo com a necessidade apresentada, por exemplo, no musculo os AG sao
oxidados para gerar energia, ja no tecido adiposo, eles séo re-esterificados e
armazenados na forma de TG (Stubhaug et al., 2007, Tocher, 2010; Nelson e Cox,
2019). Quando ha alta demanda energética (como entre os periodos de refeicdes
ou por longo periodo de jejum), os triglicerideos armazenados no tecido adiposo
séo catabolizados e mobilizados aos tecidos alvo para a producdo de energia

através da p-oxidacéo (Nelson e Cox, 2019).

Alguns animais utilizam os lipideos armazenados para obter energia em
periodos de hibernacdo, migracdo ou em situacbes que envolvam ajustes
metabolicos extremos, como mudanca de temperatura e restricdo alimentar (Ali et
al., 2003; Bar et al., 2012; Favero et al., 2019). A restricdo alimentar é um processo,
natural ou induzido, no qual um organismo passa por um periodo curto ou até

mesmo longo, sem alimentacdo (Moen et al., 2012; Nebo et al.,, 2017, 2018;
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Cardona et al., 2019; Favero et al., 2019; Lin et al., 2019; Liu et al., 2019). McCue
(2010) descreve que os periodos (frequéncia e duracdo) podem ser definidos de
acordo com o0s eventos naturais que ocorrem: a) Breve e frequente (ciclos de
mares); b) Breve e pouco frequente (condicbes meteoroldgicas agudas); ¢) Longo
e pouco frequentes (ciclos sazonais); d) Longo e frequente (condi¢des climaticas
cronicas). Diferentes espécies se comportam de dispares maneiras durante o
periodo de restricdo alimentar, e os animais submetidos a este processo podem
apresentar desde boa recuperacdo apos a realimentacdo (Nebo et al., 2017;
Cardona et al., 2019; Tamadoni et al, 2020) até problemas com o crescimento e
desregulacdo metabdlica durante o periodo (Moen et al., 2012; Lin at al., 2019; Liu
et al., 2019; Tamadoni et al, 2020; Salgado-Ismodes et al., 2020).

O processo fisiologico da restricdo alimentar € bem conhecido em aves e
mamiferos e foi categorizado em 3 estagios/fases, que sdo caracterizados pelo tipo
de substrato (como carboidratos, lipideos ou proteinas) que esta sendo
catabolizado em um periodo de restricao alimentar. Eles sdo descritos da seguinte
maneira nestes grupos de vertebrados: 1°) FASE | — é um estdgio curto de
transicdo, no qual as proteinas e reservas de lipideos sdo mobilizadas; 2°) FASE I
— € 0 estagio estacionario, considerado longo, no qual a mobilizacdo de lipideos €
a principal fonte de energia, sendo permanente até o final destes estoques; 3°)
FASE Il — neste estagio a mobilizacdo comeca a ocorrer dos tecidos musculares,
ou seja, € iniciado o consumo de proteinas, sendo esta a principal fonte de energia

(Cherel et al., 1991; Groscolas e Robin, 2001, Bar e Volkoff, 2012).

Bar e Volkoff (2012), descrevem as fases da restricdo alimentar em
teleosteos da seguinte maneira: 1°) FASE | — Alteragcdes hormonais e fisiologicas
ocorrem neste periodo, sendo o catabolismo de glicogénio, proteinas e lipideos as
principais alteracdes fisioldgicas; 2°) FASE Il — Neste estagio a mobilizagdo de
proteinas é reduzida e os lipideos sdo a principal fonte de energia; 3°) FASE Ill — A
partir deste periodo, as reservas de lipideos apresentam esgotamento e as
proteinas comecam a ser catabolizadas. Niveis plasméaticos de hormonios e aménia
também sdo estudados. Entretanto, sdo escassos 0s trabalhos que investigam os
estagios fisiolégicos do catabolismo energético, sendo assim estes estagios sao
abordados de forma semelhante aos endotérmicos, com as fases descritas para

estes organismos (Bar e Volkoff, 2012).
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Em diferentes fases da vida, os peixes em ambiente natural passam pela
restricdo alimentar por diversos fatores, sejam eles naturais (cadeia alimentar e
migracao) ou devido as condi¢cdes ambientais extremas e/ou antrépicas (mudancas
climaticas, oscilagdo de temperatura, poluicdo ambiental, destruicdo de habitat,
entre outras) (McCue, 2010). Os peixes ainda podem ser expostos a restricdo
alimentar no cativeiro, em cultivos que tém objetivos comerciais ou de conservacao.
E diante desse quadro, a fisiologia desempenha um papel central para entender
como diferentes espécies de peixes respondem a restricdo alimentar (Moen et al.,
2012; Cardona et al., 2019; Lin et al., 2019; Tamadoni et al., 2020; Salgado-

Ismodes et al., 2020), seja ela em ambiente natural ou em cativeiro.

