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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.

2. Material e métodos

2.1. Delineamento experimental

As praticas experimentais descritas estdo de acordo com as normas
estabelecidas pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IB/USP) (n° 391/2021) e foram
conduzidas em estruturas ja existentes e proprias para experimentacdo com peixes
marinhos, instaladas no Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sao Paulo
(CEBIMar/USP).

Juvenis de garoupa-verdadeira (n= 192), fémeas, com massa corpérea de
18,20 + 0,38 g foram adquiridos junto a empresa Redemar Alevinos, situada na
cidade de llhabela, Litoral Norte do Estado de S&o Paulo, e foram transportados
para base experimental do CEBIMar/USP. Os animais foram mantidos pelo periodo
de 15 dias em tanques de 2.000L, com temperatura controlada (25,85 + 0,03 °C), e
foram alimentados duas vezes ao dia até aparente saciedade com dieta comercial

contendo 45% de proteinas e 10% de lipideos (Anexo llI).

O presente estudo teve duracéo de 30 dias, e no momento da divisdo dos
grupos experimentais, doze animais do estoque inicial (nUmero adequado para
analises estatisticas) foram eutanasiados por overdose em benzocaina (0,1 g.L-,
previamente solubilizada em 10 mL de etanol), e tiveram amostras dos tecidos
muscular e hepatico coletadas, além do plasma sanguineo. Esta coleta foi nomeada
como coleta 0 dias (Figura 1). ApGs coletadas, as amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até a

realizacdo das analises no Laboratério de Metabolismo e Reproducédo de
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Organismos Aquaticos (LAMEROA), localizado no Departamento de Fisiologia do
Instituto de Biociéncias da Universidade de Séo Paulo (IB/USP).

Apébs a coleta dos 0 dias, os animais restantes (n=180) foram anestesiados em
benzocaina (0,1 g.L-, previamente solubilizada em 10 mL de etanol) e divididos em
9 tanques, com volume de 500L cada, em sistema de recirculacdo aquicola (RAS,
do inglés Recirculating Aquaculture Systems) com temperatura controlada em
25,85 + 0,03 °C, concentracao de oxigénio de 6,38 = 0,05 mg/L e amonia a 0,02 +
0,00 mg/L. Os 9 tanques foram separados em diferentes grupos, que passaram por
diferentes tratamentos: 1) tratamento alimentacédo, no qual os animais passaram
pelo periodo de 30 dias sendo alimentados duas vezes ao dia até a aparente
saciedade; 2) tratamento realimentacdo, no qual os animais passaram por 15 dias
SEM alimentagéo e foram realimentados nos 15 dias finais, totalizando 30 dias de
experimento e 3) tratamento restricdo alimentar, no qual os animais ndo foram

alimentados dentro do periodo de 30 dias (Figura 1).

DESENHO EXPERIMENTAL

=t T o e e e

Tratamento Alimentacao
Alimentacdo

Tratamento Realimentacao
Jejum Alimentacdo

Tratamento Restricdo Alimentar

Jejum
I 7 + & | S l
0 dias 7 dias 15 dias 15 dias 22 dias 30 dias

e 12 horas

DIAS EXPERIMENTAIS

Figura 1: Desenho experimental com os diferentes dias e tempos de coleta para os
3 tratamentos experimentais: tratamento alimentacgédo; tratamento realimentacao e tratamento
restricdo alimentar. A cor verde representa a alimentagéo e a rosa representa o jejum. Os 15
dias e 15 dias e 12 horas representam o periodo pds-prandial.

Todos os tratamentos experimentais foram estabelecidos em triplicata, com
20 animais em cada tanque, totalizando 9 tanques, sendo 3 tanques e 60 animais
por tratamento. As coletas foram realizadas para os 3 tratamentos experimentais,

nos dias e horario identificados como: coleta 7 dias, coleta 15 dias, coleta 15 dias
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e 12 horas (para avaliar o efeito pos-prandial, que sera explicado abaixo), coleta 22
dias e coleta 30 dias (Figura 1), totalizando 5 coletas apos a distribuicdo dos
animais nos tanques e inicio do experimento.

O dia 0 ou coleta 0, foi realizado apenas para a divisdo dos grupos e coleta
prévia dos animais que estavam passando por aclimatacédo no tanque de 2000L.
Nenhum dos tratamentos recebeu alimentacdo no dia 0, sendo a alimentacao
iniciada de acordo com os tratamentos, no dia 1 do experimento. Em cada uma das
coletas, apos o inicio do experimento (7 a 30 dias), foram coletados 3 animais por
tanque, totalizando 9 animais por tratamento, em cada uma das coletas realizadas.

Primeiro foi coletado o plasma sanguineo e em seguida, para a coleta do
tecido muscular e hepatico, 3 animais dos diferentes tratamentos nas diferentes
coletas (7 a 30 dias), foram eutanasiados por overdose em benzocaina (0,1 g.L-,
previamente solubilizada em 10 mL de etanol). Apos coletadas, as amostras foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer (-
80°C), seguindo o mesmo padrao realizado na coleta 0 dias.

Em todos os dias de coleta, o procedimento foi iniciado entre as 8 e 9 horas
da manha, sendo que nos dias 15 e 22 os animais foram alimentados até aparente
saciedade, 30 minutos antes de serem coletados. No dia 15, os animais foram
alimentados, para que 12 horas depois fossem coletados, a fim de realizar a coleta
15 dias e 12 horas (coletados as 21 horas do dia 15 de experimento), e assim fosse
possivel avaliar os animais em estado poés-prandial, com foco principalmente
naqueles que estavam 15 dias sem alimentacdo. Também € importante enfatizar
gue receberam alimento, apenas os tratamentos definidos que seriam alimentados
no delineamento experimental descrito acima, como o tratamento alimentagéo e o
tratamento realimentacao (15 dias sem alimentacéo + 15 dias com alimentacao).
Desta forma o grupo com restricdo de alimentagcédo foi coletado neste mesmo
momento, para que o tempo fosse padronizado em todos 0s grupos, mas sem

nenhum efeito da alimentacéo nestas 12 horas.
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2.2. Desempenho de crescimento, parametros corporais e
sobrevivéncia

Em todos os tratamentos foram avaliados o desempenho de crescimento e

produtivo, aferidos com base nos seguintes célculos:

A) Massa (em gramas (g)) = média das médias de cada tanque e

tratamento;
B) Ganho em Massa (GM — em gramas (g)) = massa final — massa inicial;

C) Comprimento (em centimetros (cm)) = média das médias de cada

tanque e tratamento;

D) Taxa de Crescimento Especifico (TCE — em porcentagem (% dia-1))

=100 x ((massa final — massa inicial) / dias).

E) Sobrevivéncia = (SOB — em porcentagem (%)) = 100x (nimero de
peixes final/inicial)

2.3. Analises metabdlicas

2.3.1. Lipideos totais

A extracdo dos lipideos totais da dieta fornecida aos animais (45% de
proteinas e 10% de lipideos) e dos tecidos/érgdos coletados (hepatico e muscular)
foi realizada seguindo a metodologia de Folch et al. (1972), utilizando uma mistura
de cloroférmio: metanol: agua (2:1:0,5). Para quantifica-los, foi utilizado o método
colorimétrico de Frings et al. (1972). Os lipideos do plasma sanguineo foram

quantificados pelo mesmo método, sem extracdo prévia.

2.3.2. Perfil de 4cidos graxos

Os extratos lipidicos dos tecidos hepatico e muscular passaram por
separacao de fragcOes neutras e polares (TG e PL, respectivamente), utilizando uma
coluna de silica ativada (Yang, 1995). Os extratos lipidicos da fragcdo TG de ambos

os tecidos foram metilados utilizando cloreto de acetila (5% de HCI em metanol)
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(Christie, 2003) e a composicao de AG foi analisada como metil ésteres utilizando
cromatografo a gas Scion, modelo 436-GC equipado com um ionizador de chama
(FID) e auto injetor. A coluna capilar utilizada para separar os AGs foi a CPWax 52
CB, 0.25 ym de espessura, 0.25 mm de didametro interno e 30 m de comprimento.
Foi utilizado o seguinte programa de temperatura: 170°C durante 1 minuto, seguido
de uma rampa de 2.5°C/ minuto até alcancar 240°C, e um tempo de espera final de
5 minutos, totalizando 31 minutos de corrida. A temperatura foi de 250°C no injetor
e 260°C no detector de ionizagéo de chama (FID). Foram utilizados os padrdes de
metil ésteres (FAME — Supelco, 37 comp.; Mixtures, Me95, Me100, BR3 e BR4,

Larodan) para identificar os AGs com base no tempo de retencao.

2.4. Analise molecular

Os tecidos hepatico e muscular foram lisados usando Precellys Evolution
Homogenizer (Ozyme, Bertin Technologies) em TRI Reagent (TRI® Sigma-Aldrich,
EUA) para extracdo de RNA total, de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Para analise de expressao dos genes fas, cpt, acox, acadvl e scd (Tabela 1), 1 ug
de RNA total foi transcrito reverso (RT) utilizando o kit de High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (4368814, Applied Biosystems). O cDNA foi diluido (1:20) e
a reacao de gRT-PCR ocorreu utilizando 5 pl de cDNA diluido, 10 pl de Power
SYBR Green Master Mix (ThermoFisher) e 100 nM de cada primer, atingindo um
volume total de 20 pl. A gRT-PCR foi realizada no sistema Step One Plus (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) nas seguintes condi¢des: 95 °C por 2 min; 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e 60 a 62 °C por 1 minuto. A curva padrao foram geradas
usando cinco diluices seriadas de cDNA (de 1:1 a 1:256) de um pool de todas as
amostras. A abundancia relativa do cDNA alvo foi calculada a partir de uma curva
padrao usando o software Applied Biosystem StepOne V.2.0. Todos os qRT-PCR
foram conduzidos em duplicata, normalizados usando o gene effa como gene de

referéncia.
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Tabela 1: Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para amplificacdo quantitativa em tempo real (QPCR).

NUumero de Acesso

Gene Sequéncia do Prime 5° — 3’ Temperatura
Genbank
Fatty acid synthase (fas) CTCGCAACTTATTGATGGTG ATGTAAATAGCCTGAACCCT 60°C KY623455
Carnitine palmitoyltransferase (cpt) CAACAATGATCTGCCTTCGTCACAAATCACAAACATTCAGCC 60°C KY623450
Acyl-CoA Oxidase (acox) TTGTTTGTAGACCTCCACCAATTGTGTCCTATCTGAATGAAC 62°C KY623453
Acyl CoA dehydrogenase very long KY623449

] TTGCCATTCTTCAGTTACCATTTCACTCTTCAACATCTCCA 60°C
chain (acadvl)
Stearoyl CoA desaturase (delta9)
(scd) TCACCAACTATTAGCCACAGTATTGCCTGTAGAGAAACC 62°C KY623452
sC
Elongation factor 1 alpha (efla) TGGTACCTCTCAGGCTGACACCAAGGGTGAAGGCCAG 60°C -

R2: coeficiente de correlagao.
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2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental ocorreu inteiramente ao acaso — DIC, ou seja,
as unidades experimentais foram selecionadas ao acaso e destinadas aos tanques
e seus respectivos tratamentos, sem influéncia da parte dos autores. As analises
citadas acima tiveram seus parametros analisados para 0s trés grupos
experimentais descritos. Ap0s o periodo experimental e coletas, testes de
normalidade e homogeneidade de variancia foram aplicados aos animais
analisados, e no caso de cumprirem os requerimentos de uma analise paramétrica,
os resultados foram comparados utilizando teste de Andlise de Variancia (two-way
ANOVA), seguido do teste de Tukey, considerando como fatores: tratamento e
tempo. Nos dados que ndo cumpriram esses requerimentos, foi aplicado o teste
Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5% (P < 0.05), seguido de teste de
Tukey. Todos os resultados foram analisados utilizando o programa RStudio
(Verséo: Edicao de cddigo aberto (AGPL v3), 2022.12.0+353, desenvolvida em
2022-12-15).

3. Resultados

Para melhor compreenséo e desenvolvimento do texto, os resultados foram
divididos em 3 sessdes principais. Na primeira secéo, estao descritos os resultados
de desempenho de crescimento, parametros corporais e sobrevivéncia, para todos
os tratamentos, em todos os dias de coleta, incluindo os dois horarios na coleta 15
dias. Na segunda secéo, estéo descritas as diferencas ocorridas entre os diferentes
dias de experimento (7; 15; 22 e 30 dias) e diferentes tratamentos (tratamento
alimentacdao, tratamento realimentacao e tratamento restricdo alimentar). Enquanto
na terceira secéo estdo descritas as diferencas ocorridas entre os grupos 15 dias
(9h) e 15 dias e 12 horas (21h), abordado na metodologia como periodo pos-
prandial, além das diferencas que ocorreram entre 0s tratamentos nesse mesmo
periodo (tratamento alimentacgéo, tratamento realimentacdo e tratamento restricao

alimentar).
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3.1. Secado 1. Desempenho de crescimento, parametros
corporais e sobrevivéncia paratodos 0s experimentais,

incluindo pos-prandial

Os resultados de desempenho de crescimento, parametros corporais e
sobrevivéncia estdo apresentados nas Figuras 2 e 3. Tabelas de suporte, com as
diferencas estatisticas e valores de p, foram confeccionadas para avaliagcdo dos
resultados de desempenho de crescimento, parametros corporais e sobrevivéncia,
e estdo apresentadas no anexo | (Tabelas 2 a 5).

N&o houve mortes durante o periodo de 30 dias de experimento, resultando
em 100% de sobrevivéncia em cada um dos dias (7; 15; 22 e 30) e diferentes

intervalos de tempo analisados (15 dias e 15 dias e 12 horas) no presente estudo

(Figura 2).
120
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Figura 2: Efeitos da realimentag&o e restricdo alimentar sobre a sobrevivéncia de
juvenis de garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus. O gréafico representa médias + erro
padrdo das médias. Para calcular a sobrevivéncia, foram usados o total de 9 peixes
(n=3/tanque) divididos pelo numero de tanques (n=3/tratamento). N&o foi aplicada analise
estatistica, em razao dos valores serem todos iguais. O calculo foi aferido com base na
seguinte formula:

Sobrevivéncia (SOB - em porcentagem (%)) = 100 x (ndmero de peixes
final/inicial).

A massa corporea (Figura 3A — Tabela 2) dos peixes apresentou diferenca
estatistica (p = 0,003677) entre os tratamentos. Os animais dos tratamentos

alimentacao (20,01 + 2,299) e realimentacéo (18,87 + 1,74g) apresentaram a a
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massa corporea mais elevada quando comparados aos animais do tratamento
restricdo alimentar (14,39 + 1,589) aos 22 dias de experimento. Por outro lado, em
todas as outras coletas apenas 0os animais do tratamento alimentacgdo tiveram a
massa corpirea mais elevada que os animais do tratamento restricdo alimentar.
Adicionalmente, através da analise do ganho em massa (GM) (Figura 3B — Tabela
3) foi possivel observar que os animais do tratamento alimentacdo ganharam mais
massa em gramas (g) que os animais dos demais tratamentos (p = 0,00432), em
todas as coletas.

N&do houve diferenca estatistica (p = 0,8967) para o comprimento total
(Figura 3C — Tabela 4) ao longo de todos os dias e horario de estudo. No entanto,
a taxa de crescimento especifico (TCE) (Figura 3D — Tabela 5), foi maior (p =

I+

0,02271) nos primeiros 7 dias nos animais dos tratamentos alimentacao (23,59

I+

30,45%) em relacdo aos animais do tratamento restricdo alimentar (-41,31
17,01%).
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Figura 3: Efeitos da realimentagdo e restricdo alimentar no desempenho de crescimento e parametros corporais de juvenis de garoupa-verdadeira,
Epinephelus marginatus. Todas as figuras estdo identificadas por letras (A, B, C, D) em ordem alfabética. Os gréaficos representam médias e erro padrdo
das médias (t). Para calcular a massa corporea (A), ganho em massa (B), comprimento (C) e a taxa de crescimento especifico (D), foram usados o total de
9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo numero de tanques (n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way
ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apos isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes
letras indicam diferengas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta. Nao foram apresentadas diferengas estatisticas para o
periodo pds-prandial. Os valores de p (< 0,05) estdo especificados em tabelas no anexo |. Os calculos foram aferidos com base nas seguintes formulas:

A) Massa (em gramas (g)) = média de cada tanque e tratamento;

B) Ganho em Massa (GM — em gramas (g)) = massa final — massa inicial;
C) Comprimento (em centimetros (cm)) = média de cada tanque e tratamento;
D) Taxa de Crescimento Especifico (TCE — em porcentagem (% dia-1)) = 100 x ((massa corporea final — massa corporea inicial) / dias).
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3.2. Secdo 2: Lipideos totais, acidos graxos e expressao de
genes do metabolismo lipidico nos tratamentos
alimentacédo, realimentacao e restricao alimentar ao

longo do experimento

3.2.1. Lipideos totais dos tecidos hepético e muscular

Os resultados da concentracdo de lipideos totais (em mg/g) nos tecidos
hepatico e muscular das juvenis de garoupa-verdadeira, estdo apresentados em
mg/g na Figura 4. Tabelas de suporte, com as diferencas estatisticas e valores de

p, estdo apresentadas em anexo — Tabelas 6 e 7.

