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Resumo

Ao longo da evolucgao, os organismos desenvolveram mecanismos para monitorar e responder
as flutuagdes na abundancia de nutrientes. Nos vertebrados, durante o jejum, ocorrem
mudangas na utilizagdo de compostos energéticos com adaptagdes metabdlicas que envolvem
regulacdo das principais vias do metabolismo intermedidrio, particularmente no figado. No
nivel celular, um redirecionamento do metabolismo para aumento do catabolismo e
diminui¢do do anabolismo por meio da fosforilagdo de proteinas-chave em varias vias
celulares, incluindo homeostase lipidica, glicolise/glicogendlise e autofagia operam para
manter niveis de ATP para o metabolismo basal. Neste estudo, foi utilizada uma abordagem
multiparamétrica que incluiu a avaliagdo de indices bioldgicos (fator de condicdo e indice
hepatossomatico), metabolitos plasmaticos (glicose, triglicerideos, colesterol, proteinas totais,
alanina transaminase e aspartato transaminase), ocorréncia de autofagia e apoptose, histologia
e ultraestrutura dofigado, para avaliar a resposta da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) a
condig¢do de restricao alimentar total em diferentes tempos (7, 14, 21 e 28 dias) e realimentagao
(ciclos de restricdo alimentar e realimentagdo). Os resultados dos biomarcadores
morfométricos indicaram diminuicdo do indice hepatossomatico para o grupo de restricao
alimentar total e recuperagdo completa para os grupos de realimentagdo. O jejum causou ainda
uma queda precoce e significativa nos niveis de glicose, triglicerideos e colesterol enquanto
os grupos submetidos a realimentagdo apresentaram uma recuperagdo rapida e completa da
glicemia, mas os triglicerideos e o colesterol ndo voltaram aos niveis do grupo controlecom 7
dias de realimentag¢do. A analise histopatoldgica mostrou que a partir de 7 dias hd ocorréncia
de esteatose limitada a pequenas areas, aumentando progressivamente até atingir grande parte
do figado aos 28 dias. Infiltrado inflamatorio e necrose também foramobservados aos 14 dias,
tornando-se alteragdes mais frequentes aos 28 dias. Os niveis hepaticos de glicogénio, foram
depletados no inicio do jejum, mas retomaram a valores similares ao grupo controle apos
realimentacdo. A lipoperoxidacao aumentou com a progressao do jejum, provavelmente sendo
parcialmente responsavel por dano hepatico. As proteinas da autofagia apresentaram queda
significativa com 21 e 28 dias de jejum. Além disso, foi observado aumento da apoptose nos
grupos de inani¢do, particularmente nos tempos 21 e 28 dias de restrigdo alimentar total.
Andlises ultraestruturais do figado mostraram a ocorréncia de estruturas autofagicas além do
esgotamento de glicogénio, desenvolvimento de esteatose e outras degeneragdes celulares,
especialmente no grupo submetido a 28 dias de jejum continuo. Assim, a restricdo alimentar

pode levar a danos hepaticos progressivos na tilapia do Nilo apds 7 dias de jejum. Dois ciclos



de realimenta¢do, no entanto, sdo capazes de recuperar a maior parte das reservas depletadas

durante o jejum nos tempos avaliados, além de mitigar os efeitos deletérios do jejum extenso.

Palavras-chave: Autofagia. Apoptose. Histopatologia hepatica. Tildpia do Nilo. Jejum.

Realimentacao.



Abstract

Throughout evolution, organisms developed mechanisms to monitor and respond to
fluctuations in nutrient supply. In vertebrates, during fasting, changes in the use of energy fuels
mark metabolic adaptations that involve the main pathways of intermediary metabolism,
particularly in the liver. At the cellular level, a redirection of metabolism to increased
catabolism and decreased anabolism through phosphorylation of key proteins in several
cellular pathways, including lipid homeostasis, glycolysis/glycogenolysis and autophagy
operates to maintain ATP levels for basal metabolism. In this study, a multiparametric
approach was used that included the assessment of morphological biomarkers (condition
factor and hepatosomatic index), plasma metabolites (glucose, triglycerides, cholesterol, total
proteins, alanine transaminase and aspartate transaminase), autophagy and apoptosis,
histology and liver ultrastructure, to assess the response of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) to the condition of total food restriction at different times (7, 14, 21 and 28 days)
and refeeding (food restriction and refeeding cycles). The results of morphometric biomarkers
indicated a decrease in the hepatosomatic index for the total food restriction group and
complete recovery for the refeeding groups. Starvation also caused an early drop and decrease
in glucose, triglyceride, and cholesterol plasma levels. In the groups refeeding, a quick and
completerecovery of blood glucose, but triglycerides and cholesterol have not returned to the
levelsof the control group within 7 days of refeeding. A histopathological analysis showed an
occurrence of steatosis limited to small areas after 7 days, progressively increasing until
reaching a large part of the liver at 28 days of starvation. Inflammatory infiltrate and necrosis
were also observed at 14 days, becoming the more frequent change at 28 days. Hepatic
glycogen levels were depleted at the beginning of starvation but returned to similar values to
the control group after refeeding. Lipoperoxidation increased-with a progression of starvation,
probably being partially responsible for liver damage. Autophagy proteins (beclinl and LC3-
II) reveal a drop in autophagy at 21 and 28 days of starvation. The hepatic dynamics of
apoptotic death pointed to an increase in apoptosis inthe starvation groups, particularly at
times 21 and 28 days of total food restriction. Ultrastructural analysis evidenced the
occurrence of autophagic structures in addition to glycogen depletion, occurrence of steatosis
and other cellular degenerations, especially in the group submitted to 28 days of starvation.
Thus, dietary restriction can lead to progressive liver damage in Nile tilapia after 7 days of
starvation. However, two refeeding cycles can recover most of the depleted energy stocks

in addition to mitigating the deleterious effects of extended period of starvation.
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1-INTRODUCAO