Para viabilizar a produgéo comercial em cativeiro diversos séo os fatores que
devem ser levados em consideracdo: a espécie, o local de producdo, o
crescimento, a eficiéncia alimentar, a salde do animal, o manejo adequado, o
produto de qualidade, entre outros (Rombenso et al., 2016; Mata-Sotres et al.,
2018; FAO, 2020). A composicdo nutricional do pescado é um dos fatores mais
importantes para a criacdo e producdo em cativeiro, uma vez que 0S peixes
possuem como uma de suas caracteristicas mais importantes sua composi¢cao
lipidica rica em LC-PUFA, sendo os peixes marinhos, ricos em émega 3, acidos
graxos importantes para a salude dos seres humanos (Simopoulos et al., 2002;
Saravanan et al., 2010; Tocher et al., 2015; Lauritzen et al., 2016). Entretanto, o
custo para fornecer todas essas condicdes € elevado, uma vez que a alimentacao
envolve percentuais que podem atingir até 70% do valor produtivo total (FAO,
2020). Desta forma, um dos desafios para viabilizar a producéo envolve reduzir os
custos nutricionais, mas adequando as dietas as necessidades nutricionais das
espécies. Essa pratica, se bem-sucedida, proporciona o crescimento desejado dos
peixes, assim como um produto de qualidade (ex. rico em dmega 3), podendo além
disso, gerar menor impacto ambiental (Turchini et al., 2009; Rombenso et al., 2016;
Mata-Sotres et al., 2018; Araujo et al., 2019).

Visando solucionar os desafios no cultivo, alguns estudos vém abordando a
restricdo alimentar, que se baseia em periodos de jejum e realimentacgéo, a fim de
compreender a fisiologia da espécie-alvo estudada de maneira mais aprofundada,
tornando esse tipo de estudo essencial para entender as necessidades metabdlicas

de diferentes espécies. Os estudos de restricdo alimentar vém sendo conduzidos
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em diferentes espécies, com destaques para 0 pacu Piaractus mesopotamicus
(Favero et al., 2017 e 2020); tambaqui Colossoma macropomum (Assis et al.,
2020); garoupa hibrida Epinephelus fuscoguttatus x E. lanceolatus (Liu et al., 2020)
e salméo rei Oncorhynchus tshawytscha (Araujo et al., 2022). Além disso, outros
estudos demonstram que diferentes espécies, como o salméo do Atlantico Salmo
salar (Moen et al., 2012); tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (Nebo et al., 2017;
2018; Liu et al., 2019); truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (Cardona et al., 2019);
pacamé Lophiosilurus alexandri (Favero et al., 2019); esturjado verde Acipenser
medirostris (Lin et al., 2019), podem ser submetidas a diferentes intervalos de
restricdo alimentar, possibilitando conhecer os limites dos individuos e adequar os
protocolos de alimentacdo de acordo com as caracteristicas apresentadas, sejam
os resultados esperados ou ndao. Os dados obtidos vém demonstrando que as
respostas fisioldgicas sdo espécie-especificas e demandam mais estudos, visando
entender a estratégia de alimentacdo ideal para as espécies utilizadas na

aquicultura.

A garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus) vem sendo considerada
uma espécie com potencial para a aquicultura marinha, pois possui grande
importancia ecolégica e comercial nas regides onde ocorre, mas ainda assim, nos
dias atuais é cultivada por apenas um produtor privado no Brasil. Em seu ambiente
natural, € encontrada principalmente em costas rochosas rasas (até 300 metros de
profundidade) (Andrade et al.,, 2003), possui habito alimentar estritamente
carnivoro, e apresenta crescimento e reproducédo tardios (Refiones et al., 2010).
Estas caracteristicas inserem a espécie na condicao vulneravel na lista vermelha
da International Union for Conservation of Nature (IUCN) (Rodrigues-Filho et al.,
2009; Pollard et al., 2018) aumentando a importancia do cultivo, evitando a pressao

da pesca predatdria sobre os estoques naturais.

A garoupa-verdadeira possui diversas caracteristicas que a tornam uma
espécie potencial para a aquicultura, como a resisténcia ao manejo (Spandri et al.,
2020), ciclo produtivo conhecido e produto (filé) de 6timo sabor, apesar de ainda
apresentar alguns entraves nas fases iniciais de larvicultura (Mello et al., 2019) e
nutricdo (Araujo et al., 2018; Oliveira et al., 2023). Os estudos, principalmente,
sobre a fisiologia da espécie sdo escassos, e mostram que a garoupa-verdadeira

possui capacidade muito limitada em sintetizar DHA, AG essencial para peixes
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marinhos e um dos principais quando se leva em consideracdo a qualidade do
pescado (Aradjo et al., 2018). Sabemos também que juvenis de garoupa aceitam
dieta comercial e que a suplementacdo desta dieta com lipideos aumenta o
desempenho em cativeiro (Sanches et al., 2014). No entanto, mesmo com as
caracteristicas positivas da espécie para o cultivo em cativeiro, escassas sao as
informacdes sobre o metabolismo lipidico da espécie, principalmente durante a

restricdo alimentar.