No figado da garoupa-verdadeira, a concentracédo de lipideos totais (Figura
4A — Tabela 6A, p < 0,05) no tratamento alimentacao foi maior aos 30 dias (50,20
+ 8,60mg/g) de experimento, comparado a 7 e 15 dias, que apresentaram 18,23 +
1,56mg/g e 25,17 = 3,50mg/g, respectivamente. As mesmas diferencas ocorreram
para o tratamento realimentacdo, no qual em 30 dias (46,82 + 4,97mg/g) a
concentracdo hepatica de lipideos foi quase 2x maior que as concentracfes
apresentadas nos outros dias experimentais, incluindo o dia 22 (23,05 + 1,57mg/qg)
do estudo. J& no tratamento restricdo alimentar em 15 (44,59 + 8,21mg/qg), 22 (33,55
+ 5,41mg/g) e 30 dias (30,47 + 3,45mg/g) as concentracdes lipidicas no figado
foram maiores que em 7 dias (9,59 + 0,70mg/g). Comparando-se os diferentes
tratamentos em cada coleta, apenas no dia 15 de experimento, foram encontradas
diferencas, com valores mais baixos nos animais do tratamento realimentacédo em
relacdo a restricdo alimentar (10,30 + 1,30mg/g e 44,59 + 8,21mg/g,

respectivamente).

No mdusculo, os animais do tratamento alimentacdo, em 22 (23,00 *
1,90mg/g) e 30 dias (22,38 + 2,35mg/g) apresentaram a concentracéo de lipideos
totais maior (p < 0,05) que nas fémeas do mesmo tratamento em 7 e 15 dias (8,48
+ 1,19mg/g e 6,07 = 1,17mg/g, respectivamente). O mesmo ocorreu para 0sS
tratamentos realimentacao e restricdo alimentar. Em 22 e 30 dias a concentragao
encontrada no tratamento realimentacéo foi de 26,79 + 2,25mg/g e 20,12 *

2,14mg/g, respectivamente. Enquanto as concentracbes encontradas no
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tratamento restricdo alimentar em 22 dias foi de 21,92 £+ 1,47mg/g e em 30 dias foi
de 18,42 + 1,24mg/g — As diferencas citadas estdo indicadas na Figura 4B — Tabela
TA.
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Figura 4: Lipideos totais (mg g* de massa umida) do A) figado e do B) musculo de juvenis de
Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos alimentares (alimentacéo, realimentacéo e
restricdo alimentar) em diferentes dias. Para calcular os lipideos totais, foram usados o total de 9 peixes
(n=3/tanque) divididos pelo numero de tanques (n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado
teste de Analise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o
teste Kruskal-Wallis, ap0s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2® Diferentes letras indicam diferencas
estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentag¢&o diferente de restricao
no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferencgas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias
de (ex.: realimentacédo no dia 7 é diferente de realimentacédo no dia 30). Os valores de p (< 0,05) estdo
especificados em tabelas no anexo |.
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3.2.2. Acidos graxos totais do plasma

Os resultados do perfil de acidos graxos totais no plasma de juvenis de
garoupa-verdadeira, estdo apresentados em porcentagem (%) na Figura 5. Tabelas

de suporte, com as diferencas estatisticas e valores de p estdo nas Tabelas 8 a 14.

O percentual de SFA totais (Figura 5A — Tabela 8A, p < 0,05), em 30 dias,
foi maior nos animais do tratamento restricdo alimentar (46,01 + 2,06%) em relacao
ao tratamento alimentagéo (33,55 + 1,64%). Enquanto nos MUFA totais (Figura 5B
— Tabela 9A, p < 0,05) diferencas estatisticas entre os tratamentos foram
encontradas em 7, 15 e 30 dias, nos quais o percentual nos animais do tratamento
restricdo alimentar (14,14 + 1,11% e 15,03 + 3,91%, respectivamente) foi menor
comparado ao tratamento alimentagdo (30,53 + 3,13% e 29,59 *= 2,55%,
respectivamente). Em 22 dias de experimento, o tratamento realimentacéo (29,70
+ 1,50%) apresentou percentuais mais elevados que o tratamento restricdo
alimentar (19,58 + 1,59%). Em 30 dias de experimento, os tratamentos alimentagdo
(37,82 = 1,73%) e realimentacao (36,86 + 4,22%) apresentaram percentuais mais
elevados de MUFA no plasma que o tratamento restricdo alimentar (23,99 + 1,28%).
Diferencas entre dias dentro do mesmo tratamento foram observadas no tratamento
realimentacdo, nas quais nos dias 22 (29,70 = 1,50%) e 30 (36,86 + 4,22%) o0s
percentuais de MUFA totais foram maiores que no dia 7 (19,66 + 1,14%). Além
disso, no mesmo tratamento, 15 dias (21,05 + 1,36%) apresentou percentuais

menores em relacdo a 30 dias (36,86 + 4,22%).

Nos percentuais dos PUFA totais (Figura 5C — Tabela 10A, p < 0,05), o
tratamento realimentacéo foi maior em 22 dias (20,91 £ 2,76%) quando comparado
a7(11,55+1,11%) e 30dias (17,19 + 3,60%). Além disso, em 15 dias, o tratamento
alimentacao (21,75 + 2,02%) foi maior que o tratamento realimentagéo (13,39 +
0,84%) e restricdo alimentar (11,25 + 2,95%). Nos LC-PUFA totais (Figura 5D —
Tabela 11A, p < 0,05) as diferencas ocorreram entre o tratamento restricao
alimentar (12,08 + 2,36%), que apresentou maior porcentagem plasméatica de LC-
PUFA, em relagdo aos animais dos tratamentos alimentacdo (5,56 = 1,00%) e

realimentacéo (3,23 = 0,88%), no dia 30 de experimento.

Na soma dos AGs da série n-3 (Figura 5E — Tabela 12A, p < 0,05) no dia 30

do experimento, os animais do tratamento alimentagéo e realimentacdo (4,71 +
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1,02% e 2,63 = 0,66%, respectivamente) apresentaram percentuais inferiores de
AGs n-3 comparados aos animais do tratamento restricdo alimentar (10,21 +
2,22%), refletindo os valores dos LC-PUFA totais. Enquanto na soma dos AGs n-6
(Figura 5F — Tabela 13A, p < 0,05) o tratamento alimentacdo (22,45 + 2,02)
apresentou percentuais maiores que o tratamento restricdo alimentar (11,87 *
3,02%) no dia 15 de coleta. Além disso, o tratamento realimentacdo 22 dias (21,85
+ 2,95%) apresentou percentuais plasmaticos mais elevados que em 7 dias (12,39
+ 1,19%).

Na razdo n-3/n-6 (Figura 5G — Tabela 14A, p < 0,05) o tratamento
alimentacéo (0,30 + 0,06) apresentou valores inferiores ao tratamento restricdo
alimentar (0,72 + 0,21) aos 15 dias experimentais. Enquanto em 30 dias, os
tratamentos alimentacgéo (0,24 + 0,05) e realimentacao (0,20 + 0,11) apresentaram

razdes plasmaticas menores que o tratamento restricdo alimentar (0,64 + 0,13).
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Figura 5: Perfil de &cidos graxos totais do plasma de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos
alimentares (alimentagao, realimentagéo e restricdo alimentar) em diferentes dias. O gréafico representa médias e erro padrdo das médias (+)
em porcentagem (%). A) SFA significa a soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). B) MUFA significa a4cidos graxos
monoinsaturados (do inglés monosaturated fatty acids). C) PUFA significa acidos graxos polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids).
D) LC-PUFA significa acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain polyunsaturated fatty acids). E) n-3 significa a soma
de &cidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 3. F) n-6 significa a soma de &acidos
graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 6. G) Raz&o n-3/n-6 significa a divisdo dos
acidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular todas as classes de AG, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n=
3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (twp way ANOVA), enquanto para os dados néo
paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). P Diferentes letras indicam diferengas
estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentagéo diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes simbolos
indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.: realimenta¢éo no dia 7 é diferente de realimentagao
no dia 30). Os valores de p (< 0,05) estéo especificados em tabelas no anexo I.

3.2.3. Acidos graxos da fracédo de triglicerideos (TG) dos

tecidos hepatico e muscular

Os resultados do perfil de acidos graxos da fracdo TG dos tecidos hepético
e muscular de juvenis de garoupa-verdadeira, estdo apresentados em porcentagem
(%) nas Figuras 6 e 7. Tabelas de suporte, com as diferencas estatisticas e valores

estdo nas Tabelas 15 a 28.

A porcentagem de SFA na fracdo TG do tecido hepatico (Figura 6A — Tabela
15A, p < 0,05) foi maior nos dias 7 (58,97 + 3,96%); 22 (45,61 = 2,34%) e 30 (52,86
+ 2,85%) comparados ao dia 15 (44,07 £ 4,88%), no tratamento restricao alimentar.
Ainda no tecido hepatico, em 15 dias, os animais do tratamento realimentacao
(56,25 + 4,50%) apresentaram niveis mais elevados de SFA na fracdo TG,
comparados ao tratamento restricdo alimentar (44,07 + 4,88%) e o tratamento
alimentacéo (40,01 + 3,06%) apresentou percentuais menores que o tratamento
restricdo alimentar. No tecido muscular (Figura 7A — Tabela 22A, p < 0,05), nos
mesmos dias (7, 22 e 30), os percentuais foram menores quando comparados ao
dia 15 (43,16 + 2,42%), no tratamento alimentacéo.

No tecido hepéatico das juvenis de garoupa-verdadeira os percentuais de
MUFA da fracdo TG (Figura 6B — Tabela 16A, p < 0,05) apresentaram em 7 dias
(17,00 £ 1,76%) experimentais menores niveis destes AGs quando comparados a
todos os outros dias de estudo no tratamento realimentacdo. Enquanto 15 dias
(31,33 £ 3,88%), apresentou percentuais inferiores aos dias 22 (47,18 = 1,14%) e
30 (50,65 = 0,95%) ainda no tratamento realimentacdo. Na coleta do dia 7, a
porcentagem de MUFA foi maior no tratamento alimentacéo (38,10 + 4,15%) em

relacdo ao tratamento realimentacdo (17,00 £ 1,76%), mas aos 30 dias os
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tratamentos alimentacdo (49,50 + 0,86%) e realimentacdo (50,65 = 0,95%)
apresentaram percentuais mais elevados comparados ao tratamento restricao
alimentar (35,39 + 2,10%).

No musculo, a porcentagem de MUFA da fracdo TG (Figura 7B — Tabela
23A, p < 0,05) foi maior em 15 dias no tratamento alimentacdo (47,90 + 0,85%)
comparado aos 22 dias (42,99 + 0,33%) de estudo. Além disso, no tratamento
realimentacdo, animais coletados aos 7 (47,99 £ 1,25%) e 15 dias (47,99 + 0,78%)
exibiram maior deposicdo de MUFA na fracdo TG, comparados ao dia 22 (43,32 £
0,92%). Enquanto no tratamento restricdo alimentar, os dias 7 (48,13 £ 1,01%) e
15 (48,18 + 0,71%) os percentuais mostraram-se maiores que nos dias 22 (43,22 £
0,45%) e 30 (44,66 = 0,17%).

No figado das juvenis de garoupa-verdadeira, os percentuais de PUFA na
fracdo TG (Figura 6C — Tabela 17A, p < 0,05), no tratamento realimentagdo, 22
(19,94 £ 1,41%) e 30 dias (20,69 + 1,65%) apresentaram valores maiores que em
7 (4,22 + 0,80%) e 15 dias (8,94 + 1,71%). Enquanto no tratamento restricdo
alimentar, 15 dias (13,49 + 1,09%) exibiu niveis maiores que em 30 dias (6,23 +
1,85%). Em 7 dias, o tratamento alimentacdo (14,40 + 1,82%) apresentou
percentuais superiores de PUFA em relacdo ao tratamento realimentacao (4,22 +
0,80%). Em 22 dias, o tratamento realimentacéo (19,94 + 1,41%) exibiu percentuais
elevados comparado ao tratamento restricdo alimentar (11,54 + 2,04%), enquanto
em 30 dias os tratamentos alimentacédo (21,74 + 0,50%) e realimentacdo (20,69 +
1,65%) apresentaram percentuais elevados em relacdo ao tratamento restricdo
alimentar (6,23 + 1,85%). No tecido muscular, a fracdo TG de PUFA (Figura 7C —
Tabela 24A, p < 0,05), apresentou valores maiores nos dias 22 (18,01 + 0,38%) e
30 (18,92 £ 0,62%), comparados ao dia 15 (8,94 %= 2,42%) no tratamento

alimentacao.

N&o houve diferencas estatisticas (p > 0,05) na classe dos LC-PUFA
hepaticos da fragdo TG (Figura 6D — Tabela 18A). Entretanto, no tecido muscular,
0s LC-PUFA (Figura 7D — Tabela 25A, p < 0,05) apresentaram maiores percentuais
em 22 dias (7,64 + 1,85%) comparados aos outros dias de experimento, no
tratamento realimentacdo. Foram encontras as mesmas diferengas no tratamento
restricdo alimentar. Além disso, ainda no tratamento restricao alimentar, 7 (2,47 £

0,64%) e 30 dias (5,02 + 0,38%) exibiram percentuais mais elevados que 15 dias
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(1,94 £ 0,44%). Desta forma, em 15 dias, 0os animais apresentaram percentuais

mais baixos de LC-PUFA no musculo que todos os outros dias de estudo.

A soma dos AG da série n-3 do figado (Figura 6E — Tabela 19A, p < 0,05),
foi maior no tratamento restricdo alimentar (2,47 = 0,56%) comparado ao tratamento
alimentacéo (0,58 £ 0,14%) em 15 dias. A série n-3 no tecido muscular (Figura 7E
— Tabela 26A, p < 0,05), apresentou maior deposicéao no dia 22 (7,61 + 1,58%) de
experimento, comparado aos dias 7 (3,41 £ 0,72%) e 15 (2,53 + 0,54%), no
tratamento realimentagdo. As mesmas diferencas ocorreram no tratamento

restricdo alimentar, refletindo os percentuais do LC-PUFA.

A soma dos AG da série n-6 do figado (Figura 6F — Tabela 20A, p <0,05) no
tratamento alimentacgéo, 30 dias (21,06 + 0,45%) apresentou maior percentual em
relacdo aos 7 dias (13,88 £+ 1,73%). No tratamento realimentagcdo, os percentuais
de 22 (19,46 = 1,36%) e 30 dias (20,16 + 1,58%) mostraram-se maiores que de 7
(4,22 = 0,80%) e 15 dias (8,94 + 1,71%). Em 7 dias, o tratamento alimentacdo
(13,88 + 1,73%) apresentou percentuais maiores que o tratamento realimentacao
(4,22 £ 0,80%). J4 em 22 dias de estudo, foi possivel observar que os animais do
tratamento realimentacao (19,46 + 1,36%) exibiram maiores niveis de AG da série
n-6, comparado ao tratamento restricdo alimentar (11,09 £ 1,91%). Enquanto em
30 dias, os tratamentos alimentacédo (21,06 £ 0,45%) e realimentagcéo (20,16 +
1,58%) apresentaram percentuais superiores ao tratamento restricdo alimentar
(6,23 £ 1,85%). A soma dos AG da série n-6 no tecido muscular (Figura 7E — Tabela
27A, p < 0,05), apresentou diferencas apenas entre 15 dias (8,94 + 2,42%), que
guando comparados a 22 (17,65 £ 0,39%) e 30 dias (18,29 + 0,61%) experimentais,

exibiu menor porcentagem destes AG no tratamento alimentacao.