1.1 — Jejum na Natureza

Raramente na natureza os animais experimentam condigdes ambientais Otimas.
Durante a maior parte do tempo, eles t€ém de lidar com estressores naturais como predadores,
patogenos, temperaturas extremas e a indisponibilidade de alimento (Holmstrup, 2010).
Periodos de escassez ou auséncia total de nutrientes foram experimentados pelos primeiros
metazoarios ¢ tem agido, desde entdo, como uma for¢ca motriz evolutiva que resultou em
diversos niveis de resisténcia ao jejum (McCue, 2012a). Essa resiliéncia para lidar com a
oscilacdo na oferta de recursos nutricionais, advém da capacidade dos organismos de
monitorar e responder a variacdes no fluxo de ingestdo e na quantidade de reservas
endogenas de nutrientes (Chantranupong et al., 2015, Efeyanet al., 2015). De fato, os grupos
de animais modernos, representam os taxons que transpuseram eventos de extingdo em massa
que, invariavelmente, incluiam episoddios de diminuicdo drastica na oferta de nutrientes
(McCue, 2012b). No entanto, a despeito de terem desenvolvido estratégias adaptativas para
lidar com o estresse nutricional, a flutuagdo na oferta e qualidade dos recursos nutricionais
pode impor periodos de inanicdo severos reduzindo o potencial reprodutivo, o
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos organismos (Wang, 2006).

Uma distingdo util para o estudo do jejum na natureza ¢ a separagdo de periodos de
jejum intermitente e jejum prolongado (do inglés “fasting” e “starvation”, respectivamente).
Um denominador comum do jejum intermitente € a manifestagdo de um conjunto integrado de
mecanismos comportamentais, morfoldgicos, fisiologicos e metabolicos inatos dos
organismos que alocam tempo e energia em outras atividades quendo a busca e ingestdo de
alimentos como durante a ecdise, migra¢do e varios comportamentos relacionados a
reproducdo como defesa de territorio, construcdo de ninho, incubacdo e procura por parceiro
sexual (McCue, 2010). O jejum intermitente pode ocorrer ainda devido a fatores abioticos,
como baixas temperaturas (hibernagao, torpor), altas temperaturas e estiagens (torpor de verao
e estivacdo) (Secor e Lignot, 2009). Em comum, essas atividades geralmente ocorrem de
maneira regular com bases sazonais ou em um estadgio especifico do desenvolvimento do
animal e refletem a historia natural da espécie (King e Murphy, 1985). O jejum prolongado,
por sua vez, ¢ uma situacdo onde o organismo, apesar de estar apto e disposto a se alimentar,
ndo o faz por limitagdes extrinsecas na disponibilidade de alimento e sua extensdo pode

resultar na perda patologica da homeostase devido a alteragdes que comprometem o
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funcionamento normalde 6rgaos (Lignot e LeMaho, 2012). O limite em que o estado de jejum
natural se torna jejum prolongado ndo ¢ claro e varia entre as espécies. Animais que
apresentam ingestdo frequente de alimentos durante todo seu ciclo de vida podem possuir
menor resisténcia ao jejum prolongado, por nao contar com parte dos mecanismos inatos
daqueles que passam por diversos episodios de jejum durante a vida (Le Maho e Cherel,
1987). Essas habilidades sdo comuns as espécies ditas especializadas em jejum e incluem uma
notavel capacidade de acumular/excretar residuos metabdlicos (CO2, uréia/amoénia/acido
urico) além da preservagao eficiente de proteinas ¢ um distinto controle dos corpos cetonicos
que ndo se acumulam a niveis que possam induzir uma acidose metabolica (Secor ¢ Carey,
2016). A rapida recuperagdo dos estoques de glicogénio, lipideos e proteinas utilizadas
durante o jejum também ¢ uma marca dos animais especializados em jejum. No entanto,
mesmo as espécies que possuem mecanismos para transpor longos periodos de jejum, podem
sucumbir a fome quando situagdes atipicas atuam para estender o jejum além da sua
capacidade de manter a homeostase somente com reservas endogenas (Castellini e Rea,
1992). Estas situacdes podem ocorrer em invernos muito rigorosos, estiagens anormalmente
longas, declinio na populacdo de presas ou mesmo devido a intervencdes humanas que
impactam a rede trofica incluindo os eventos recentes relacionados as mudancas climaticas.

Para superar e se recuperar de longos periodos de indisponibilidade de alimentos, os
animais podem empregar diversas estratégias. A nivel comportamental, pode-se evitara fome
migrando para habitats onde os alimentos ndo sao limitantes ou ainda reduzir a atividade com
vistas a economia energética (Furné e Sanz, 2017). Mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
também operam para manter a homeostase durante periodos de fome. As estratégias
empregadas incluem, mas ndo estdo limitadas a: (1) promover o acumulo de grandes
quantidades de macromoléculas que servem como substrato energético (principalmente
gordura) em periodos de ndo escassez de nutrientes e (2) otimizar o uso dos combustiveis
energéticos (isto ¢, carboidratos, lipideos e proteinas) por meio da mobilizacdo diferencial
dessas reservas promovendo assim o ajuste de pontos fisioldgicos para tolerar rupturas na
homeostase e manter a habilidade de obter e assimilar alimentos, de forma a encerrar o
jejum e recuperar os estoques nutricionaisperdidos (McCue, 2010).

Embora os processos biologicos empregados para superar a escassez de nutrientessejam
altamente conservados entre os metazoarios devido a heranga termodinamica comum da vida
que envolve as reacdes de transferéncia e armazenamento de energia (Schlegel & Stainier,
2007), os animais diferem em suas necessidades energéticas globais e, portanto, exibem

diferentes estratégias adaptativas para lidar com o mesmo problema. Alguns fatores podem
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influenciar a capacidade de um organismo de suportar periodos de restricdo alimentar. A
termorregulagdo, por exemplo, ¢ um parametro importante (Hohtola, 2012). Assim, espécies
ectotérmicas geralmente sdo mais resistentes ao jejum do que espécies que apresentam
endotermia (Barboza e Hume, 2006). Alguns pequenos passaros € mamiferos, por exemplo,
podem tolerar apenas um dia de restrigdo alimentar total (Kendeigh, 1945; Mosin, 1984).
Peixes, anfibios e répteis, por sua vez, toleram periodos de fome que sdo indubitavelmente
letais para outros vertebrados (McCue, 2007). Em geral, essa capacidade de ectotérmicos de
resistirem por periodos mais longos a restricdo alimentar total, provavelmente resulta de suas
necessidades energéticas relativamente mais baixas, normalmente de 10% a 20% menores do
que ¢ requerido por animais endotérmicos de tamanho comparavel e na mesma temperatura
corporal. Adicionalmente, durante periodos de inatividade, as temperaturas corporais de
vertebrados ectotérmicos caem perto dos niveis ambientais, com uma consequente reducao na
taxa metabolica (Pough, 1980).