Investigar os efeitos de longos periodos de restricdo alimentar e o periodo
de realimentacdo da garoupa-verdadeira trara respostas importantes sobre o
metabolismo lipidico e de acidos graxos e permitird, futuramente, tracar os
estagios/fases especificos do processo fisiolégico da restricdo alimentar. O
conhecimento destas informa¢des possibilitara investir em novos estudos que
ampliem o conhecimento da fisiologia da espécie alvo. A associacdo do
conhecimento do metabolismo lipidico e seu desempenho zootécnico em diferentes
protocolos nutricionais adequados a fisiologia da espécie, certamente, sera

importante para avangar no cultivo desta espécie.

Tendo em vista todas as informacdes supracitadas sobre restricdo alimentar
e realimentacéo, este trabalho investigou as respostas do metabolismo lipidico e
de acidos graxos da garoupa-verdadeira, espécie marinha com alto potencial de
cultivo e pouco estudada no Brasil (Andrade et al., 2003; Rodrigues-Filho et al.,
2009, 2020, 2022; Refones et al., 2010; Garcia et al., 2013; Sanches et al., 2014;
Araujo et al., 2018; Mello et al., 2019; Oliveira et al., 2023). As hipéteses desta

proposta sao:

Hipotese 1: A restricAo alimentar durante o periodo de 30 dias ira
desencadear reducao na concentracao de lipidios hepaticos, pois espera-se que 0s

lipidios do tecido muscular sejam preservados durante este periodo.

Hipotese 2: Os AG totais e da fragdo TG, principalmente os SFA e MUFA,
serdo mobilizados em maiores propor¢cdes pelo plasma e depositados no tecido
hepatico e muscular, nos peixes que passarao por restricdo alimentar de 30 dias.
Além disso, espera-se que o maior catabolismo (nos tecidos analisados) de AG
totais ocorra nos peixes que passaram por restricao alimentar em algum momento

do experimento. Entretanto, para juvenis da espécie que foram realimentadas,
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espera-se ajustes do metabolismo lipidico (visualizados através da expressao de
genes e maior deposicdo de AG nos tecidos hepatico e muscular) e recuperacao

dos parametros corporais.

Hipdtese 3: Os parametros corporais ndo serdo afetados, apesar das

reservas energeéticas se modificarem nos peixes em periodo de restricdo alimentar.
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5. Conclusoes

Considerando os parametros analisados € possivel de afirmar que o
periodo de 30 dias de restricdo alimentar ndo € viavel para o cultivo de jovens
da garoupa-verdadeira, uma vez que animais deste tratamento (restricdo
alimentar) tiveram sua massa corpérea diminuida possivelmente pela falta de
alimentacdo e apresentaram mobilizagbes importantes de suas reservas
energéticas, como de 6mega-3 e 6, entre 22 e 30 dias do estudo. A alta
porcentagem de SFA no plasma dos animais do tratamento restricao
alimentar sugere elevada mobilizacdo destes AG no periodo sem ingestédo de
alimento, corroborado pela expressao do gene cpt que também sugere uma

adequacao do metabolismo lipidico, principalmente no tecido muscular.

A restricdo alimentar de 15 dias (tratamento realimentacdo) néo
apresentou alteracdes significativas nos parametros corporais dos animais,
gue quando realimentados, mostraram capacidade de se recuperar do jejum,
considerando as reservas energéticas, como foi visto no perfil lipidico a partir
do dia 22, principalmente no tecido muscular. E possivel afirmar que os
animais realimentados foram capazes de depositar maiores percentuais de
AG, principalmente MUFA, PUFA e n-6 no tecido hepatico, e que o periodo
de 15 dias de restricdo alimentar ndo afetou a espécie. J4 nos animais no
tratamento alimentacdo foi possivel observar maior deposicdo de SFA e
MUFA em dias especificos se comparado aos outros tratamentos.

Considerando que os animais do tratamento realimentacdo obtiveram um
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bom desempenho, se ajustaram e mantiveram suas reservas energéticas até
15 dias de jejum, e apresentaram resultados similares ao tratamento
alimentacdo, sugere-se que a alimentacdo constante para as juvenis de E.
marginatus ndo é necessaria. O periodo pés-prandial, apesar de necessitar
de mais investigagdes, mostrou um reflexo da dieta no tecido muscular das
juvenis de E. marginatus realimentadas. Além disso, a espécie parece
mobilizar diferentes classes de AG para o fornecimento de energia, como

visto no tratamento restricdo alimentar.
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