A razéo entre a série n-3 e n-6 foi maior no tratamento restricdo alimentar
em 15 dias (0,17 £ 0,03%), comparado aos 22 dias (0,04 + 0,01%) de experimento,
no tecido hepatico (Figura 6G — Tabela 21A, p < 0,05). E na coleta de 15 dias, esta
razao foi maior no figado dos animais do tratamento restricdo quando comparado
ao tratamento alimentac&o. No tecido muscular, ndo houve diferencas estatisticas
na razao n-3/n-6 (Figura 7G — Tabela 28A, p > 0,05).
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Figura 6: Perfil de acidos graxos da fracédo TG do figado de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos
alimentares (alimentagao, realimentacédo e restricao alimentar) em diferentes dias. O gréafico representa médias e erro padrdo das médias (+)
em porcentagem (%). A) SFA significa a soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). B) MUFA significa acidos graxos
monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). C) PUFA significa acidos graxos polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty
acids). D) LC-PUFA significa acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain polyunsaturated fatty acids). E) n-3 significa
a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 3. F) n-6 significa a soma
de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagcdo no carbono 6. G) Razdo n-3/n-6 significa a
divisdo dos éacidos graxos n-3 pelos &cidos graxos n-6. Para calcular todas as classes de AG, foram usados o total de 9 peixes (n= 3
animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto
para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentag&o diferente de restricdo no dia 30). "
#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.: realimentacdo no dia 7 é
diferente de realimentag&o no dia 30). Os valores de p (< 0,05) estéo especificados em tabelas no anexo |.
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Figura 7: Perfil de acidos graxos da fracdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes
tratamentos alimentares (alimentacao, realimentacéo e restricdo alimentar) em diferentes dias. O grafico representa médias e erro padréo
das médias () em porcentagem (%). A) SFA significa a soma de &cidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). B) MUFA significa
acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). C) PUFA significa acidos graxos polinsaturados (do inglés
polyunsaturated fatty acids). D) LC-PUFA significa acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain polyunsaturated fatty
acids). E) n-3 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagéo no carbono 3.
F) n-6 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 6. G)
Raz&o n-3/n-6 significa a divisdo dos acidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular todas as classes de AG, foram usados o total
de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way
ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). &P
Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentagdo diferente de
restrigdo no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.:
realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentag&o no dia 30). Os valores de p (<0,05) estédo especificados em tabelas no anexo I.

3.2.4. Expressao génica

Os resultados de expressao dos genes fas, cpt, acox, acadvl e scd, nos
tecidos muscular e hepatico de juvenis de garoupa-verdadeira, estdo apresentados
na Figura 8. Foram escolhidos dois dias do estudo para a realizacédo das analises
de expressao génica: o dia 15 e o dia 30. Estes dias foram escolhidos pela maior
distancia entre os periodos de realimentacédo e restricao alimentar, e desta forma,
esperava-se encontrar mais resultados do que em periodos mais curtos de tempo,
como em intervalos de 7 dias. Ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre os
diferentes tratamentos nos diferentes dias de coleta testados (15 e 30 dias) para os
genes fas (Figura 8A e B), acox (Figura 8E e F), acadvl (Figura 8G e H) e scd
(Figura 8l e J), em ambos os tecidos analisados. Por outro lado, o gene cpt (Figura
8C e D) apresentou diferenca estatistica significativa (figado p = 0,026 e musculo p

= 0,042) entre os diferentes tratamentos e dias experimentais analisados.

No figado (Figura 8C) foram observadas diferencgas estatisticas significativas
em ambos o0s dias analisados, sendo a expressdao de cpt hepatica
aproximadamente 2,5x e 1,5x mais elevada no tratamento restricdo alimentar
quando comparado aos tratamentos alimentacdo e realimentacéo,
respectivamente, nos 15 dias experimentais. Em 30 dias o tratamento restricao
alimentar é aproximadamente 5x mais expresso que o tratamento realimentagéo,
enquanto o tratamento alimentacdo é apenas 3x menos expresso que o tratamento

restricdo alimentar.

Entretanto, no musculo (Figura 8D) das juvenis de E. marginatus, o resultado
obtido no dia 15 do estudo, mostrou que o0 gene cpt no tratamento restricdo
alimentar é aproximadamente 9x mais expresso em relagdo ao tratamento
realimentacdo e aproximadamente 31x mais expresso que o0 tratamento

alimentacdo. Além disso, em 15 dias, o tratamento restricdo alimentar foi 1.151x
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mais expresso, quando comparado ao mesmo tratamento em 30 dias
experimentais. E apesar deste resultado, em 30 dias, ndo houve diferencas

estatisticas significativas entre os tratamentos deste dia de coleta.
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Figura 8: Expressao génica dos genes fas (A e B), cpt (C e D), acox (E e F), acadvl (Ge H) escd (l e
F) do figado e misculo de garoupa-verdadeira, Epinephelus marginatus. O RNA total foi extraido de trés peixes
por tratamento de diferentes tanques (18,20 + 0,38 g) dos dias 15 e 30. Os resultados estdo apresentados como
média * erro padrdo. Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way ANOVA),
enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apds isso foi utilizado o teste de
Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo
dia de coleta (ex.: alimentagéo diferente de restricdo no dia 30). “*" Diferentes simbolos indicam diferengas
estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.: realimentacédo no dia 15 é diferente de
realimentacéo no dia 15).

3.3. Secdao 3: Pés-prandial

3.3.1. Lipideos totais dos tecidos hepético e muscular

Os resultados da concentracdo de lipideos totais nos tecidos hepatico e
muscular no periodo pos-prandial medidos em juvenis de garoupa-verdadeira,
estdo apresentados na Figura 9. Tabelas de suporte, com as diferencas estatisticas

e valores de p estdo apresentadas em anexo — Tabelas 6 e 7.

No tecido hepético (Figura 9A — Tabela 6B) das juvenis de garoupa-
verdadeira, as principais diferengas encontradas foram no tratamento restrigcdo
alimentar, em que o grupo poés-prandial (16,68 = 4,75mg/g) apresentou
concentracdes inferiores comparado ao dia 15 de estudo (44,59 + 8,21mg/g) (p <
0,05), enquanto no tecido muscular (p < 0,05), em todos os tratamentos, 0s animais
do grupo pos-prandial exibiram valores maiores de lipideos que 15 dias, como

apresentado na Figura 9B — Tabela 7B.
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Figura 9: Lipideos totais (mg g™ de massa Umida) do A) figado e do B) musculo de juvenis de
Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos alimentares (alimentacéo, realimentacéo e
restricdo alimentar) durante o periodo pds-prandial. Para calcular os lipideos totais, foram usados o total de
9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo nimero de tanques (n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi
aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi
aplicado o teste Kruskal-Wallis, ap0s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentagdo diferente
de restrigdo no dia 30). “*" Diferentes simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo tratamento em

diferentes dias de (ex.: realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentacéo no dia 30). Os valores de p (<
0,05) estéo especificados em tabelas no anexo |.
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3.3.2. Acidos graxos totais do plasma

Os resultados do perfil de acidos graxos totais no plasma do periodo pés-
prandial medidos em juvenis de garoupa-verdadeira, estdo apresentados na Figura
10. Tabelas de suporte, com as diferencas estatisticas e valores de p, estdo

apresentadas em anexo — Tabela 8 a 14.

N&o houve diferencas estatisticas (p > 0,05) para classe de SFA do plasma
total no periodo pos-prandial (Figura 10A — Tabela 8B). J& nos MUFA totais do
plasma (Figura 10B — Tabela 9B, p < 0,05), em 15 dias e 12 horas o tratamento
alimentacdo (31,76 = 2,40%) apresentou percentuais mais elevados que 0s

tratamentos realimentacgéo (18,18 + 2,27%) e restricdo alimentar (19,02 + 2,26%).

A porcentagem de PUFA plasmético (Figura 10C — Tabela 10B, p < 0,05) foi
maior em 15 dias e 12 horas (24,15 + 3,32%) comparado aos 15 dias (11,25 +
2,95%), no tratamento restricdo alimentar. Nao houve diferencas estatisticas na
classe de LC-PUFA (Figura 10D — Tabela 11B, p > 0,05) e na soma dos AG da
série n-3 (Figura 10E — Tabela 12B, p > 0,05). Na soma dos AG da série n-6
plasmaticos (Figura 10F — Tabela 13B, p < 0,05), no tratamento restricdo alimentar,
15 dias e 12 horas (26,11 + 3,08%) apresentou percentuais mais elevados quando
comparado aos 15 dias (11,87 + 3,02%) de estudo. A razdo n-3/n-6 durante o
periodo pés-prandial (Figura 10G — Tabela 14B, p < 0,05) foi menor aos 15 dias e
12 horas (0,38 £ 0,04) comparada com 15 dias (0,72 + 0,21).
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Figura 10: Perfil de acidos graxos totais do plasma de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos
alimentares (alimentagéo, realimentagao e restricdo alimentar) no periodo pés-prandial. O gréafico representa médias e erro padrdo das médias
(+) em porcentagem (%). A) SFA significa a soma de &cidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). B) MUFA significa acidos
graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). C) PUFA significa acidos graxos polinsaturados (do inglés polyunsaturated
fatty acids). D) LC-PUFA significa acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain polyunsaturated fatty acids). E) n-3
significa a soma de &cidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagao no carbono 3. F) n-6 significa
a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 6. G) Razao n-3/n-6 significa
a divisdo dos acidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular todas as classes de AG, foram usados o total de 9 peixes (n= 3
animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (twp way ANOVA), enquanto
para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentag&o diferente de restrigdo no dia 30).
#" Diferentes simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.: realimentagdo no dia 7 é
diferente de realimentag&o no dia 30). Os valores de p (< 0,05) estéo especificados em tabelas no anexo I.

3.3.3. Acidos graxos da fracdo de triglicerideos (TG) dos

tecidos hepatico e muscular

Os resultados do perfil de acidos graxos da fracdo TG dos tecidos hepatico
e muscular do periodo pos-prandial medidos em juvenis de garoupa-verdadeira,
estdo apresentados em porcentagem (%) nas Figuras 11 e 12. Tabelas de suporte,
com as diferencas estatisticas e valores de p estdo em anexo — Tabela 15 a 28.

No figado das juvenis de garoupa-verdadeira, 0os percentuais de SFA da
fracdo TG no periodo poés-prandial (Figura 11A — Tabelal5B, p < 0,05), foram
maiores no tratamento realimentacéo em 15 dias (56,25 * 4,50%) em relacédo a 15
dias e 12 horas (40,66 + 1,30%). Nao houve diferenca estatistica significativa (p >
0,05) para a classe de SFA da fracdo TG no periodo pdés-prandial do tecido
muscular (Figura 12A — Tabela 22B). O mesmo ocorreu nos MUFA do tecido
hepatico (Figura 11B — Tabela 16B, p > 0,05), enquanto no tecido muscular, 0s
percentuais de MUFA no periodo pés-prandial (Figura 12B — Tabela 23B, p < 0,05)
foram maiores em 15 dias (47,90 + 0,85%) em relacéo aos 15 dias e 12 horas (44,11
+ 0,82%), no tratamento alimentacdo. Além disso, em 15 dias e 12 horas, o
tratamento alimentacéo (44,11 + 0,82%) apresentou percentuais inferiores ao

tratamento realimentacéo (47,43 £ 0,75%).

N&o houve diferencas significativas para os PUFA da fracdo TG no periodo
pos-prandial dos tecidos hepéatico (Figura 11C — Tabela 17B, p > 0,05) e muscular
(Figura 12C — Tabela 24B, p > 0,05), resultado que também foi observado nos LC-
PUFA do tecido hepatico (Figura 11D — Tabela 18B, p > 0,05). Ja no tecido
muscular, em 15 dias e 12 horas, os percentuais de LC-PUFA (Figura 12D — Tabela
25B, p < 0,05) foram maiores no tratamento alimentacao (4,53 + 0,66%) em relacéo
ao tratamento realimentacao (2,25 + 0,58%).
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A soma dos AG da série n-3 do figado (Figura 11E — Tabela 19B, p < 0,05)
foi maior no tratamento restricdo alimentar (2,23 = 0,42%) quando comparado ao
tratamento alimentacao (0,57 + 0,14%), em 15 dias e 12 horas de estudo. No tecido
muscular, ndo foram encontradas diferencas significativas para a soma dos AG da
série n-3 (Figura 12E — Tabela 26B, p > 0,05), assim como no tecido hepatico
(Figura 11F — Tabela 20B, p > 0,05) e muscular (Figura 12F — Tabela 27B, p > 0,05)
ndo foram observadas diferencas na somatéria dos AG da série n-6. Enquanto a
razdo n-3/n-6 no tecido hepéatico (Figura 11G — Tabela 21B, p < 0,05) foi maior no
tratamento restricdo alimentar (0,15 + 0,03) em relac&o ao tratamento alimentacao
(0,03 £0,01) em 15 dias e 12 horas. Nao houve diferencas estatisticas para a razao
n-3/n-6 no musculo (Figura 12G — Tabela 28B, p > 0,05).
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Figura 11: Perfil de acidos graxos da fracdo TG do figado de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes
tratamentos alimentares (alimentacgéo, realimentagéo e restricao alimentar) durante o periodo pés-prandial. O gréafico representa médias
e erro padrdo das médias (+) em porcentagem (%). A) SFA significa a soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids).
B) MUFA significa acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). C) PUFA significa acidos graxos
polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids). D) LC-PUFA significa acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés
long-chain polyunsaturated fatty acids). E) n-3 significa a soma de &cidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com
a primeira insaturacéo no carbono 3. F) n-6 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a
primeira insaturagdo no carbono 6. G) Raz&o n-3/n-6 significa a divisdo dos &cidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular
todas as classes de AG, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos
foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-
Walllis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). *® Diferentes letras indicam diferengas estatisticas entre tratamentos
experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentag&o diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes simbolos indicam diferencas
estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.: realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentacéo no dia 30). Os
valores de p (< 0,05) estdo especificados em tabelas no anexo I.
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Figura 12: Perfil de acidos graxos da fragdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes
tratamentos alimentares (alimentagao, realimentagao e restricdo alimentar) durante o periodo pés-prandial. O gréafico representa médias e erro
padrdo das médias (+) em porcentagem (%). A) SFA significa a soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). B) MUFA
significa &cidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). C) PUFA significa acidos graxos polinsaturados (do inglés
polyunsaturated fatty acids). D) LC-PUFA significa &cidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain polyunsaturated fatty
acids). E) n-3 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 3. F)
n-6 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagdo no carbono 6. G) Raz&o n-
3/n-6 significa a divisdo dos acidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular todas as classes de AG, foram usados o total de 9 peixes
(n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way ANOVA),
enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). ° Diferentes
letras indicam diferengas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta (ex.: alimentac&o diferente de restricdo no dia
30). “#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta (ex.: realimentagdo no dia 7 é
diferente de realimentag&o no dia 30). Os valores de p (< 0,05) estéo especificados em tabelas no anexo |.

4. Discussao

Assim como nos resultados, a discusséo foi dividida em sessfes. Na
primeira segdo, sao discutidos os resultados de desempenho de crescimento,
parametros corporais e sobrevivéncia, para todos os dias (7; 15; 22 e 30 dias),
horério de coleta (15 dias as 9h e 15 dias as 21h) e tratamentos (tratamento
alimentacdo, tratamento realimentacdo e tratamento alimentar). Na segunda
secdo, sao discutidos os resultados dos diferentes dias de experimento (7; 15;
22 e 30 dias) e diferentes tratamentos (tratamento alimentag&o, tratamento
realimentacdo e tratamento restricdo alimentar). Enquanto na terceira secéo
estdo discutidos os resultados do experimento pos-prandial (15 dias as 9h e 15

dias as 21), nos tratamentos alimentacéo, e restricdo alimentar).