O habito alimentar entre os animais varia amplamente e inclui desde frequéncias de
ingestdo constantes a intervalos que podem superar varios meses. Nesse sentido, geralmente,
animais carnivoros por possuirem dieta onde ¢ comum intervalos alimentareslongos, sdo mais
resistentes a fome do que aqueles de habito herbivoro/omnivoro onde aingestao de nutrientes
ocorre com maior periodicidade (Bond, 1996). Ademais, por apresentarem razao
superficie/volume baixa e possuirem mais estoques energéticos, animais que possuem grande
massa corporal tendem a lidar melhor com eventos longos de inani¢ao (Gergs e Jager, 2014).

As mudancas progressivas que ocorrem no catabolismo de tecidos corporais em
vertebrados tém padrdes similares, mas diferem na sua magnitude, sendo comumente
divididas em trés fases (Castellini e Rea 1992) (Figura 1). Durante o crescimento
somatico em animais, o estado anabolico ¢ caracterizado pela dependéncia do metabolismo de
carboidratos para suprir demandas energéticas, ndo apenas para manuten¢do, mas também
para o desenvolvimento de reservas de proteinas e lipidios (Menahan e Sobocinski, 1983).
Com o inicio do jejum total, as reservas relativamente curtas de carboidratos, sobretudo na
forma de glicogénio hepatico e muscular sdo consumidas, caracterizando a primeira fase. O
catabolismo segue com uma mudanca progressiva da dependéncia das reservas de
carboidratos para a mobilizagdo de gordura na segunda fase e o mecanismo de oxidacao da
glicose ¢ acentuadamente suprimido a umnivel minimo. Finalmente, a terceira e ultima fase ¢
geralmente caracterizada por um esgotamento critico da gordura corporal até o ponto em que
proteina enddgena ¢ utilizada como combustivel (Groscolas e Robin, 2001). Curiosamente,

embora certos tecidos de mamiferos, como o tecido nervoso, sejam conhecidos pela
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dependéncia de corpos cetdnicos durante o jejum (Robinson e Williamson 1980), foi sugerido
que o uso de corpos cetdonicos durante o jejum ndo ¢, da mesma maneira, importante para
peixes teledsteos. Isso ocorre porque esses animais, em grande parte, carecem de niveis
suficientes de B-hidroxibutirato desidrogenase (Zammit ¢ Newsholme, 1979).

Como exposto acima, muitos dos mecanismos inatos dos organismos para lidar com a
privacao de nutrientes, estdo engrenhados em seu contexto ecoldgico, isto €, fazemparte e sdo
desencadeados por eventos do proprio ambiente do animal. Assim, animais de cultivo e
laboratorio podem nao responder ao jejum da mesma forma que seus pares na natureza que

podem ter um conjunto diferente de op¢des comportamentais (Lignot e LeMaho, 2012).

Glicase

B-hidroxibutirato

Uso de proteinafureia

Perda de peso

Miveis relativos

Taxa metabdlica
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Figura 1. Perfis de variaveis metabolicas durante as trés fases do jejum, incluindo concentragdes
plasmaticas de glicose, B-hidroxibutirato, utilizacdo de proteina/uréia, perda especifica de massa
corporal, taxa metabolica e concentracdes de glicogé€nio nos tecidos. Os valores relativos de cada
perfil sdo apenas ilustrativos € ndo quantitativos. Figura adaptada de Secor (2016).

1.2 - Jejum em peixes

Compreender como diferentes peixes respondem ao jejum ¢ importante para umaseérie
de areas do conhecimento, incluindo a ecologia, a fisiologia comparativa e a aquicultura (Bar
e Volkoff, 2012). Os peixes em geral demonstram uma adaptacdo notavel ao jejum
prolongado, tanto em experimentos controlados quanto em seu habitat natural, e compreender
0s mecanismos que operam em periodos curtos € longos com pouco ou nenhum alimento
pode ajudar a otimizar o crescimento € o manejo nessas condi¢cdes (Bar, 2014). Na natureza,
os peixes podem passar por periodos de jejum que podem variar amplamente em duracdo e

severidade da escassez de nutrientes (Navarro e Gutiérrez, 1995). Em algumas espécies uma
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fase de jejum pode fazer parte do seu ciclo natural de vida caracterizando, por exemplo,
aspectos sazonais como estiagens ou invernos prolongados, além de inimeros eventos
relacionadas a reprodug¢do como migracao para desova, incubacao, defesa de territorio e
construgdo de ninho (McCue, 2010). Espécies de peixes que vivem em cavernas ("troglobios")
podem passar por jejunsprolongados de meses a anos devido a natureza ciclica das enchentes e
disponibilidade de alimentos (Hervant, 2012). Na criagdo comercial de peixes, em diversas
etapas do manejo dos animais, podem ser impostos periodos de jejum como na fase pré-
despesca, durante o transporte, sele¢do, sanitizacdo da agua, controle de doencas (Lee ef al.,
2015) ou em dietas onde se utiliza uma estratégia alimentar com ciclos de restri¢do alimentar
e realimentacdo; com vistas a otimiza¢ao do desempenho produtivo, por meio do crescimento
compensatorio (Met calf e Monagham, 2001; Palma, 2010; Wang, 2009).