4.1. Secdo 1: Desempenho de crescimento, parametros
corporais e sobrevivéncia para todos os dias, horarios de coleta

e tratamentos

Os peixes testados no presente estudo apresentaram 100% de
sobrevivéncia em 30 dias de experimento, inclusive aqueles que passaram por
restricdo alimentar. Spandri et al., (2020) obtiveram aproximadamente 95% de
sobrevivéncia com a mesma espécie, apos testarem o manejo alimentar para
analisar o crescimento compensatério. Em estudos com a mesma abordagem,
com espécies de maior interesse e conhecimento produtivo, como a tilapia do
Nilo Oreochromis niloticus (Nebo et al.,, 2017) e o tambaqui Colossoma
macropomum (Assis et al., 2020), os percentuais de sobrevivéncia foram acima

de 84% a 100%, respectivamente. Os resultados de sobrevivéncia do presente
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trabalho evidenciam que os animais estavam em condi¢des satisfatorias de

cultivo.

A disponibilidade e a qualidade do alimento séo fatores importantes para
a fisiologia dos peixes (Volkoff et al., 2010), e o equilibrio na alimentacdo pode
auxiliar no crescimento, uma vez que a dieta pode aumentar ou reduzir o apetite
dos peixes (Lall et al., 2009, Assan et al., 2021) e consequentemente afetar suas
reservas energéticas (Soengas, 2014). Além disso, o0 comportamento alimentar
em peixes é variado e pode ser associado a abordagens alimentares, habito
alimentar, formulacéo da dieta, condic6es de cultivo, caracteristicas da espécie
e até mesmo regularidade alimentar (Lall et al., 2009; Volkoff et al., 2010;
Soengas, 2014; Assan et al., 2021). E apesar da alta sobrevivéncia nos peixes
do tratamento restricdo alimentar, parametros como a massa, GM e TCE
demonstraram que 15 e 30 dias de restricdo alimentar podem afetar o
desempenho produtivo da espécie, quando comparados aos animais do
tratamento alimentacdo. Além disso, 0s animais deste tratamento (restricdo) e
do tratamento realimentacdo possivelmente tiveram sua massa corporea
diminuida pela falta de alimentacéo, assim como ocorreu no trabalho com a
garoupa-hibrida, Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus, que
mostrou que os peixes do grupo controle (alimentacdo constante de 60 dias)
apresentaram ao final do experimento, massa, GM e TCE maior que 0s animais
gue passaram por 30 dias de restricao alimentar (Liu et al., 2020). Por outro lado,
em juvenis de pacu, Piaractus mesopotamicus (Favero et al., 2020), a massa,
GM e TCE foram inferiores apenas ao final do jejum de 30 dias, e apds esse
periodo, os peixes atingiram os mesmos valores que os animais alimentados por

60 dias — grupo controle.

No presente estudo, a restricdo alimentar de 15 e 30 dias consecutivos,
nao afetou o comprimento final dos juvenis de garoupa-verdadeira. Além disso,
a massa nao apresentou diferencas entre os peixes do tratamento alimentacéo
e realimentacado, além do dia 22 do estudo. Estes resultados sugerem que a
alimentacdo constante da garoupa-verdadeira, pode ser substituida por
intervalos de restricdo, como os 15 dias de restricdo alimentar utilizados no
presente estudo, e que pareceram mais eficientes que 30 dias de restricdo

alimentar, levando em consideracdo principalmente a massa corporea.
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Entretanto, apesar deste resultado, levando em consideragdo massa, GM,
comprimento e TCE, €& possivel afirmar que ndo houve crescimento
compensatorio (CC), como colocado na hipbtese 3, para a espécie, uma vez que
os valores apresentados nos parametros produtivos do tratamento
realimentacdo n&do foram maiores que os do tratamento alimentacdo. Este
resultado (CC positivo) ndo era esperado para o0 presente trabalho,
principalmente pelas caracteristicas da espécie: demersal (Rodrigues-Filho et
al., 2009) e sedentaria (Condini et al., 2010), mas € importante leva-lo em
consideracao em futuros estudos que testem esse fator com a espécie, uma vez
gue outros estudos com matrinxa, Brycon amazonicus (Urbinati et al., 2014) e
nos ja citados juvenis de pacu (Favero et al.,2020) afirmam que o maior consumo
de racdo (parametro ndo aferido no presente estudo) pode levar ao CC em

peixes.

Desta forma, € possivel afirmar que a restricdo alimentar, que tem por
objetivo controlar o crescimento dos animais, melhorar a eficiéncia alimentar e
reduzir os custos de producdo (Liu et al., 2021), foi eficaz dentro do periodo de
regularidade alimentar de 15 dias, uma vez que os parametros produtivos foram
mantidos iguais aos animais alimentados constantemente. Além disso, €
possivel sugerir que esse periodo auxiliard no custo da alimentacdo durante
cultivo de juvenis de garoupa-verdadeira, com a utillizacdo de menores

quantidades da dieta ofertada.

4.2. Secdo 2: Lipideos totais, acidos graxos e expressao
de genes do metabolismo lipidico nos tratamentos alimentacéo,
realimentacéao e restricado alimentar aos 7, 15, 22 e 30 dias

4.2.1. Lipideos totais dos tecidos hepatico e muscular

A analise da concentragdo de lipideos do figado e do musculo demonstra
um aumento da deposicdo deste substrato energético aos 30 dias nos
tratamentos alimentacdo e realimentagdo, sendo que no tecido muscular, o

maior acumulo de lipideos passou a ocorrer ja no dia 22. Além disso, €
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importante notar que a deposicao de lipideos pareceu ter acontecido de forma
muito mais rapida para os animais do tratamento realimentacéo, ja que os peixes
deste tratamento passaram a receber alimentacdo apenas aos 15 dias de
estudo, e 7 dias depois de quando retornaram a comer (ou seja, na coleta de 22
dias) apresentaram maior deposicdo de lipideos no tecido muscular. J& no
tratamento alimentacéo, essa maior deposi¢cao passou a ocorrer 22 dias apos 0
inicio da alimentacdo constante, o que pode estar relacionado aos ajustes
metabdlicos em resposta a disponibilidade de alimentos (McCue, 2010, Bar e
Volkof, 2012). Estes dados sugerem que no tratamento realimentacgéo, os peixes
foram capazes de reverter a menor deposicéo de lipideos (decorrente dos 15
dias sem alimento), no tecido muscular (aos 22 e 30 dias) e hepético (aos 30

dias).

Além da disponibilidade de alimentos, animais submetidos a restricdo
alimentar, ao voltarem a se alimentar, podem passar pelo processo de hiperfagia
e converterem mais eficientemente os alimentos consumidos, sendo essa uma
das explicacdes para o crescimento compensatorio em peixes, por exemplo
(apesar de nao ser o foco do nosso estudo). Esses processos sao citados por
Py et. al (2022), que também descrevem maior otimizacao no uso dos nutrientes
para produzir energia através do aumento da eficiéncia alimentar durante o
periodo de realimentacdo. Desta forma, seria possivel explicar a deposicao de
lipideos de maneira mais rapida no tratamento realimentacdo, mas sem a

ocorréncia de CC como ja foi discutido.

No tratamento restricdo alimentar, foi possivel observar que a partir dos
15 dias de estudo, a deposicao de lipideos foi elevada no tecido hepatico. Além
disso, este tratamento apresentou concentracdes mais elevadas de lipideos
totais comparado ao tratamento realimentacdo em 15 dias. O aumento sugere
que o tecido hepatico da espécie tem um papel importante na deposicdo de
lipideos que serdo usados na [B-oxidagcdo, uma vez que, possivelmente, 0s
lipideos acumulados neste tecido, mais especificamente os AG, estdo sendo
utilizados para obtencédo de energia, como foi possivel observar através da
expressao do gene cpt aos 15 e 30 dias do estudo. Este resultado era esperado,

uma vez que durante um periodo de jejum, possivelmente um individuo utilize as
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suas reservas de energia atraves da mobilizagédo e oxidagdo dos AG, a partir de
TG (Price e Valencak, 2012).

De forma geral, ainda € possivel mencionar que os resultados indicaram
que em nenhum dos tratamentos apresentou deposi¢cdo excessiva de lipideos
nos tecidos analisados, principalmente no figado, uma vez que, o tratamento
alimentacdo nao foi maior que os outros tratamentos que passaram por jejum,
indicando que a alimentac&o ou o jejum constante ndo afetaram o tecido. Esses
resultados sdo importantes porque a acumulacdo excessiva de lipideos no
figado pode levar ao desenvolvimento de doencas hepaticas durante a o periodo
sem alimento (Li et al., 2022), como a esteatose hepatica, ou seja, retencéo e/ou
acumulo incomum de gordura no figado. Na auséncia de ingestéao dietética, os
AG que se acumulam no figado, na forma de TG, podem ser sintetizados de
novo ou mobilizados de outros tecidos, especialmente nos adipdcitos. (Price e
Valencak, 2012), e a compreensao dos mecanismos que controlam a deposicéo
de lipideos nesse tecido pode ajudar no desenvolvimento de estratégias de
manejo nutricional para minimizar esses efeitos negativos (McCue, 2010, Aradjo
et al., 2016).

7

Também é possivel sugerir que ndo houve implicacbes quanto ao
acumulo de lipideos no tecido muscular, uma vez que nao houve diferenca entre
os diferentes tratamentos, sobretudo entre o tratamento alimentacéo e restricdo
alimentar. Esses achados ndo sao consistentes com estudos anteriores que
relataram que a restricdo alimentar pode levar ao aumento da deposicao de
lipideos em tecidos musculares em peixes, como com o salmado do Atlantico
Salmo salar (Bower, et al., 2009) e o pacu Piaractus mesopotamicus (Favero et
al., 2021).

4.2.2. Acidos graxos totais do plasma

Os peixes que foram submetidos ao tratamento restricdo alimentar,
apresentaram maior porcentagem plasmatica de SFA, LC-PUFA, n-3 (6mega-3)
e maior razéo n-3/n-6, principalmente no dia 30 do estudo. Segundo Bar e Volkoff
(2012), os peixes possuem capacidade de reduzir o metabolismo, mobilizar e

oxidar moléculas importantes, como lipideos e proteinas, durante o periodo de
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restricdo alimentar. Os resultados sugerem que as juvenis de garoupa-
verdadeira, durante o periodo de restricdo alimentar, entraram em uma das duas
primeiras fases de mobilizacédo de reservas energéticas apenas aos 30 dias, e
que antes deste periodo, as reservas de AG, principalmente de SFA e LC-PUFA,
se mantiveram preservadas. As possiveis fases de mobilizacdo em que os
animais entraram sao: FASE | — estagio curto de transicdo de reservas lipidicas
ou FASE Il — estagio estacionario, periodo longo no qual os lipideos sdo a
principal fonte de energia (Cherel et al., 1991; Groscolas e Robin, 2001; Bar e
Volkoff, 2012). Entretanto, ndo € possivel confirmar com precisdo os estagios,
uma vez que no presente estudo foi analisado apenas o metabolismo lipidico e

de acidos graxos.

Price e Valencak (2012) descrevem que a oxidagdo de AG durante o
periodo de jejum, € um processo “seletivo”, que ocorre em AG mais insaturados
e mais curtos em decorréncia de suas estruturas e propriedades de solubilidade
em agua (AG curtos e insaturados possuem maior afinidade com a agua) e este
processo também pode depender da composicéo inicial dos TG no inicio do
periodo de jejum. Entretanto, quando essa teoria € aplicada a préatica, SFA sdo
mais abundantes e mais facilmente oxidados e LC-PUFA sédo mais preservados,
como foi visto neste estudo de revisdo para diversos animais. E conhecido, que
em peixes, existe uma ordem preferencial de metabolizagcdo de AG durante a B-
oxidacao, sendo primariamente oxidados os SFA, seguidos por MUFA, PUFA e
LC-PUFA (Kiessling e Kiessling, 1993; Tocher, 2003). Os AG presentes no
plasma sé&o chamados de AG livres (AGL), ou seja, ndo estao esterificados, que
estdo sendo mobilizados de um tecido para outro, para armazenamento ou
geracdo de energia (Nelson e Cox, 2019). No presente estudo, é possivel
sugerir, que pela alta porcentagem de SFA no plasma, existe a alta mobilizac&o

para geracao de energia.

Tocher (2003) aponta que apesar da oxidacao de PUFA ocorrer, ela &
mais complexa em termos energéticos, quando comparada a oxidacado de MUFA
e SFA. Entretanto, Araujo et al. (2022) descreveram que, apesar de existirem
excecdes, algumas espécies, quando passam por restricdo alimentar,
catabolizam preferencialmente n-3 LC-PUFA, para atingir as suas necessidades

energéticas. No presente estudo, a porcentagem de n-3 e 6, respectivamente,
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circulantes no plasma dos animais, principalmente nos tratamentos alimentagao
e restricdo alimentar, nos 15 e 30 dias do estudo, refletem os valores de LC-
PUFA e PUFA, respectivamente, e estdo sendo mais mobilizados. Além disso,
em 30 dias de experimento, houve maiores porcentagens plasmaticas de acidos
graxos n-3 nos peixes que passaram por restricdo alimentar. Estes resultados
indicam que durante esse periodo do jejum, a garoupa-verdadeira mobilizou
mais das reservas que sdo consideradas de grande importancia fisioldgica
(Glencross 2009; Turchini et al., 2009; Tocher, 2008; Tocher, 2015; Nelson e
Cox, 2019), mesmo que a oxidacdo de Omega-3 seja mais complexa,
possivelmente, para gerar energia. Algumas espécies carnivoras como a truta
arco-iris Oncorhynchus mykiss (Salem et al. 2007); esturjao Acipenser naccarii
(Furne et al. 2012) e linguado verde-oliva Paralichthys olivaceus (Yang et al.,
2019) mobilizaram reservas energéticas para manter 0s processos vitais ao

passar pelo jejum.

Com relacdo aos MUFAs, foi observado que os animas do tratamento
alimentacdo mobilizaram mais destes AG, em relagdo ao tratamento restricdo
alimentar, assim como observado nos PUFA e n-6. Possivelmente, a
alimentacéo constante pode estar levando os animais a deposi¢cdo de MUFA em
outros tecidos (como tecido hepatico), uma vez que o percentual de MUFA livres
encontrado nos peixes neste tratamento é bastante elevada. Diversos autores
sugerem que MUFA sao comumente catabolizados quando héa excesso na dieta
fornecida aos peixes (Bell e Sargent, 2003; Tocher, 2003; Stubhaug et al., 2005;
Glencross, 2009; Turchini et al., 2009; Glencross e Rutherford, 2010). Desta
forma, os resultados sugerem que a alimentacdo constante pode ndo ser

necessaria para a espécie, como ja discutido em relacédo a deposicao lipidica.

No tratamento realimentacdo foram observadas diferencas nos MUFA,
PUFA e n-6, com percentuais plasmaticos em geral, sdo menores em 7 dias
guando comparado com 22 e 30 dias. Ou seja, ap0s o periodo de realimentacao
0S percentuais aumentaram no plasma, assim como foi apresentado nos lipideos
totais do figado e do musculo. Observando os resultados de forma ampla, é
possivel sugerir que a mobilizacdo de AG ocorreu e refletiu na maior deposicao

de lipideos totais dos tecidos hepatico e muscular. Em juvenis de pacu Piaractus
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mesopotamicus houve reduc¢éo dos niveis plasméticos de TG durante jejum de
30 dias (Favero et al., 2020).

Durante o periodo sem ingestdo de alimento, € comum que 0s animais
apresentem alteracbes na composicdo dos AG. Essas alteragbes tém sido
associadas a diversas explicacdes a plasticidade (Price e Valenkak, 2012). Além
disso, os autores citam que, apesar das alteracbes que podem ocorrer em
decorréncia ao ajuste a restricdo alimentar, € importante ressaltar que as
mudancas na composicdo dos AG observadas durante este periodo sem
ingestdo de alimento podem ser resultado de processos fisioldgicos em
andamento e ndo necessariamente representar uma resposta a auséncia de
alimento. Entretanto, é possivel que as alteracdes encontradas tenham sido
moduladas em resposta a auséncia de alimento, com foi possivel observar em
diversos estudos que demonstram que os resultados obtidos sdo espécie-
especifico para tratamentos com realimentacdo, em espécies como pacu
Piaractus mesopotamicus (Favero et al., 2017, 2020); tambaqui Colossoma
macropomum (Assis et al., 2020); garoupa hibrida Epinephelus fuscoguttatus x
E. lanceolatus (Liu et al., 2020) e salmao rei Oncorhynchus tshawytscha (Aradjo
et al., 2022).

4.2.3. Acidos graxos da fracdo de triglicerideos (TG) dos

tecidos hepatico e muscular

Os percentuais de MUFA encontrados na fracdo TG do figado no
tratamento realimentacao refletiu a deposi¢cdo encontrada nos lipideos totais do
mesmo tecido e refletiu os percentuais que foram apresentados nos MUFA
plasmaticos, ou seja, um aumento ao longo do tempo. Os perfis de PUFA e
Omega 6 no mesmo tratamento, também pareceram ter refletido as
concentracbes encontradas nos lipideos do tecido hepético. Além disso, nos
SFA o tratamento realimentacdo apresentou tendéncia de decaimento ao
decorrer dos 30 dias experimentais, 0 que pode indicar que estes AG estavam
sendo usados para geracdo de energia. Como citado anteriormente, as
alteracdes que ocorrem no perfil de AG observadas durante o periodo sem

ingestao de alimento podem ser resultados dos processos hiolégicos em curso,

CAUNESP 72



Mestranda: Ethiene Fernandes de Oliveira Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Guimardes Moreira Whitton

e nao significar uma resposta homeostética a auséncia de ingestdo de alimento
(Price e Valencak, 2012).

Entretanto, os TG sado moléculas energéticas (Nelson e Cox, 2019) que
podem ser modificadas pela dieta (Oliveria et al, 2023) e estas modificagbes
podem ocorrer no tecido hepético (alongamento ou dessaturacdo de AG, dentre
as principais). Durante o periodo de restricdo alimentar espera-se que 0S
individuos utilizem suas reservas como fonte energética, através da mobilizacao
e B-oxidagdo dos AG que compde os TG (Price e Valencak, 2012). Em razéo
disso, a quantidade total de triacilglicerol armazenado pode diminuir durante o
periodo sem ingestdo de alimento. Embora seja possivel esperar que os TG
sejam utilizados mais rapidamente do que outras classes lipidicas, os
componentes individuais, que sdo os AG, desses TG nao necessariamente sdo
utilizados de forma igualitarias, como foi visto na utilizacdo de MUFA, PUFA e
Omega-6 entre 7 e 15 dias de estudo no tratamento realimentacao.
Adicionalmente, os dados do perfil dos SFA sugerem que estes AG foram

utilizados ao longo do periodo experimental como fonte de energia.

Além disso, quando h& o retorno da disponibilidade do alimento, como
citado anteriormente, 0s animais que passaram pelo periodo sem ingestao de
alimento, podem converter o alimento recebido de forma mais eficiente,
otimizando o uso dos substratos nutricionais para gerar energia (Py et al., 2022).
E assim como nos lipideos totais do figado, foi observada uma maior deposicao
de MUFA, PUFA e 6mega 6 aos 22 e 30 dias de estudo, de forma mais rapida
gue em outros dias de estudo e tratamentos. Considerando-se que neste periodo
(22 e 30 dias) houve oferta de alimento, o maior consumo, causado
possivelmente pela hiperfagia e maior eficiéncia em converter esses alimentos
pelo excesso de consumo, justifica a deposicdo destes AG no tratamento

realimentacédo, assim como ocorreu nos lipideos totais do tecido hepatico.

Enquanto no tecido hepatico os MUFA parecem ter sido depositados no
tecido muscular, em todos os tratamentos, principalmente aos 22 dias de estudo,
as juvenis de garoupa-verdadeira pareceram ter oxidado mais MUFA da fracéo
TG muscular. Assim como no tratamento alimentac&o foi observado menores
percentuais de SFA e MUFA aos 7; 22 e 30 dias experimentais e menores

percentuais de PUFA e n-6 em 7 e 15 dias. Como citado, a oxidacao de AG é
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um processo seletivo, e os musculos tém preferéncia por oxidar AG insaturados
(Price e Valencak, 2012). O mecanismo exato desse efeito ndo é claro, mas pode
estar relacionado a atividade da enzima CPT, que atua como um transportador
de AG na membrana mitocondrial (Tocher, 2003; Nelson e Cox, 2018). Acredita-
se que essa enzima desempenhe um papel importante no controle do fluxo de
oxidacdo de acidos graxos, sendo mais ativa em acidos graxos com cadeias
mais curtas e maior grau de insaturacao. No entanto, é importante ressaltar que
essa relacdo pode variar entre as diferentes espécies (Tocher, 2003; Nelson e
Cox, 2018).

De forma geral, € importante destacar ainda que mesmo 0s animais que
foram mantidos no tratamento de restricdo alimentar apresentaram um aumento
de LC-PUFA e n-3 aos 22 dias, ou seja, mesmo sem a oferta de alimento apos
15 dias, o padrao de mobilizacéo destes AG em outros tecidos, como figado (ja
quem em 22 dias, o figado dos animais deste grupo ja ndo apresenta
porcentagens detectaveis de LC-PUFA e n-3) permanece semelhante aos
animais alimentados neste periodo. Este resultado sugere que apés 15 dias sem
alimentacdo os animais ativam vias metabdlicas que sdo necessarias para

manter o perfil destes AGs no tecido muscular.

4.2.4. Expressao génica

Em dois momentos do experimento (15 e 30 dias) foram analisadas a
expressdo de genes lipoliticos (cpt, acox, acadvl) e lipogénicos (fas, scd) no
musculo e no figado, e dentre eles apenas o gene cpt apresentou diferencas
significativas durante o experimento, nos dois tecidos. A restricdo alimentar
afetou a expressdo do gene cpt em ambos os tecidos estudados (musculo e
figado) em juvenis de E. marginatus. No entanto, parece que a resposta a
restricdo alimentar foi diferente nos dois tecidos. No musculo, a expressdo do
gene cpt foi maior no tratamento restricdo alimentar no dia 15. Isso sugere que
0 gene cpt pode ter sido transcrito para RNA e traduzido na carnitina palmitoil-
transferase, responsavel por transportar acidos graxos de cadeia longa, com 14
ou mais carbonos para a mitocondria, onde ocorre a [B-oxidacdo desses

substratos para a producao de energia (Tocher, 2003; Nelson e Cox, 2018). Ja
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nos 30 dias do experimento, principalmente os peixes submetidos ao tratamento
restricdo alimentar, apresentaram uma diminuicdo na expressao do gene cpt no
tecido muscular, sugerindo que houve um ajuste do gasto energético do tecido,
provavelmente em resposta a falta de alimento, uma vez que a expressao do
gene cpt é regulada pela composicao de &cidos graxos na dieta (Morash et al.,
2009).

Por outro lado, os resultados mostraram que a expressao de cpt hepatica
nos juvenis de E. marginatus foi mais elevada no tratamento restricdo alimentar
em ambos os dias analisados (15 e 30 dias), sugerindo o envolvimento do figado
na B-oxidacdo de acidos graxos em resposta a restricdo alimentar (Tocher,
2003), mesmo apos 30 dias. Ou seja, que 0S juvenis que passaram por maiores
periodos sem alimentacdo expressaram mais cpt devido a necessidade de maior
oxidacao de acidos graxos. O efeito de periodos sem alimentagéo, seguidos de
alimentacéo na expressao ou atividade da cpt foram recentemente descritos no
tele6steo Onychostoma macrolepis (Gou et al., 2023), que demonstraram
resultados que corroboram os dados do presente estudo com E. maginatus. Os
autores verificaram que a expressao do gene cpt-1 aumentou no musculo e no
figado de O. macrolepis apds 3 semanas de jejum, 0 que corrobora os dados
encontrados no figado de E. marginatus, mas que apdés a realimentacéo, o nivel
de expressao retornou aos valores dos animais que néao tiveram a alimentacéo
suspensa, tendéncia observada no figado de juvenis de E.marginatus do
tratamento realimentacdo, que mantiveram 0s mesmos niveis de expressao do

tratamento alimentacao.

Em um estudo anterior, Araujo et al. (2018) testaram a expressédo de
diversos genes envolvidos no metabolismo de lipideos, inclusive a cpt, em
juvenis de E. marginatus alimentadas com diferentes dietas suplementadas com
diferentes fontes de AG. Os resultados apontaram que, apesar de nao ter havido
diferencas estatisticas no gene cpt, a suplementacdo com o6leo de coco levou a
um aumento na oxidagédo de SFA e MUFA no figado da espécie, possivelmente
contribuindo para a regulacdo do metabolismo lipidico nesses peixes. No
presente estudo, os resultados sugerem que o aumento de cpt hepatica pode
ser uma estratégia fisioldgica para a espécie enfrentar periodos de escassez de

alimentos, assim como foi visto com a carpa capim Ctenopharyngodon idella
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(Gong et al., 2017). Além disso, levando em consideracdo o estudo anterior
(Araujo et al., 2018), € possivel sugerir que a espécie possui boa capacidade de

se ajustar a dieta ou auséncia dela.

McCue (2012) descreve ajustes metabdlicos e fisiolégicos que ocorrem
em peixes quando h& uma restricdo alimentar prolongada, incluindo a
mobilizacdo de energia do figado por meio da oxidacdo de acidos graxos. O
figado é descrito como um importante érgéo para a regulacdo do metabolismo
energético em peixes durante periodos de escassez de alimento. Os resultados
do presente estudo também sdo consistentes com a teoria de que a restricdo
alimentar pode levar a ajustes no gasto energético dos tecidos em resposta a
falta de alimento (Tocher, 2003, McCue, 2012). Esse ajuste pode ocorrer por
meio de mecanismos que permitem uma melhor utilizagdo de acidos graxos
como fonte de energia, como sugerido pela expressdo aumentada do gene cpt
no tecido muscular no dia 15. No entanto, esse ajuste pode ser limitado em
periodos mais longos de restricdo alimentar, como sugerido pela diminuicdo da

expressdo do gene cpt no tecido muscular no dia 30.

Em geral, esses resultados contribuem para o entendimento dos
mecanismos de plasticidades da espécie em resposta a restricdo alimentar e
podem ter implicacbes para a compreensdo da sua fisiologia energética. No
entanto, é importante notar que as respostas dos peixes a restricdo alimentar
podem variar dependendo de uma série de fatores, como genética (Morash et
al., 2009, Gong et al., 2017); temperatura (Favero et al., 2019; Aradjo et al., 2022)
e metabolismo (Pérez-Jiménez et al., 2007; Favero et al., 2018), mas em geral o
principal fator variante € a espécie (Tocher, 2003). Portanto, mais estudos sdo
necessarios para entender completamente estes resultados e como eles podem

ser aplicados em diferentes contextos.

4.3. Secéo 3: Pés-prandial

Os resultados desta se¢éo foram discutidos de forma conjunta (lipideos
totais do figado e do musculo, AG totais do plasma e AG da fragdo TG dos
tecidos hepatico e muscular). No presente estudo, os dados sugerem que as

alteracdes observadas foram em decorréncia ao proprio ritmo circadiano dos

CAUNESP 76



Mestranda: Ethiene Fernandes de Oliveira Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Guimardes Moreira Whitton

animais e necessidades energéticas. O periodo pdés-prandial € uma etapa
envolvida no processamento da alimentacdo, mais estudada como a resposta
fisiologica da ingestdo de nutrientes (McCue, 2006; Secor, 2009). Durante o
periodo da digestéo, que é iniciado logo apds o consumo do alimento, processos
fisicos, quimicos e enzimaticos sdo combinados de forma coordenada para
absorcdo dos nutrientes ingeridos (Gongalves et al., 2016). No processo
absortivo, apds entrarem nos enterqcitos, células do epitélio intestinal, substratos
como os lipideos, sdo transportados por lipoproteinas de baixa densidade ou
quilomicrons, através do plasma até o figado, e no figado, os lipideos podem ser
re-esterificados a TG (Rust, 2003).

Enguanto a razdo n3/n6 a maior concentracao foi aos 15 dias no mesmo
tratamento. Na literatura, ndo foram encontrados estudos que avaliem e
expliguem a mobilizacdo das classes especificas de AG em peixes que
passaram pelo periodo de restricdo alimentar e em intervalos de 12h, dentro de
um mesmo dia. Como citado anteriormente, durante o periodo sem ingestéao de
alimento, € comum que 0s animais apresentem alteragcdes na composicédo dos
AG, “ajustando-se” a esse periodo (Price e Valenkak, 2012). Em um estudo com
a carpa capim, Ctenopharyngodon idella (Sun et al., 2021) foram investigados
os efeitos da baixa temperatura e restricdo alimentar no periodo de 0 a 16
semanas, e os resultados apontaram que a lipdlise foi ativada no tecido adiposo
influenciando a expressédo do gene adipose triglyceride lipase (atgl) e de uma
forma geral, os resultados que indicaram que os lipideos foram continuamente

utilizados como substratos energéticos.

Para melhor compreensao dos dados, analises como expressao génica
serdo necessarias para explicar os resultados obtidos, uma vez que o tecido
hepético estd associado a modulagédo do metabolismo lipidico (Tocher, 2003) e
compreender as vias metabdlicas lipoliticas e lipogénicas € essencial para tracar
estratégias nutricionais especificas com base nas necessidades fisiologicas da
espécie selecionada (Tocher et al. 2003; Glencross 2009; Wade et
al. 2014 ; Araujo et al. 2023).

Ainda no tecido hepatico, através dos resultados apresentados, de forma
geral, é possivel sugerir que 0s animais do tratamento restricdo alimentar estao

depositando mais AG 6mega-3 no figado comparado aos animais que estao

CAUNESP 77


https://link.springer.com/article/10.1007/s10126-023-10209-4#ref-CR16
https://link.springer.com/article/10.1007/s10126-023-10209-4#ref-CR45
https://link.springer.com/article/10.1007/s10126-023-10209-4#ref-CR52

Mestranda: Ethiene Fernandes de Oliveira Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Guimardes Moreira Whitton

sendo alimentados constantemente. Além disso, as reservas aparentemente
depositadas (n-3) sdo AG de grande importancia fisiologica, o que indica que no
grupo pos-prandial, os animais que estavam restritos ao alimentam mobilizaram
ao figado reservas importantes. Entretanto assim como para os resultados
anteriores, analises como expressao génica, sao importantes para evidenciar se
0os AG depositados foram utilizados na [(-oxidacdo ou se estdo sendo
acumulados para re-estificacdo de TG. Na espécie de teledsteo marinho, cobia,
Rachycentron canadum, foi possivel observar que os percentuais de EPA e DHA
(bmega 3) e outros n-3 LC-PUFA aumentaram entre 8 e 12 horas apés a
realimentacdo (Araujo et al., 2023). No ciprinideo Onychostoma macrolepis,
apos o periodo de restricdo alimentar, houve aumento da expressao de genes
envolvidos na lipolise, como a cpt, no hepatopancreas e musculo, indicando a
mobilizacdo de reservas de gordura nesses tecidos (Gou et al. 2023). Nesta
espécie foram encontradas ainda maiores atividades de enzimas associadas ao
sistema imune no hepatopancreas e no intestino dos animais que passaram por

restricdo alimentar.

Na fracdo TG do tecido hepatico, na coleta de 15 dias houve maior
deposicdo no tratamento realimentacdo na classe de SFA comparado ao grupo
pos-prandial. Existem duas explicacdes possiveis para os altos niveis de SFA
logo apoés o periodo de realimentacéo: 1) os animais ainda estavam depositando
SFA para gerar energia atraveés da (-oxidagcdo em consequéncia da restricao
alimentar ou 2) logo apds a realimentacdo, 0s animais mobilizaram e
depositaram estes AG, para posteriormente serem re-estericados, com ja foi
citado diversas vezes ao longo do estudo. Na carpa capim, a composi¢cao de AG
analisada indicou a classe de SFA foi predominantemente usada durante o
periodo de restricdo alimentar (Sun et al., 2021). Enquanto no barramundi, Lates
calcarifer, de 1h a 12h ap0s a realimentagdo, os genes de sintese de AG do
tecido hepatico foram regulados de maneira positiva. Aléem disso, a espécie
reteve mais DHA que EPA no tecido hepatico, em todos os grupos apresentados
(Aradjo et al., 2016).