Para a maioria das espécies de peixes, o glicogénio hepatico ¢ geralmente o primeiro
substrato usado como fonte de energia e a glicose derivada do glicogénio pode ser usada para
manter a glicemia durante a primeira fase do jejum. Quase em paralelo com a deplegdo
hepética de glicogénio, as reservas lipidicas sdo utilizadas para obter energia. Quando ambas
as reservas sdao praticamente esgotadas, proteina € mais extensamente catabolizada
(Echevarria et al., 1997; Navarro e Gutiérrez 1995; Wang, 2006). Apesar de serem observadas
similaridades no perfil de resposta ao jejum, muitas variacdes do padrdo geral podem ser
encontradas. Espécies como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), bacalhau do atlantico
(Gadus morhua) e enguia europeia (Anguilla anguilla), tendem a preservar suas reservas de
glicogénio enquanto metabolizam significativas quantidades de lipidios e/ou proteinas
(Kamra, 1966; Sheridan, 1991; Larsson e Lewander, 1973). De fato, em peixes carnivoros, os
aminoacidos frequentemente tomam o lugar dos carboidratos como precursores das fontes de
energia (Furné e Sanz, 2017). Recentemente, foi reportado para o peixe tetra mexicano
(4Astyanax mexicanus), resisténcia a insulina, como mecanismo para superar a pouca oferta de
recursos nutricionais (Riddle ef al., 2019). Deste modo, estudos comparativos permitem

distinguir adaptacdes inicas daquelas compartilhadas pelos peixes em geral.

1.3 — A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ um peixe teledsteo pertencente a familia
dos ciclideos (Cichlidae). Espécie nativa da Africa, possui distribuigao natural por toda a bacia
dos rios Nilo e Niger e do lago de Chade, além dos grandes lagos do lesteafricano (Bezault et

al., 2011). Adultos de tilapia se alimentam predominantemente de fitoplancton. Se esse
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recurso estd escasso, ha preferéncia por zooplancton, ovos e larvas de outros peixes e, por fim,
podem se alimentar de detritos. Variagdes sazonais, sobretudodevido a influéncia do regime de
precipitacdes, influenciam no tipo de dieta da tilapia. Durante a estagdo seca, detritos se
tornam escassos, afetando a quantidade de alimento disponivel (Leveque, 2002). A fémea
apresenta comportamento de cuidado parental incubando ovos fertilizados na cavidade bucal
até a liberacdo dos alevinos. Durante a incubagdo dos ovos a fémea ndo se alimenta, mantendo-
se por um periodo de 10 a 12 diasem jejum até a liberagao dos alevinos (Barreto et al., 2003).
A tilépia do Nilo ¢ amplamente cultivada ao redor do mundo. Entre os peixes deagua
doce ¢ a quarta espécie com maior producdo global, ficando atrds apenas da carpa capim
(Ctenopharyngodon idella), carpa-prateada (Hypophthalmichthys molitrix) e da carpa-comum
(Cyprinus carpio) e representando 8% de todo o pescado de agua doce cultivado (FAO,
2017). A preferéncia pela tilapia do Nilo por produtores se deve a caracteristicas favoraveis da
espécie para a aquacultura como rapido crescimento corporal, facil reprodugdo, resisténcia a
doengas, tolerancia a alta densidade populacionale baixas concentragdes de oxigénio, além de
possuir carne com boa aceitacdo no mercado (Vicenti et al., 2013). As adaptacdes da espécie
a uma ampla faixa de condigdes ambientais também favorecem sua consolidagdo como
espécie invasora, reduzindo a biodiversidade nos locais onde € inapropriadamente
introduzida, alterando acomposicao ictioldgica, por meio da competicdo com outras espécies

por recursos alimentares e pela predacao de ovos e alevinos (Wiliamson, 1996).
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Figura 2. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ um peixe da familia dos ciclideos (Cichlidae). O
dimorfismo sexual ¢ evidente. Machos desenvolvem as pontas da nadadeira dorsal e anal em formato
pontiagudo ¢ mais alongado, enquanto nas fémeas sdoarredondadas. Os machos podem ainda exibir
coloracdo avermelhada durante o periodo reprodutivo.

1.4 — O Figado durante o jejum

Quando um animal se encontra sob estresse nutricional, seus 6rgaos, tecidos e células
também enfrentam limitagdo de recursos. No entanto, esses compartimentos nao
compartilham, necessariamente, esse 6nus de maneira equalizada (McCue, 2010). Assim, o
figado, orgdo central do metabolismo, possui um papel importante para a sobrevivéncia do
organismo durante a restrigdo alimentar ao reajustar continuamente estruturas e fungdes
hepatocelulares para a manutencdo da homeostase metabolica do organismo (Segner, 1998).
A manuten¢do de niveis basais de glicose circulante, por exemplo, ¢ crucial para a
sobrevivéncia de vertebrados e varios 6rgaos estdo coordenados durante o jejum para que seja
mantida a homeostase da glicose, sendo o figado o mais importante (Hong et al., 2014). O
figado ¢ um orgdo vital que desempenha fungdes diversas, intimamente ligadas ao
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, atuando também na eliminag@o de toxinas e

patogenos e ainda na regulagdo das respostas imunes. Lipidios, peptideos, carboidratos e
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nutrientes sdo transportados para o 6rgdo através do sangue venoso portal derivado do
intestino e passam pelas células do revestimento sinusoidal antes de finalmente serem
absorvidos e metabolizados pelos hepatocitos (Protzer et al., 2012).

No estado alimentado, o figado promove a captagdo do excesso de glicose circulante
para armazena-la na forma de glicogénio ou promove a sua transformacdo emacidos graxos,
através da lipogénese (Shimeno, 1993). J4 em condigdes de jejum, o 6rgdoauxilia o organismo
através da quebra de glicogénio para a liberacao de glicose na circulagdo (glicogenoélise) além
de promover a gliconeogénese hepatica e producdo de corpos cetonicos (Alves-Bezerra e
Cohen, 2018). O jejum prolongado induz mudangas na circulacdo de metabolitos (e.g. glicose,
aminoacidos, acidos graxos, lipideos, proteinas). Essas alteracdes, junto da avaliagdo de
parametros biomorfométricos, constituem as medidas mais comumente estudadas em animais
submetidos ao jejum e podem fornecer informagdes sobre as transi¢des fisiologicas durante o
estresse nutricional (Eiermann e Jenni, 1998; Guzman et al., 2004). Paralelo a mobilizacao de
substratos para o fornecimento de energia, a autofagia opera para reciclar componentes
celulares para reutilizagao pela célula e constitui, dessa maneira, evento fundamental para a
manuten¢doda homeostase durante o jejum (Klionsky, 2016).