Inversamente ao tecido hepatico, no musculo todos os tratamentos
apresentaram maior deposi¢do de lipideos totais no grupo pés-prandial. Na

fracdo TG muscular os resultados sugerem que ocorreu mobilizacdo de MUFA
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do musculo para o plasma no periodo de 12h. Além disso, o tratamento
realimentacdo apresentou maiores percentuais de MUFA que o tratamento
alimentacdo no grupo pos-prandial, sugerindo que os animais mobilizaram e
depositaram mais destes AG no musculo apés a alimentagdo. Diversos estudos
apontam que a composi¢cao da dieta ofertada reflete na composicao do tecido
muscular (Bell et al., 2001; 2002; 2003; Marques et al., 2021; Mata-Sotres et al.,
2021, Oliveira et al. 2023), e no presente estudo, principalmente os MUFA
presentes na dieta, no grupo pdés-prandial, foram refletidos no tecido muscular

das juvenis de E. marginatus do tratamento realimentacao.

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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Tabela 2: Efeito da restricdo alimentar e realimentacéo sobre a massa corporea (g) de juvenis de Epinephelus marginatus.

. Tratamentos Tukey Test
A) Dias de coleta - = ; = e
Alimentacao Realimentacéo Restrigédo Tratamento
7 dias 19,58 + 1,602 17,02 + 0,802 15,60 + 1,62° Alimentacéo vs Restricdo p= 0,00329
15 dias 19,17 £ 1,772 15,82 + 1,772 14,46 + 1,09° Alimentacéo vs Restricdo p= 0,00399
Massa Corporea 15 dias e 12 horas 22,19 £ 1,502 17,50 £+ 1,822 14,56 + 1,40b Alimentacdo vs Restricdo p= 0,00018
. Alimentacgédo vs Restricdo p= 0,00311
b
22 dias 20,01 £ 2,292 18,87 + 1,742 14,39 + 1,58 Realimentacdo vs Restricio p= 0,01435
30 dias 19,72 + 1,612 17,1+ 1,192 14,86 £ 1,74 Alimentacéo vs Restrigdo 0,00572
Tukey Test Dia - - -

Os valores representam médias + erro padrao das médias. Para calcular a massa, foram usados o total de 9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo nimero de tanques (n=3/tratamento). Para os
dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, apds isso foi utilizado o teste
de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre A) tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta. Nao foram apresentadas diferencas estatisticas para o

periodo pés-prandial.

O calculo foi aferido com base na seguinte formula: Massa Corp6rea (em gramas — g) = média das médias de cada tanque e tratamento.
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Tabela 3: Efeito da restricao alimentar e realimentacdo sobre 0 ganho em massa corporea (g) de juvenis de Epinephelus marginatus.

i Tratamentos Tukey Test
A) Dias de coleta ; ~ - = —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
7 dias 1,65+ 2,13 -1,11 £ 0,37 -2,89+£1,19 -
. Alimentacéo vs Realimentagéo p= 2,8E-05
- b - b
15 dias 1,24 + 2,292 2,31+2,10 4,04 £ 0,74 Alimentac&o vs Restrico p= 2,6E-06
. Alimentacgdo vs Realimentacéo p= 0,00024
- b - b
Ganho em Massa 15 dias e 12 horas 4,26 + 1,042 0,63 + 1,60 3,94 + 1,86 Alimentacao vs Restricao p= 3,1E-06
. Alimentacéo vs Realimentacéo p= 0,00135
b - b
22 dias 2,08+1,192 0,74 +1,37 4,10 £ 2,35 Alimentaco vs Restrico p= 2,3E-06
. Alimenta¢éo vs Realimentagéo p= 6,4E-05
- b - b
30 dias 1,80 + 1,282 1,02+ 0,45 3,64 +2,38 Alimentacio vs Restrico p= 2,1E-06
Tukey Test Dia - -

Os valores representam médias + erro padrdo das médias. Para calcular o ganho em massa, foram usados o total de 9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo nimero de tanques
(n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo parameétricos foi aplicado o teste
Kruskal-Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre A) tratamentos experimentais no mesmo dia de

coleta. Nao foram apresentadas diferencas estatisticas para o periodo pés-prandial.

O calculo foi aferido com base na seguinte formula: Ganho de Massa (em gramas (g)) = massa corpérea inicial final — inicial consumo de ragéo / ganho de massa corporea.

CAUNESP

90



Mestranda: Ethiene Fernandes de Oliveira

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Guimaraes Moreira Whitton

Tabela 4: Efeito da restricdo alimentar e realimentacdo sobre o comprimento (cm) de juvenis de Epinephelus marginatus.

A) Dias de coleta . _ Tratcamento? _ Tukey Test
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento

7 dias 10,89 £ 0,18 10,78 £ 0,15 10,33+ 0,40 -

15 dias 11,06 £ 0,42 10,83 £ 0,37 10,67 £ 0,37 -

Comprimento 15 dias e 12 horas 11,11 +£0,32 10,89 £ 0,27 10,83 £ 0,35 -

22 dias 11,17 £ 0,37 11,07 £ 0,36 10,72+ 0,34 -

30 dias 11,71+ 0,42 10,89 £ 0,35 10,89 £ 0,39 -

Tukey Test Dia - - -

Os valores representam médias + erro padrao das médias. Para calcular o comprimento, foram usados o total de 9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo niumero de
tanques (n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi
aplicado o teste Kruskal -Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre A) tratamentos experimentais
no mesmo dia de coleta. Ndo foram apresentadas diferencas estatisticas para o periodo pos-prandial.

O célculo foi aferido com base na seguinte formula: Comprimento (em centimetros — cm) = média das médias de cada tanque e tratamento.
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Tabela 5: Efeito da restricdo alimentar e realimentacdo sobre a taxa de crescimento especifico (%) de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Tukey Test
Acidos graxos Dias de coleta
Alimentacéo Realimentagéo Restricdo Tratamento
7 dias 23,59 + 30,452 -15,83 + 5,262 -41,31 +17,01P Alimentagao vs Restricdo p= 0,0211
15 dias 8,27 £ 15,28 -15,39 + 13,98 -26,91 £ 4,95 -
Taxa de Crescimento g ;55 6 12 horas 28,41 + 6,96 -4,20 + 10,67 -26,24 + 12,38 -
Especifico
22 dias 9,47 £ 5,42 3,35+ 6,24 -18,65 + 10,70 -
30 dias 5,99 £ 4,27 -3,40 + 1,49 -12,12 + 7,92 -
Tukey Test Dia -

Os valores representam médias + erro padrdo das médias. Para calcular a taxa de crescimento especifico, foram usados o total de 9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo
namero de tanques (n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos
foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre A) tratamentos experimentais
no mesmo dia de coleta. N&o foram apresentadas diferencas estatisticas para o periodo pos-prandial.

O calculo foi aferido com base na seguinte formula: Taxa de Crescimento Especifico (TCE — em porcentagem (% dia - 1)) = 100 x ((massa corpoérea final — inicial) / dias)
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Tabela 6: Lipideos totais (mg g* de massa Umida) do figado de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos

alimentares (alimentacéo, realimentacao e restricao alimentar) em diferentes dias e horéario de coleta.

A) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
7 dias 18,23 + 1,56# 6,40 £ 0,86% 9,59 + 0,70% -
Figado 15 dias 25,17 + 3,50b# 10,30 + 1,300* 4459 + 8,212 Realimentag&o vs Restricdo p= 0,00069
22 dias 29,40 + 2,86 23,05+ 1,57# 33,55+ 541" -
30 dias 50,20 + 8,60" 46,82 + 4,97" 30,47 + 3,45
15 dias vs 30 dias p= 0,02333 7 dias vs 30 dias p= 6,5E-08 7 dias vs 15 dias p= 0,00020
Teste de Tukey Dia 7 dias vs 30 dias p= 0,00020 15 dias vs 30 dias p= 3,6E-06 7 dias vs 22 dias p= 0,03423
- 22 dias vs 30 p= 0,00673 7 dias vs 30 dias p= 0,03552
B) Dias de coleta _ _ Tratamentos _ Teste de Tukey
Alimentacéo Realimentacdo Restricdo Tratamento
Figado _ 15 dias 25,17 + 3,50 10,30+ 1,30 44,59 + 8,21"
15dias e 12 horas 24,89+ 1,96 13,28 + 1,39 16,68 + 4,75*
Teste de Tukey Dia - - 15 dias vs 15 dias e 12 horas p= 0,0166

Os valores representam médias * erro padrdo das médias e para calcular os lipideos totais do tecido hepéatico, foram usados o total de 9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo nimero de tanques
(n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis,
apos isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.:
alimentacgao diferente de restricdo no dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.:
realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentagdo no dia 30). Em A) estao retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no
periodo pds-prandial.
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Tabela 7: Lipideos totais (mg g* de massa Umida) do musculo de juvenis de Epinephelus marginatus, submetidos a diferentes tratamentos alimentares

(alimentacéo, realimentacéo e restricdo alimentar) em diferentes dias e horéario de coleta.

i Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta ; = - ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
7 dias 8,48 + 1,19# 9,01 £ 1,45% 8,17 £ 1,47# -
15 dias 6,07 +1,17# 6,10 £ 0,71% 4,76 + 0,52# -
Musculo
22 dias 23,00 £ 1,90 26,79 £ 2,25 21,92 + 147 -
30 dias 22,38 + 2,35 20,12 £ 2,14 18,42 + 1,24 -

Teste de Tukey Dia

7 dias vs 22 p= 9,3E-08
7 dias vs 30 dias p= 3,4E-07
15 dias vs 22 dias p=9,1E-10
15 dias vs 30 dias p= 2,4E-09

7 dias vs 22 dias 4,8E-10
7 dias vs 30 dias p= 0,00019
15 dias vs 22 dias p= 4,0E-10
15 dias vs 30 dias p=1,6E-06

7 dias vs 22 dias p= 4,6E-07
7 dias vs 30 dias p= 0,00024
15 dias vs 22 dias p=7,1E-10
15 dias vs 30 dias p=2,4E-07

. Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta X = - ~ —
Alimentacao Realimentagéo Restri¢ao Tratamento
15 dias 6,07 +1,17# 6,10 + 0,71% 4,76 + 0,52#
Musculo
15 dias e 12 horas 11,39 £ 0,88" 13,39 £ 1,04" 11,27 £ 0,69"

Teste de Tukey Dia

15 dias vs 15 dias 12 horas p= 0,00013

15 dia vs 15 dia 12 horas p= 9,8E-07

15 dias vs 15 dias 12 horas p= 1,4E-06

Os valores representam médias + erro padrdo das médias e para calcular os lipideos totais do tecido muscular, foram usados o total de 9 peixes (n=3/tanque) divididos pelo nimero de tanques
(n=3/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apds isso foi
utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de
restricdo no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacdo na vertical (ex.: realimentacdo no dia 7 é diferente de

realimentacdo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencgas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estédo apresentadas as diferengas no periodo pds-prandial.
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Tabela 8: Efeito da restricdo alimentar e realimentagcéo sobre a ) SFA (em porcentagem — %) no plasma de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = . ~ -
Alimentacao Realimentacéo Restricao Tratamento
7 dias 39,84+1,94 49,10 £ 1,39 44,40 + 2,03 -
15 dias 33,68 +1,78 42,73+ 1,35 46,16 + 7,93 -
>SFA
22 dias 38,50 £ 2,76 39,21 £ 2,22 46,24 + 1,83 -
30 dias 33,55 +1,64° 40,22 + 5,54ab 46,01 + 2,062 Alimentac&o vs Restricdo p= 0,01065
Teste de Tukey Dia - - -
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - = - = —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
15 dias 33,68+1,78 42,73+ 1,35 46,16 + 7,93
>SFA
15 dias e 12 horas 30,17 + 2,36 42,79 + 3,88 38,02 + 3,61 -

Teste de Tukey

Dia

Os valores representam médias + erro padréo das médias em porcentagem (%). > SFA significa soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). Para calcular os SFA,
foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para
os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos
experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.: alimentacédo diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo
tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentacdo no dia 7 é diferente de realimentagdo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os
diferentes dias de coleta, enquanto em B) estéo apresentadas as diferencas no periodo pds-prandial.

CAUNESP

95



Mestranda: Ethiene Fernandes de Oliveira

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Guimaraes Moreira Whitton

Tabela 9: Efeito da restrigao alimentar e realimentagao sobre a Y MUFA (em porcentagem — %) no plasma de juvenis de Epinephelus marginatus.

i Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta : = : ~ —
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento
7 dias 30,53 + 3,132 19,66 + 1,14ab# 14,14 + 1,11° Alimentagao vs Restricdo p= 8,8E-06
15 dias 29,59 + 2 552 21,05 + 1,36a0™#" 15,03 + 3,91° Alimentagao vs Restricdo p= 0,00070
> MUFA
22 dias 31,67 + 2,203 29,70 £ 1,502 19,58 + 1,59° Realimentac&o vs Restrigdo p= 0,02719
. . Realimentacéo vs Restricdo p= 0,00953
b
30 dias 37,82 +1,732 36,86 + 4,227 23,99+1,28 Alimentacdo vs Restricio p= 4,9E-05
- 7 dias vs 22 dias p= 0,02217 -
Teste de Tukey Dia - 7 dias vs 30 dias p= 8,1E-05 -
- 15 dias vs 30 dias p= 0,00041 -
i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta X = . ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricao
15 dias 29,59 + 2,55 21,05+ 1,36 15,03+ 3,91
> MUFA Al =
. b b imentacdo vs Realimenta¢éo p= 0,00234
15 dias e 12 horas 31,76 + 2,402 18,18 £ 2,27 19,02 £ 2,26 Alimentacao vs Restricdo p= 0,00357

Teste de Tukey

Dia

Os valores representam médias * erro padrdo das médias em porcentagem (%). Y MUFA significa soma de acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). Para
calcular os MUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA),
enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre
tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de restricdo no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no
mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentagdo no dia 30). Em A) estéo retratadas as diferengas entre os

diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferencas no periodo poés-prandial.
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Tabela 10: Efeito da restricdo alimentar e realimentagcéo sobre a Y PUFA (%) no plasma de juvenis de Epinephelus marginatus.

) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - ~ : ~ -~
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento
7 dias 13,44 £ 1,02 11,55 +1,11# 11,59 + 1,60 -
. * Alimentacéo vs Realimentag&o p= 0,0472
b*# b
SPUFA 15 dias 21,75 £ 2,022 13,39+ 0,84 11,25+ 2,95 Alimentacao vs Restrico p= 0,0237
22 dias 22,25+1,95 20,91+ 2,76 15,78 + 2,31 -
30 dias 20,61 + 2,03 17,19 + 3,60 14,32 +1,02 -
Teste de Tukey Dia - 7 dias vs 22 dias p= 0,0217 -
i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta ; = . ~ -
Alimentacao Realimentagéo Restricéo Tratamento
15 dias 21,75+ 2,02 13,39+ 0,84 11,25 + 2,95#
YPUFA
15 dias e 12 horas 27,45 2,43 18,86 + 2,65 24,15 + 3,32"
Teste de Tukey Dia - - 15 dias vs 15 dias e 12 horas p= 0,0210

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). > PUFA significa soma de acidos graxos polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids). Para calcular os
PUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para
os dados n&o parameétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais
no mesmo dia de coleta - informag&o na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de restrigdo no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes
dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentag&o no dia 7 é diferente de realimentag&o no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em
B) estdo apresentadas as diferencas no periodo pés-prandial.
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Tabela 11: Efeito da restrigao alimentar e realimentagéo sobre a > LC-PUFA (%) no plasma de juvenis de Epinephelus marginatus.

) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = - ~ —
Alimentacéo Realimentag&o Restrigédo Tratamento
7 dias 3,51 +£0,50 7,02 £ 0,55 7,19+0,84 -
15 dias 7,34 £ 1,30 9,57 £ 0,98 7,83+1,77 -
YLC-PUFA
22 dias 4,11 £ 0,46 4,79 £ 0,57 7,44 £ 0,84 -
. b b Alimentacg&o vs Restricao p= 0,00449
30 dias 5,56+ 1,00 3,23+0,88 12,08 + 2,36° Realimentacéo vs Restricdo p= 0,00175
Teste de Tukey Dia - - -
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta . ~ - = e
Alimentacéo Realimentag&o Restricéo Tratamento
15 dias 7,34 £1,30 9,57 £ 0,98 7,83+1,77
YLC-PUFA
15 dias e 12 horas 6,39 £ 2,59 10,22 £ 2,07 12,86 + 2,50 -

Teste de Tukey

Dia

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). > LC-PUFA significa soma acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain
polyunsaturated fatty acids). Para calcular os LC-PUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado
teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05).
ab Diferentes letras indicam diferengas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informagdo na horizontal (ex.: alimentac&o diferente de restrigéo no
dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagdo na vertical (ex.: realimentagéo no dia 7 é diferente
de realimentacéo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferencas no periodo pos-prandial.
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Tabela 12: Efeito da restricdo alimentar e realimentagao sobre a Y n-3 (%) no plasma de juvenis de Epinephelus marginatus.

A) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacéo Realimentagéo Restricdo Tratamento
7 dias 2,98 +0,42 6,18 + 0,46 6,34 + 0,76 -
15 dias 6,64 +1,41 7,87 + 0,80 7,21 +1,87 -
>n-3
22 dias 3,18 + 0,58 3,85+0,51 6,05 + 0,66 -
30 dias 4,71 + 1,025 263 + 0,66 10,21 + 2,222 Alimentagao vs Restrigao p= 0,0202

Realimentacdo vs Restricdo p= 0,0079

Teste de Tukey Dia - - -

i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - — - — —
Alimentacao Realimentacéo Restrigédo Tratamento
15 dias 6,64+1,41 7,87 £0,80 7,21 +1,87
>n-3
15 dias e 12 horas 5,24 £ 2,67 8,64 £2,18 10,90 + 2,70 -

Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias + erro padréo das médias em porcentagem (%). > n-3 significa a soma de &cidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a
primeira insaturacéo no carbono 3. Para calcular os n-3, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado
teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados nao paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p <
0,05). &b Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informacédo na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de
restricdo no dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentagéo no dia
7 é diferente de realimentagéo no dia 30). Em A) estéo retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estao apresentadas as diferencas no periodo
pés-prandial.
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Tabela 13: Efeito da restricdo alimentar e realimentagao sobre a Y n-6 (%) no plasma de juvenis de Epinephelus marginatus.

) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta : = : ~ —
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento
7 dias 13,97 £ 1,06 12,39 +1,19% 12,44 + 1,68 -
15 dias 22,45 + 2,022 15,10 + 1,00a# 11,87 + 3,02 Alimentag3o vs Restricdo p=0,0374
>n-6
22 dias 23,18 £1,94 21,85+ 2,95 17,17 + 2,47 -
30 dias 21,46 £ 2,16 17,79 £ 3,79 16,19 + 1,05 -
Teste de Tukey Dia - 7 dias vs 22 dias p= 0,0332 -
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - ~ - = —
Alimentacao Realimentacéo Restrigéo Trat t
15 dias 22,45+ 2,02 15,10 + 1,00 11,87 £ 3,02%
>n-6
15 dias e 12 horas 28,59 + 2,34 20,44 + 2,66 26,11 + 3,08" Alimentagdo vs Restricdo p= 0,0374
Teste de Tukey Dia - - 15 dias vs 15 dias e 12 horas p= 0,0063

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). > n-6 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira
insaturacé@o no carbono 6. Para calcular os n-6, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de
Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.: alimentacédo diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes simbolos indicam
diferengas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informac&o na vertical (ex.: realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentagéo no dia 30). Em A) estdo retratadas
as diferengas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferencas no periodo pos-prandial.
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Tabela 14: Efeito da restricdo alimentar e realimentacao sobre a razdo n-3/n-6 no plasma de juvenis de Epinephelus marginatus.

i Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = : ~ —
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento
7 dias 0,21 + 0,02 0,53+ 0,06 0,53 £ 0,05 -
15 dias 0,30 + 0,06 0,52 + 0,03 0,72 +0,21° Alimentagao vs Restrigao p= 00232
Raz&o n-3/n-6

22 dias 0,14 £ 0,03 0,20 £ 0,04 0,38 £ 0,03 -

. Alimentac¢édo vs Restricdo p= 0,0041
30 dias 0,24 + 0,05 0,20 £ 0,11° 0,64 £ 0,132 Realimentacs Restricio p= 0.0305

Teste de Tukey Dia - -

i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta . ~ . ~ e
Alimentacéo Realimentagéo Restricéo Tratamento
15 dias 0,30 = 0,06 0,52 £ 0,03 0,72+0,21
Razéo n-3/n-6
15 dias e 12 horas 0,16 = 0,06 0,41 = 0,05 0,38 + 0,04#
Teste de Tukey Dia - - 15 dias vs 15 dias e 12 horas p= 0,04040

Os valores representam médias + erro padrao das médias em porcentagem (%). Raz&o n-3/n-6 significa a divisdo dos acidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular a Razéo
n-3/n-6, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA),
enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas
entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informacéo na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes simbolos indicam diferencas
estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacgédo na vertical (ex.: realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentacédo no dia 30). Em A) estdo retratadas as
diferencgas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estéo apresentadas as diferengas no periodo pés-prandial.
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Tabela 15: Efeito da restricdo alimentar e realimentagéo sobre a > SFA (%) sobre a fragdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
, Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - ~ - = =
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
7 dias 44,85 + 5,02 72,36 + 2,12 58,97 + 3,96" -
. Alimentagéo vs Restri¢do p= 7,6E-09
b:
15 dias 40,01 £ 3,062 56,25 * 4,502 44,07 + 4,885 Realimentacao vs Restricio p= 4,4E-10
> SFA
22 dias 30,52 + 0,68 31,13+1,39 45,61 + 2,34" -
30 dias 28,76 £ 0,54 28,66 + 1,51 52,86 + 2,85 -
- - 15 dias vs 7 dias p= 4,4E-10
Teste de Tukey Dia - - 15 dias vs 22 dias p= 7,0E-09
- - 15 dias vs 30 dias p=4,4E-10
_ Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - = . = e
Alimentacao Realimentagéo Restrigéo
15 dias 40,01 * 3,06 56,25 + 4,50* 44,07 + 4,88
> SFA
15 dias e 12 horas 28,93+1,04 40,66 + 1,30# 39,71+ 2,70 -
Teste de Tukey Dia - 15 dias vs 15 dias e 12 horas p= 0,0355 -

Os valores representam médias + erro padréo das médias em porcentagem (%). > SFA significa soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). Para calcular os SFA,
foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para
os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos
experimentais no mesmo dia de coleta - informag&o na horizontal (ex.: alimentacdo diferente de restricdo no dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo
tratamento em diferentes dias de coleta - informagao na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente de realimentagdo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os
diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no periodo pds-prandial.
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Tabela 16: Efeito da restricdo alimentar e realimentacao sobre a Y MUFA (%) sobre a fragdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
7 dias 38,10 + 4,152 17,00 +1,76"" 28,82 + 3,342 Alimentacéo vs Realimentacdo p= 1,2E-05
> MUFA 15 dias 42,84 + 2,73 31,33 + 3,88 38,53+ 3,76 -
22 dias 49,16 £ 0,75 47,18 +1,14" 37,86 £1,49 -
30 dias 49,50 + 0,867 50,65 + 0,95 35,30 + 2,10° Alimentacao vs Restricao p= 0,00682

- 7 dias vs 15 dias p= 0,00832 -
- 7 dias vs 22 dias p= 5,0E-10 -
Teste de Tukey Dia - 7 dias vs 30 dias p= 4,4E-10 -
- 15 dias vs 22 dias p=0,00118 -
- 15 dias vs 30 dias p= 2,4E-05 -

A) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacao Realimentacéo Restrigéo
15 dias 42,84 £ 2,73 31,33+ 3,88 38,53+ 3,76
> MUFA
15 dias e 12 horas 49,84 + 1,37 40,65 * 0,86 41,79 £ 1,62 -

Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). Y MUFA significa soma de acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids).
Para calcular os MUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two
way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras indicam diferencas
estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informacdo na horizontal (ex.: alimentacdo diferente de restricdo no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam
diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagédo na vertical (ex.: realimentacéo no dia 7 € diferente de realimentacdo no dia 30). Em A) estéo
retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferencas no periodo pos-prandial.
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Tabela 17: Efeito da restricdo alimentar e realimentacao sobre a ) PUFA (%) sobre a fragdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - — - —~ —
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento
7 dias 14,40 + 1,822 4,22 + 0,800 8,04 + 1,3020*# Alimentacdo vs Realimentac&o p= 0,0114
15 dias 15,33+ 1,63 8,94 + 1,71# 13,49 £ 1,09 -
YPUFA
22 dias 19,04 + 1,012 19,94 + 1,41 11,54 + 2,045 Realimentag&o vs Restricdo p= 0,01862
30 dias 21,74 + 0,500 20,69 + 1,65 6,23 + 1,85b* Allmentacao vs Restrigao p= 8,3E-09
- 7 dias vs 22 dias p= 8,7E-05 15 dias vs 30 dias p= 0,04292
. - 7 dias vs 30 dias p= 3,3E-09 -
Teste de Tukey Dia - 15 dias vs 22 dias p= 8,7E-05 -
- 15 dias vs 30 dias p= 2,1E-05 -
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - = ; = —
Alimentacao Realimentacéo Restricéo
15 dias 15,33+ 1,63 8,94+1,71 13,49 £ 1,09
YPUFA
15 dias e 12 horas 20,15+1,81 14,84 + 1,58 14,21 + 1,93 -

Teste de Tukey Dia

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). > PUFA significa soma de acidos graxos polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids). Para
calcular os PUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Varidncia (two way
ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes letras indicam diferencas
estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informagdo na horizontal (ex.: alimentacdo diferente de restrigdo no dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam
diferencgas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente de realimentagdo no dia 30). Em A) estdo
retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferencas no periodo pés-prandial.
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Tabela 18: Efeito da restrigdo alimentar e realimentagao sobre a Y LC-PUFA (%) sobre a fragdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
A) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacéo Realimentag&o Restricdo Tratamento
7 dias Nd nd nd -
15 dias Nd nd 1,70 £ 0,40 -
>LC-PUFA _
22 dias Nd nd nd -
30 dias Nd nd nd -
Teste de Tukey Dia - - -
B) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacéao Realimentagéo Restricdo Tratamento
15 dias Nd nd 1,70+ 0,40
>LC-PUFA
15 dias e 12 horas Nd 0,62 £ 0,18 1,50 £ 0,29 -
Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). > LC-PUFA significa soma acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain
polyunsaturated fatty acids). Para calcular os LC-PUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado
teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apos isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05).
ab Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informagdo na horizontal (ex.: alimentag&o diferente de restrigdo no
dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagéo na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente
de realimentacao no dia 30). Em A) estéo retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estao apresentadas as diferengas no periodo pos-prandial.
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Tabela 19: Efeito da restricdo alimentar e realimentagao sobre a > n-3 (%) sobre

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Guimaraes Moreira Whitton

a fracdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = . ~ .
Alimentacao Realimentacéo Restricao Tratamento
7 dias 0,52 +£ 0,09 nd nd -
15 dias 0,58 + 0,14° nd 2,47 £ 0,562 Alimentagédo vs Restrigdo p= 5,9E-08
>n-3
22 dias 0,43 + 0,06 0,48 = 0,09 0,45 £ 0,15 -
30 dias 0,68 = 0,08 0,53+0,11 nd -
Teste de Tukey Dia - - -
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - — - — —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Trat t
15 dias 0,58 +£0,14 nd 2,47 £ 0,56
>n-3
15 dias e 12 horas 0,57 + 0,14° 1,38 + 0,252 2,23+ 0,422 Alimentag&o vs Restrigdo p= 0,0011

Teste de Tukey Dia - -

Os valores representam médias + erro padrédo das médias em porcentagem (%). > n-3 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a
primeira insaturagdo no carbono 3. Para calcular os n-3, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado
teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05).
ab Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&do na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de restricdo no
dia 30). "#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentacdo no dia 7 é diferente
de realimentagdo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferengas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no periodo pds-prandial.
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Tabela 20: Efeito da restricdo alimentar e realimentagéo sobre a > n-6 (%) sobre a fracdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta ; = - ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricao Tratamento
7 dias 13,88 + 1,733 4,22 + 0,80b# 8,04 + 1,302 Alimentac3o vs Realimentagdo p= 0,00140
15 dias 14,75 + 1,52%# 8,94 +1,71% 12,72+ 1,94 -
>n-6
22 dias 18,60 + 0,962 19,46 + 1,36 11,09 +1,91b Realimentac&o vs Restricdo p= 0,01218
30 dias 21,06 + 0,45%" 20,16 + 1,58 6,23 + 1,85 Alimentagdo vs Restrigao p= 9,6E-09

Realimentacdo vs Restricdo 7,1E-08

7 dias vs 30 dias p= 0,4368 7 dias vs 22 dias p= 1,1E-08 -
- 7 dias vs 30 dias p= 2,6E-09 -
- 15 dias vs 22 dias p=9,7E-05 -
- 15 dias vs 30 dias p= 2,4E-05 -

Teste de Tukey Dia

i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta . ~ - . e
Alimentacao Realimentagéo Restricao
15 dias 14,75+ 1,52 8,94+1,71 12,72+ 1,94
> n-6
15 dias e 12 horas 19,59 + 1,74 14,08 + 1,53 13,48 £+ 1,81 -

Teste de Tukey Dia - - .

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). > n-6 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira
insaturac@o no carbono 6. Para calcular os n-6, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de
Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados n&o paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2° Diferentes
letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informagao na horizontal (ex.: alimentag&o diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes
simbolos indicam diferencgas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagédo na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente de realimentacéo no dia
30). Em A) estéo retratadas as diferengas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estédo apresentadas as diferen¢as no periodo pos-prandial.
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Tabela 21: Efeito da restricdo alimentar e realimentacdo sobre a razdo n-3/n-6 sobre a fracdo TG do figado de juvenis de Epinephelus

marginatus.
i Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta ; = - ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricao Tratamento
7 dias 0,03+0,01 nd nd -
15 dias 0,04 +0,01° nd 0,17 + 0,03 Alimentagéo vs Restrigao p= 4,5E-10
Razéo n-3/n-6
22 dias 0,02 = 0,00 0,02 £ 0,00 0,03 + 0,01# -
30 dias 0,03 £ 0,00 0,02 £ 0,01 nd -
Teste de Tukey Dia - - 15 dias vs 30 dias p=5,1E-10
i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta : ~ . = e
Alimentacao Realimentag&o Restricéo Tratamento
15 dias 0,04 £ 0,01 nd 0,17 £ 0,03

Razéo n-3/n-6 E
15 dias e 12 horas 0,03 + 0,01° 0,09 + 0,012° 0,15 + 0,032 Alimentac&o vs Restrigdo p= 0,00017

Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias + erro padrao das médias em porcentagem (%). Razdo n-3/n-6 significa a divisédo dos acidos graxos n-3 pelos acidos graxos n-6. Para calcular
a Razao n-3/n-6, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two
way ANOVA), enquanto para os dados n&o paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informagéo na horizontal (ex.: alimentagdo diferente de restricdo no dia 30). "#" Diferentes
simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagéo na vertical (ex.: realimentacdo no dia 7 é diferente de realimentacéo no
dia 30). Em A) estéo retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estéo apresentadas as diferencas no periodo pos-prandial.
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Tabela 22: Efeito da restricdo alimentar e realimentagdo sobre a > SFA (%) sobre a fragdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
A) Dias de coleta Alimentacéo Trgfa:rl]irennetgtsagéo Restricdo Teﬁ::tgrigrl:tlgey
7 dias 36,26 + 2,10*% 37,53+1,51 37,34 +1,73 -
SSFA 15 dias 43,16 £ 2,42 37,27+ 1,36 37,91 +1,69 -
22 dias 33,08 + 0,02% 31,67 +1,82 33,49 £ 0,54 -
30 dias 32,32 + 0,45* 33,91+1,28 34,95 + 0,57