O figado possui um papel central na homeostase energética do organismo por sua
capacidade de metabolizar glicose e acidos graxos (Reddy e Rao, 2006). Quando a ingestao
de energia ¢ abundante, os vertebrados utilizam preferencialmente carboidratos para gerar
ATP e o excesso de glicose, apds recompor os estoques de glicogénio, € convertido em acidos
graxos (lipogénese) para uso na sintese e armazenamento de triglicerideos (TG) no tecido
adiposo (Reddy e Hashimoto, 2001). Os 4cidos graxos constituem a forma de energia mais
armazenada e circulante em um organismo vertebradoe os TG s3o a forma ndo-toxica mais
comum de 4cidos graxos (Nguyen et al., 2008). Eventualmente, o acumulo de goticulas
lipidicas nos hepatdcitos resulta em esteatose hepatica, que pode se desenvolver como
consequéncia de multiplas disfungdes, como alteragdes na resposta a insulina, B-oxidagao,
armazenamento e transporte de lipidios, autofagia e desequilibrio nas quimiocinas e
sinalizacdo de receptores nucleares (Bechmann et al., 2012).

Apesar da grande semelhanga morfoldgica e funcional do figado de peixes e de outros
vertebrados, como os mamiferos, ¢ util levar em consideracdo algumas caracteristicas do
orgdo em peixes. O parénquima hepatico em peixes tem uma organizacdo distinta da
encontrada em mamiferos e ndo possui disposi¢do em compartimentos hexagonais (l6bulos
hepaticos). Além disso, diferente dos mamiferos, hepatocitos de peixes se mostram

fracamente basofilicos. O figado em alguns teledsteos pode apresentar agregados de
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macrofagos chamados centros de melanomacrofagos (MMC). Os MMCs sdo
histologicamente distinguiveis no tecido hepatico por apresentarem macréfagos com
pigmentos como melanina, hemossiderina e lipofuscinas (Sales et al, 2017). Ainda, a
temperatura tem grande influéncia sobre o metabolismo do 6rgdo, visto que sdo animais
pecilotérmicos. Apesar de suas caracteristicas proprias, estudos de figado de peixe sdo uteis

na andlise de interacdes ambientais e a morfofisiologia hepatica (Bruslé et al., 1996).

1.5 — Autofagia

A autofagia ¢ um processo catabdlico evolutivamente conservado que tem como alvo
proteinas citoplasmadticas de vida longa ou organelas danificadas para degradacdo lisossomica
(De Duve e Wattiaux, 1966). Diferente da via ubiquitina-proteassoma, que reconhece ¢
degrada principalmente proteinas de vida curta, a autofagia ¢ mais do que uma via de
autodestrui¢do e desempenha papéis importantes em um amplo espectro de processos
fisiologicos incluindo diferenciacdo, desenvolvimento, metabolismo celular e homeostase
energética (Qu et al., 2007; Cecconi e Levine, 2008). Trés tipos principais de autofagia sdo
reconhecidos: macroautofagia (doravante referida como autofagia), microautofagia e
autofagia mediada por chaperona, que diferem principalmente em como o material citosolico
¢ entregue aos lisossomos. A microautofagia refere-se a invaginacao da membrana lisossomal
resultando no recrutamento direto de substratos que sdo subsequentemente degradados por
proteases lisossomais (Sahu et al., 2010). A autofagia mediada por chaperonas ¢ mais seletiva
e envolve o reconhecimento pela proteina cognata do choque térmico (HSC70) do motivo
contendo o pentapeptideo KFERQ (Lis-Fen-Glu- Arg-Gli). A HSC70 promove a translocag¢ao
desses alvos atravésdas membranas lisossomais para o limen lisossomal por meio do receptor
2A da proteina de membrana associada ao lisossoma (LAMP2A) (Mizuchima, 2018).

A via autofagica (ou macroautofagia) € iniciada com a formacdo de uma membrana de
isolamento, denominada fagéforo, e a acdo coordenada das proteinas ATG (relacionadas a
autofagia) que resulta na expansdo dessa membrana para formar o autofagossomo (Lamb et
al., 2013). As principais proteinas ATG podem ser divididas em diferentes subgrupos
funcionais que orquestram a formacdo do autofagossomo, processo que compreende trés
etapas principais: iniciagdo, nucleagdo e expansdo. A proteina pertencente ao complexo
PtdIns3K, denominada Beclin 1 (ortéloga 8 ATG6/VPS30 em levedura) tem sido associada a
regulacdo coordenada do trafego de membrana e da autofagia em vdarios processos

fisiologicos e patoldgicos sendo, portanto, muito util na investigacao de processos que podem
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envolver a ativacdo da autofagia. Evidéncias sugerem que o fator nuclear kappa B (NF-Kb) e
os fatores de transcricdo E2F e microRNAs (miRNAs) estdo envolvidos na regulagdo da
expressao de Beclin 1 na autofagia (Kang et al., 2011). A proteina da via autofagica LC3
(ortologa a Atg8 em levedura) ¢ uma proteina semelhante a ubiquitina. Sua forma citosolica
LC3-I ¢ conjugada com fostatidiletanolamina para formar LC3-II, participando do
recrutamento de carga para os autofagossomos € na sua biogé€nese e, assim, o tamanho do
autofagossomo ¢ regulado pela quantidade de LC3. Como essa proteina ¢ seletivamente
encontrada em autofagossomos, a conversao LC3-I para LC3-II permite a medi¢do da taxa
autofagica (Klionsky et al., 2010). Apos o fechamento do fagoforo, o autofagossomo de
membrana dupla que surge amadurece ¢ funde-se com os lisossomos para degradar seu
contedo. A fusdo completa ¢ alcangada pela degradacdo da membrana autofagossdmica
interna por hidrolases lisossomicas e exposi¢do do conteudo do autofagossomo ao limen do
lisossomo. Até agora, um grande conjunto de moléculas, incluindo componentes do
citoesqueleto, proteinas motoras, fatores de ligagdo, fosfolipidios e proteinas SNAREs, foram
identificados como atores importantes para garantir uma fusdo precisa e eficiente (Yu et al.,
2017).