15 dias vs 7 dias p= 0,04088

15 dias vs 22 dias p=0,00024 -
15 dias vs 30 dias p= 2,9E-05 - -

Teste de Tukey Dia

B) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacao Realimentacéo Restricdo T
15 dias 43,16 + 2,42 37,27 £ 1,36 37,91 +1,69
> SFA

15 dias e 12 horas 36,13+ 1,41 37,62+ 1,57 37,42 +2,11 -
Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias * erro padrdo das médias em porcentagem (%). > SFA significa soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). Para calcular os SFA,
foram usados o total de 9 peixes (h= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para
os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos
experimentais no mesmo dia de coleta - informag&o na horizontal (ex.: alimentacdo diferente de restricdo no dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo
tratamento em diferentes dias de coleta - informagdo na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente de realimentagdo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os
diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferencas no periodo pés-prandial.
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Tabela 23: Efeito da restricdo alimentar e realimentacdo sobre a ) MUFA (%) sobre a fragdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
i Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta ; = . ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento

7 dias 45,54 + 1,29 47,99 + 1,25 48,13 +1,01" -

15 dias 47,90 + 0,85 47,99 £ 0,78 48,18 +0,71" -
>MUFA

22 dias 42,99 +0,33* 43,32 £ 0,92% 43,22 + 0,45% -

30 dias 44,54 + 0,24 44,86 + 0,29 44,66 £+ 0,17# -

15 dias vs 22 dias p= 0,00058 7 dias vs 22 dias p= 0,00354 7 dias vs 22 dias p= 0,0058 i

- 15 dias vs 22 dias p= 0,00237 7 dias vs 30 dias p= 0,04189
- - 15 dias vs 22 dias p=0,00048
- - 15 dias 30 dias p=0,03656

Teste de Tukey Dia

) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta . = . ~ e
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Trat t
15 dias 47,90 + 0,85 47,99 £ 0,78 48,18 £ 0,71
>MUFA :
15 dias e 12 horas 44,11 + 0,82b# 47,43 + 0,752 46,11 + 0,582 Alimentaco vs Realimentac&o p= 0,0475
Teste de Tukey Dia 15 dias vs 15 dias e 12 horas p= 0,012 - - E

Os valores representam médias * erro padrdo das médias em porcentagem (%). > MUFA significa soma de acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). Para calcular os
MUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para 0s
dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap6s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 20 Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais
no mesmo dia de coleta - informagéo na horizontal (ex.: alimentagéo diferente de restrigdo no dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias
de coleta - informacao na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente de realimentacéo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estédo

apresentadas as diferencas no periodo pos-prandial.
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Tabela 24: Efeito da restricdo alimentar e realimentacdo sobre a Y PUFA (%) sobre a fragdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = . ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricao Tratamento
7 dias 14,84 £ 2,37%# 11,74 + 2,18 11,65+ 1,84 -
15 dias 8,94 + 2,42% 12,90 + 1,67 11,98 +1,98 -
YPUFA
22 dias 18,01 + 0,38" 17,37 +£ 0,83 16,00 + 0,29 -
30 dias 18,92 + 0,62" 17,10+£0,81 15,37 £ 0,23 -
. 15 dias vs 22 dias p= 0,00292 - -
Teste de Tukey Dia _ _
15 dias vs 30 dias p= 0,00035 - -
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta ; = . ~ -~
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
15 dias 8,94+ 2,42 12,90 = 1,67 11,98 + 1,98
PUFA
15 dias e 12 horas 15,23+ 1,20 12,71 + 1,67 13,18 + 2,01 -

Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias * erro padrdo das médias em porcentagem (%). > PUFA significa soma de acidos graxos polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids). Para
calcular os PUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way
ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas
entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informacéo na horizontal (ex.: alimentag&o diferente de restricdo no dia 30). *#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas
no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagao na vertical (ex.: realimentacéo no dia 7 é diferente de realimentacdo no dia 30). Em A) estao retratadas as diferencas entre
os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no periodo p6s-prandial.
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Tabela 25: Efeito da restricdo alimentar e realimentacéo sobre a YL C-PUFA (%) sobre a fracdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = - ~ P
Alimentacao Realimentacéo Restricao Tratamento
7 dias 3,36 £ 0,74 2,75+ 0,58* 2,47 £ 0,64 -
15 dias nd 1,83 £ 0,41% 1,94 + 0,44% -
>LC-PUFA
22 dias 5,92 £ 0,61 7,64 +1,85" 7,29 +0,62" -
30 dias 4,21 +0,37 4,13 + 0,67# 5,02 £ 0,38" -
- 7 dias vs 22 dias p= 0,00022 7 dias vs 22 dias p= 8,8E-05
Teste de Tukey Dia - 15 dias vs 22 dias p= 2,5E-06 15 dias vs 22 dias p= 8,2E-06
- 22 dias vs 30 dias p= 0,02954 15 dias vs 30 dias p= 0,04292
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - = - = —
Alimentacéao Realimentagéo Restricdo Tratamento
15 dias nd 1,83+ 0,41 1,94 + 0,44
YLC-PUFA
15 dias e 12 horas 4 53 + 0,662 2,25 + 0,58P 3,29 + 0,452 Alimentacédo vs Realimentacéo p= 0,0170

Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). YLC-PUFA significa soma &acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain
polyunsaturated fatty acids). Para calcular os LC-PUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste
de Andlise de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). P Diferentes
letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.: alimentacédo diferente de restricdo no dia 30). "#" Diferentes
simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informag&o na vertical (ex.: realimentac¢&o no dia 7 é diferente de realimentacdo no dia 30).
Em A) estdo retratadas as diferengas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no periodo pds-prandial.
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Tabela 26: Efeito da restricdo alimentar e realimentagao sobre a Yn-3 (%) sobre a fracgdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta X = - ~ —
Alimentacéo Realimentag&o Restrigédo Tratamento
7 dias 4,26 + 0,90 3,41 +0,72% 3,09 +0,83# -
15 dias nd 2,563 + 0,564% 2,56 + 0,57# -
>n-3
22 dias 6,28 + 0,55 7,61 +1,58" 7,30 £ 0,55 -
30 dias 4,84 + 0,33 4,42 + 0,70 5,30 + 0,42 -
. - 7 dias vs 22 dias p= 0,00383 7 dias vs 22 dias p= 0,00142
Teste de Tukey Dia ) . . .
- 15 dias vs 22 dias p=8,8E-05 15 dias vs 22 dias p= 0,00017
) Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta : ~ - = —
Alimentacéo Realimentag&o Restricéo Tratamento
15 dias nd 2,53+0,54 2,56 £ 0,57
>n-3
15 dias e 12 horas 5,35+ 0,67 3,00+0,72 4,07 + 0,58 -

Teste de Tukey Dia -

Os valores representam médias * erro padrédo das médias em porcentagem (%). Y n-3 significa a soma de 4cidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira
insaturacdo no carbono 6. Para calcular os n-3, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise
de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apds isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras
indicam diferengas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informag&o na horizontal (ex.: alimentagdo diferente de restricdo no dia 30). "#" Diferentes
simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informacéo na vertical (ex.: realimentagdo no dia 7 é diferente de realimentag&o no dia 30).
Em A) estdo retratadas as diferencgas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no periodo pés-prandial.
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Tabela 27: Efeito da restrigdo alimentar e realimentagéo sobre a >n-6 (%) sobre a fragdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
) Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = - ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo Tratamento
7 dias 13,95+ 2,19 11,08 £ 1,99 11,04 £ 1,65 -
15 dias 8,94 + 2,42% 12,20 + 1,54 11,36 +1,83 -
>n-6
22 dias 17,65 £ 0,39" 17,40 £ 1,09 15,99 +£ 0,28 -
30 dias 18,29 + 0,61" 16,81 + 0,76 15,09 £ 0,21 -

15 dias vs 22 dias p =0,00242 - -

Teste de Tukey Dia _ )
15 dias vs 30 dias p= 0,00044 - -

B) Dias de coleta Tratamentos Teste de Tukey
Alimentacéao Realimentagéo Restricdo Tratamento
15 dias 8,94 + 2,42 12,20 £ 1,54 11,36 £1,83
>n-6
15 dias e 12 horas 14,40 £ 1,06 11,95+ 1,53 12,40 £1,87 -

Teste de Tukey Dia - - -

Os valores representam médias * erro padrao das médias em porcentagem (%). 3 n-6 significa a soma de &cidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira
insaturacéo no carbono 6. Para calcular os n-6, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Anélise
de Variancia (two way ANOVA), enquanto para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, ap0s isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas entre tratamentos experimentais no mesmo dia de coleta - informac&o na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de restricdo no dia 30). *#" Diferentes
simbolos indicam diferengas estatisticas no mesmo tratamento em diferentes dias de coleta - informagé&o na vertical (ex.: realimentac¢éo no dia 7 € diferente de realimentag&o no dia 30).
Em A) estdo retratadas as diferengas entre os diferentes dias de coleta, enquanto em B) estdo apresentadas as diferengas no periodo pés-prandial.
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Tabela 28: Efeito da restricdo alimentar e realimentacao sobre a razao n-3/n-6 sobre a fragdo TG do musculo de juvenis de Epinephelus

marginatus.
i Tratamentos Teste de Tukey
A) Dias de coleta - = . ~ —
Alimentacéo Realimentagéo Restrigédo Tratamento
7 dias 0,26 + 0,06 0,35+ 0,13 0,23 + 0,05 -
15 dias nd 0,18 £ 0,04 0,32+0,14 -
Raz&o n-3/n-6
22 dias 0,35+ 0,03 0,42 + 0,05 0,46 + 0,03 -
30 dias 0,27 + 0,02 0,25 + 0,04 0,35+ 0,03 -
Teste de Tukey Dia - - -
i Tratamentos Teste de Tukey
B) Dias de coleta - = . ~ —
Alimentacéao Realimentacéo Restricdo Tratamento
15 dias nd 0,18 + 0,04 0,32+0,14
Razéo n-3/n-6
15 dias e 12 horas 0,39 £ 0,08 0,21 +£ 0,05 0,38 £0,11 -

Teste de Tukey Dia

Os valores representam médias * erro padrao das médias em porcentagem (%). Razao n-3/n-6 significa a divisdo dos acidos graxos n-3 pelos &cidos graxos n-6. Para calcular a Raz&o n-
3/n-6, foram usados o total de 9 peixes (n= 3 animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Para os dados paramétricos foi aplicado teste de Analise de Variancia (two way ANOVA), enquanto
para os dados ndo paramétricos foi aplicado o teste Kruskal — Wallis, apés isso foi utilizado o teste de Tukey (p < 0,05). 2P Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre tratamentos
experimentais no mesmo dia de coleta - informacdo na horizontal (ex.: alimentacéo diferente de restricdo no dia 30). “#" Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticas no mesmo
tratamento em diferentes dias de coleta - informag&o na vertical (ex.: realimentacdo no dia 7 € diferente de realimentacdo no dia 30). Em A) estdo retratadas as diferencas entre os
diferentes dias de coleta, enquanto em B) esté@o apresentadas as diferencas no periodo pés-prandial.
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Anexo |l

Tabela 29: Percentuais de AG Bacterianos no plasma total das juvenis de Epinephelus marginatus.

) Tratamentos
A) Dias de coleta ; = - ~ —
Alimentacdo Realimentacgéo Restricdo
7 dias 12,27 + 4,64 11,45+1,11 21,74 + 3,25
15 dias 4,88 + 0,82 11,97 £1,60 18,31 £ 5,67
> SFA Bacteriano 15 dias e 12 horas 4,24 + 0,66 7,03 +1,80 4,05+ 0,49
22 dias 3,46 = 0,65 3,66 £0,73 6,68 + 0,71
30 dias 2,46 £ 0,41 2,49+ 0,49 3,61+0,44
. Tratamentos
B) Dias de coleta - ~ - = —
Alimentacao Realimentagéo Restricéo
7 dias 0,41 + 0,05 1,22 + 0,46 0,93 + 0,24
15 dias 2,76 + 1,47 1,30 £ 0,62 1,42 £ 0,79
> MUFA Bacteriano 15 dias e 12 horas nd 2,93+1,38 1,89+ 0,58
22 dias nd 1,73+1,01 4,29 + 3,76
30 dias nd nd 3,64 £0,54

Os valores representam médias + erro padréo das médias em porcentagem (%). > SFA significa soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). Y MUFA
significa soma de acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). Para calcular os SFA e os MUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3
animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Estdo sendo considerados os AG 13:0; 15:0; 17:0; 17:0 anteiso e 21:0 para a soma de SFA e 17:1 para a soma de MUFA.
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Tabela 30: Percentuais de AG Bacterianos na fracdo TG do figado das juvenis de Epinephelus marginatus.

. Tratamentos
A) Dias de coleta - ~ . = — =
Alimentacao Realimentacéo Restricdo
7 dias 0,93+ 0,27 2,23+0,17 1,52 + 0,22
15 dias 0,78 + 0,20 1,39+ 0,22 0,94 £ 0,20
>SFA Bacteriano 15 dias e 12 horas 0,50 + 0,08 1,09+ 0,18 0,96 £ 0,19
22 dias 0,56 + 0,06 0,67 +0,12 1,83+ 0,36
30 dias nd nd 1,89 + 0,26
. Tratamentos
B) Dias de coleta . = . ~ e
Alimentacao Realimentacéo Restricdo
7 dias 1,72 + 0,45 4,19+0,18 2,65+ 0,37
15 dias 1,03 + 0,30 2,10+ 0,40 1,26 + 0,38
SMUFA Bacteriano 15 dias e 12 horas 0,58+ 0,12 2,14 £ 0,35 1,83+0,43
22 dias 0,72 + 0,10 1,07 £ 0,23 3,17 + 0,63
30 dias nd nd 3,64 + 0,54

Os valores representam médias * erro padrdo das médias em porcentagem (%). > SFA significa soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). Y MUFA
significa soma de acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). Para calcular os SFA e os MUFA, foram usados o total de 9 peixes (h= 3
animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento). Estdo sendo considerados 0os AG 17:0 anteiso para a soma de SFA e 15:1 para a soma de MUFA.
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Tabela 31: Percentuais de AG Bacterianos na fracdo TG do musculo das juvenis de Epinephelus marginatus.

. Tratamentos
A) Dias de coleta - = - ~ —
Alimentacao Realimentacéo Restricdo
7 dias nd nd nd
15 dias nd nd nd
5> SFA Bacteriano 15 dias e 12 horas nd nd nd
22 dias nd nd nd
30 dias nd nd nd
_ Tratamentos
B) Dias de coleta : " - . e
Alimentacao Realimentacgéo Restricdo
7 dias nd nd nd
15 dias nd nd nd
SMUFA Bacteriano 15 dias e 12 horas nd nd nd
22 dias nd nd nd
30 dias nd nd nd

Os valores representam médias + erro padrdo das médias em porcentagem (%). Y SFA significa soma de acidos graxos saturados (do inglés saturated fatty acids). Yy MUFA
significa soma de acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). Para calcular os SFA e os MUFA, foram usados o total de 9 peixes (n= 3
animais/tanque, n= 3 tanques/tratamento).
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Anexo lll

Tabela 32: Perfil de &cidos graxos da dieta ofertada aos de juvenis de E. marginatus nos tratamentos que foram

alimentados

Acidos graxos em %

12:0 1,07 £ 0,17
16:0 21,11 +0,11
18:0 5,09 £ 0,02
16:1 2,19+0,03
18:1n9 34,79 £ 0,10
18:1n7 1,99 +0,11
18:2n6 29,84 £ 0,16
SFA 28,93+ 0,29
MUFA 39,45 +0,12
PUFA 31,00+ 0,18
L-PUFA 0,62 + 0,03
n-3 0,62 +0,03
n-6 30,33 +0,15

Os valores estéo representados em médias e erro padrdo das médias (+) em porcentagem (%). SFA significa a soma de acidos graxos saturados (do
inglés saturated fatty acids). MUFA significa acidos graxos monoinsaturados (do inglés monounsaturated fatty acids). PUFA significa acidos graxos
polinsaturados (do inglés polyunsaturated fatty acids). LC-PUFA significa acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (do inglés long-chain
polyunsaturated fatty acids). n-3 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insatura¢éo no carbono
3. n-6 significa a soma de acidos graxos polinsaturados e polinsaturados de cadeia longa com a primeira insaturagédo no carbono 6.
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