A autofagia ¢ regulada por importantes vias de detec¢do de nutrientes, incluindo a
proteina alvo da rapamicina (TOR) e a 5' proteina quinase ativada por monofosfato de
adenosina (AMPK), que inibem e ativam a autofagia, respectivamente (Ho et al., 2017).
Atualmente, a funcdo da autofagia pode ser classificada em duas amplas categorias: geragao
de produtos de degradacdo, importante para organismos na fase aguda do jejum e depuragao
intracelular de macromoléculas e organelas defeituosas, uma fungao essencial para o controle
de qualidade intracelular e importante para células e organismosde vida longa (Mizushima,
2018). As fungdes catabdlicas da autofagia mitigam esses fatores de estresse através da
reciclagem de componentes defeituosos e do suprimento de moléculas que sustentam o
metabolismo. Portanto, a autofagia induzida pelo estresse faz parte de uma mudanga
metabolica mais ampla que promove a sobrevivéncia de células e organismos, priorizando o

reparo e a manutengao sobre o crescimento (Leidal ef al., 2018).
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Figura 3. Durante a autofagia, o sequestro de componentes que serdo alvo da degradacdo,comeca com a
formagdo de um fagoforo que se expande formando um autofagossomo de membrana dupla que
envolve uma por¢do do citoplasma. O autofagossomo completo se funde com um lisossomo, que
contém hidrolases dacidas. As enzimas do compartimento recém formado, um autolisossomo,
degradam a membrana interna do autofagossomo e os componentes internalizados. As macromoléculas
resultantes sdo liberadas por meio depermeases para reutilizagdo no citoplasma. Figura adaptada de
Klyonsky (2007).

1.6 - Apoptose

O jejum prolongado pode também alterar a dindmica de outro processo celular
importante, a apoptose. Tanto a autofagia quanto a apoptose sdo processos biologicos
finamente regulados que desempenham papéis essenciais no desenvolvimento, homeostase
tecidual e doengas. As interagdes entre os componentes das duas vias indicamuma interrelacao
complexa, por vezes induzida por estimulos semelhantes (Nikoletopoulou et al., 2013).

A apoptose ¢ o mais conhecido tipo de morte celular programada e constitui processo
altamente conservado evolutivamente (Kerr ef al., 1972). Tao importante quantoa divisdo e
migracao celular, esse processo permite que o organismo controle, com precisdo, o nimero de
células e, portanto, o tamanho dos tecidos, além de se proteger decélulas nocivas que podem
interferir na homeostase (Hengartner, 2000). A apoptose pode ser estimulada por estimulos
intracelulares ou extracelulares, constituindo assim duas viasde ativagdo: a via extrinseca e a
via intrinseca. A via extrinseca inicia-se pela ligagdo de indutores de morte celular em
receptores na superficie celular. Ja estimulos da via intrinseca levam a despolarizacao
mitocondrial, que permite a liberacdo do citocromo c, que por sua vez se liga ao fator de

ativacao de protease apoptotica 1 (APAF 1) e a procaspase 9, gerando o complexo intracelular
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denominado “apoptossomo” que ativa a caspase 9. As mitocondrias danificadas também
produzem um segundo ativador da caspase derivado de mitocOndrias, o SMAC (também
conhecido como DIABLO), que libera a caspase 3 de proteinas inibidoras da apoptose.
Ambas as vias de apoptose extrinseca e intrinseca convergem na liberacdo da caspase 3 e

caspase 7, que conduzem aos eventos terminais do apoptose (Ashkenazi et al., 2017).
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Figura 4. As duas principais vias apoptoticas: A via extrinseca (caminho da esquerda nafigura acima)
e a via intrinseca ou mitocondrial (caminho da direita). Figura original de Hengartner (2000).

1.7 - Inter-relacio das vias autofagica e apoptotica

A via apoptdtica ¢ regulada pelas proteinas da familia Bcl2 que controlam a
permeabilidade da membrana mitocondrial e ¢ composta por duas subfamilias: as
proapoptoéticas, que inclui a proteina Bax e as antiapoptdticas, que inclui Bcel-2 e BCL- XL

(Danial e Kosmeyer, 2004). A proteina Beclin-1 interage com as proteinas antiapoptoticas da
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familia BCL2 (em particular BCL2 e BCL-XL) através de um dominio BH3. As proteinas
BH3-apenas e os miméticos farmacologicos da BH3 interrompem competitivamente a
interacdo inibitdéria entre Beclin-1 ¢ BCL2 ou BCL-XL, estimulando a autofagia. Assim, 0s
dominios BH3, que sdo bem conhecidos por sua propriedade indutora de apoptose, também
podem estimular a autofagia (Maiuri et al., 2007a). Desta forma, a autofagia e a apoptose
podem ser desencadeadas por sinais comuns. A relacdo funcional entre apoptose e autofagia,
no entanto, ¢ complexa no sentido em que, sobre varios cendrios, a autofagia constitui uma
adaptagao ao estresse que evita a morte celular,suprimindo assim a apoptose, enquanto que em
outros contextos a autofagia constitui umcaminho alternativo que pode levar a morte celular
que ¢ chamada morte celular dependente de autofagia (Gozuacik e Kimchi, 2004 ). Em termos
moleculares isso significa que ambos os processos podem tanto atuar em sinergia ou polarizar
uma resposta celular (Maiuri et al., 2007b). No decurso da morte celular programada,
frequentemente,a autofagia ocorre antes da apoptose. Esta sequéncia ordenada de autofagia e
apoptose pode servir para dois propdsitos: primeiro, a autofagia pode constituir um
mecanismo através do qual a célula destinada a morrer inicia seu catabolismo, acelerando
assim a elimina¢do da célula, e segundo, a autofagia também pode ajudar a manter niveis

otimosde ATP que podem facilitar a processo apoptoético (Maiuri et al., 2007b).

1.8 - Justificativa

Tradicionalmente, o jejum tem sido mais extensivamente estudado em aves e
mamiferos do que em invertebrados e outros vertebrados e a extensao em que o conhecimento
do tema nos grupos mais estudados pode ser extrapolado para outros grupos ndo ¢ clara
(Wang et al., 2006). Estudos demonstraram alteracdes degenerativas, inflamatdrias e
circulatorias no figado entre outros distirbios em decorréncia da exposi¢do de teledsteos a
agentes agressores (Weber et al., 2020; Usha et al., 1988; Shi ef al., 2015; Rajkumar et al.,
2016). Contudo, a despeito de sua importancia na aquiculturamundial e potencial como modelo
para estudos morfofisiologicos, estudos abrangentes que relacionam alteragdes no
metabolismo de carboidratos e lipideos e da dindmica da autofagia e apoptose, processos
essenciais para manutengdo da homeostasia durante o jejum sdo escassos para O. niloticus. A
investigacdo do estado do figado; 6rgdo central do metabolismo, e de pardmetros da
circulagdo durante o jejum e ciclos de realimenta¢dopode fornecer informagdes uteis para o
manejo comercial da espécie além de ajudar no entendimento de eventos morfofisiologicos do

orgao em condi¢des de estresse nutricional.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da restricdo alimentar continua e
intermitente durante 28 dias sobre o tecido hepatico na tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
relacionando os parametros fisioldgicos e bioquimicos do sangue com os processos de
autofagia e apoptose.
2.2 - Objetivos especificos:

- Determinar os indices bioldgicos (hepatossomatico e fator de condi¢do de Fulton);

- Analisar a histopatologia do figado nos animais dos grupos controle e submetidos ao jejum

continuo e intermitente;

- Comparar aspectos da morfometria dos hepatocitos;

- Quantificar o glicogénio hepético nos diferentes grupos de estudo;

- Analisar a lipoperoxidacao hepatica nos diferentes grupos de estudo;

- Analisar a ultraestrutura das células hepaticas, com énfase na detec¢do de estruturas

autofagicas;

- Analisar a concentracdo sanguinea de aminotransferases (AST e ALT);

- Comparar parametros bioquimicos do sangue entre os grupos de estudo;

- Quantificar as proteinas das vias autofagica (Beclin-1 e LC3) e apoptdtica (Bax) nos grupos

de estudo.

3 -METODOLOGIA
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3.1 - Ensaio experimental e amostragens

Para a realizacdo do experimento, exemplares machos adultos de O. niloticus (n=40,
linhagem GIFT, com idade entre 6 ¢ 8 meses (24,31 + 0,31 cm de comprimento total e 268,7

+ 11,21 g), foram mantidos por até 28 dias em 3 tanques com I1m?

de capacidade com
sistema de filtragem mecanica e biologica sob condigdes controladas de temperatura,
luminosidade e qualidade da agua. Os peixes passaram por um periodo de aclimatagao (30
dias) onde receberam diariamente racdo comercial (32% de proteina bruta) a taxa de 2% de
sua biomassa inicial. O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Aquacultura da
Escola de Medicina Veterinaria (LAQUA) da UFMG, sendo aprovado pela Comissdao de
Etica no Uso de Animais da UFMG (Protocolo CEUA: 67/2017).

Os peixes foram divididos em 7 grupos experimentais: controle, jejum continuo
durante 7, 14, 21 e 28 dias e realimentagdo 1 e 2 (jejum intermitente). No grupo controle,os
peixes foram alimentados ‘ad libitum’ com ragdao comercial. Nos grupos de jejum continuo, os
peixes foram submetidos a restricdo alimentar total por 7, 14, 21 e 28 dias. No grupo
realimentacdo 1, os peixes foram submetidos a 1 ciclo de jejum/realimentacdo (1° ao 6° dia
em jejum, seguido por realimentagdo ‘ad libitum’ com ragao comercial do 7° ao 14° dia). O
grupo realimentagdo 2 foi submetido a dois ciclos de jejum/realimentacao, totalizando 28 dias
de tratamento. Em cada grupo, 4 peixes foram coletados para obten¢ao de plasma sanguineo.
Em seguida foram anestesiados com solucdo de eugenol a 285 mg/L e eutanasiados por
seccao transversal da medula espinhal seguindo os principios éticos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) para obtencdo de amostras do
figado. Destes animais foram obtidos os dados biométricos: peso corporal (PC), comprimento
total (CT) e peso do figado (PF) para calculo do indice hepatossomatico (IHS =100 PF/PC) e
do fator de condi¢do de Fulton (K=100PC/CP?).

3.2 - Parametros bioquimicos e hematologicos

O sangue de cada animal (n = 4/grupo) foi coletado em seringa heparinizada e
transferido para tubo de Eppendorf heparinizado e, em seguida, centrifugado durante 3 min a
3.500 rpm a 0°C. Apos centrifugacdo, o plasma foi separado e armazenado em freezer a -80°C
para determinacdo do colesterol total, triglicerideos e aminotransferases hepaticas ALT e AST.

Para a determinagdo de glicose em sangue recém coletado, foi utilizado o Kit Accu-Chek com
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limite minimo de deteccdo de 10 mg/dL e acuracia satisfatoria conforme norma europeia EN
ISSO 15197. O hematdcrito foi determinado a partir de tubos capilares preenchidos com
aproximadamente 2/3 de sangue previamente homogeneizado e centrifugado durante 10
minutos a 10.000 rpm. A porcentagem de hematocrito (HTC) foi determinada pelo método do
microhematocrito, de acordo com Goldenfarb e colaboradores (1971). As proteinas
plasmaticas totais (PPT) foram dosadas por meio de refratdmetro portatil. Para determinacao
dos niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e transaminases hepaticas foi utilizado

kits da biotécnica seguindo recomendagdes do fabricante.

3.3 - Microscopia de luz e eletronica

Para analise histologica e morfométrica, fragmentos de figado dos animais (n=
4/grupo) foram fixados em liquido de Bouin por 24 horas, incluidos em parafina, seccionados
com 5 um de espessura e corados com hematoxilina-eosina.

Para andlise ultraestrutural, amostras de figado foram fixadas em solucdo de
Karnovsky modificado (2,5% glutaraldeido e 2% paraformaldeido em tampado fosfato de
sodio 0,1 M pH 7,3) durante 24 horas a 4°C. Em seguida, as amostras foram pos-fixadasem
tetroxido de 6smio 1% com ferrocianeto de potassio 1,5% por 2 h e incluidas em resina
Epon/Araldite. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo e examinados ao microscopio eletronico de transmissdao Tecnai G2- 135 12 Spirit

(FEI Company, Hillsboro, OR, USA) a 120 kV no Centro de Microscopia da UFMG.

3.4 — Morfometria do tecido hepatico

Para a andlise morfométrica do tecido hepatico, imagens digitais de seccdes
histologicas do figado dos animais de estudo foram obtidas utilizando o software Zeiss
Axiovision acoplado ao Zeiss Microscopio Axioplan 2. Para a andlise da densidade de
hepatdcitos e ocorréncia de alteracdes do tecido hepatico, foi utilizada a ferramenta de grade
do software ImageJ, com 713 intersecgdes por imagem. Para esta analise, foram utilizadas 10
imagens aleatdrias em aumento de 400X de cada animal, sendo utilizados 4 animais de cada
grupo, totalizando 28 animais avaliados. Os seguintes componentes foram analisados:
citoplasma, nucleos, capilares sanguineos, e esteatose. A propor¢do (%) dos componentes
analisados foi determinada multiplicando-se os pontos de interseccdo de cada parametro por

100 e em seguida, dividindo o resultado pelo numero total de pontos obtidos do tecido.
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3.5 - Quantificacio do glicogénio hepatico

A dosagem de glicogénio hepatico foi realizada pelo método da antrona (Seifter et al.,
1950) de acordo com Colowick, Kaplan (1957). O método consiste em hidrolisar carboidratos
presentes na amostra pelo tratamento com acido sulfurico, originando furfurais e
hidroximetilfurfural. Estes furfurais sdo depois condensados pela antrona, formando um
complexo com cor verde-azulada. A intensidade da cor deste complexo ¢ proporcional a
concentragdo de carboidratos e pode ser medida por espectrofotdmetro. Resumidamente, 100
mg de figado de cada animal (n = 4/grupo) foi tratado com 0,5 mLde KOH 30% e incubados
por 20 minutos em banho-maria a 95° C e apds, resfriados durante 5 minutos em banho de
gelo. Foram adicionados ao tubo 1,25 mL de etanol 95%,agitados em vortex por 10 segundos
e mantidos em banho-maria (95°C) por 2 minutos. Em seguida, foram centrifugados durante
15 minutos a 3000 rpm, separado o sobrenadante e adicionado 1 mL de 4gua destilada ao
precipitado. Para a reacdo colorimétrica, foi adicionado 1mL do homogenato obtido em 2 mL
do reagente antrona (0,2 g de antrona em H2SO4 95%) e homogeneizado em agitador vortex
por 10 segundos.Em seguida deixados por 10 minutos em banho-maria a 95°C (tubo fechado)
e resfriadosem banho de gelo por 5 minutos. Os valores de absorbancia foram lidos em 620
nm. Em conjunto, foram realizadas curvas de calibragdo com padrdao de glicose (10-200

pug/ml) para comparacao com os grupos do estudo.

3.6 - Lipoperoxidacido hepatica

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) quantifica o estresse
oxidativo medindo o dano peroxidativo aos lipidios que ocorre com a geragdo de radicais
livres. A agdo de hidroperdxidos em lipidios pode resultar na produgdo de malondialdeido
(MDA). O MDA gerado pela lipoperoxidacdo reage com o acido tiobarbittrico (TBA) sob
condigdes de alta temperatura e acidez, gerando um cromoégeno que pode ser medido
espectrofotometricamente. Assim, o ensaio TBARS descrito a seguir (modificado de Federici
et al., 2007), foi usado para quantificar o dano oxidativo (lipoperoxidagdo) em amostras de
figado dos animais (n = 4/grupo) dos grupos de estudo. Resumidamente, 40 ul de homogenato
de figado (em triplicata) foi adicionado em cada po¢o de uma placa de microtitulacdo de 96
pogos que continha 10 ul de butil hidroxitolueno a 5%. Em seguida foi acrescentado 50 ul de

acido tricloroacético 50% (TCA) e 75 ul de TBA 1,3% dissolvido em NaOH 0,3%. A placa
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foi entdo incubada a 60°C durante 60 minutos e depois resfriada em gelo. As absorbancias

foram lidas em 630nm, contra a curva padrao (0,5-25 nmol/ml de 1,1,3,3-tetractoxipropano).

3.7 - Western blotting

Para detec¢do e quantifica¢do das proteinas biomarcadoras da autofagia: LC3 e Beclin-
1 e da proteina apoptotica Bax, amostras de figado de O. niloticus dos grupos avaliados foram
submetidos a técnica de Western Blot. Amostras congeladas do tecido hepatico (n = 4/grupo)
foram sonicadas em tampao de lise com aprotinina e inibidores de protease de fluoreto de
fenilmetilsulfonila e centrifugadas a 15.000g por 1 hora. A dosagem das proteinas foi
realizada no sobrenadante de acordo com Bradford (1976). Para cada amostra, 100 pg de
proteina em tampdo de amostra foram adicionados a 15% de eletroforese em gel de
poliacrilamida e subsequentemente transferidos para membrana de difluoreto de polivinilideno
(Sigma Aldrich). Apos a transferéncia, as reagdes ndo especificas foram bloqueadas com leite
em po desnatado durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram
incubadas com os anticorpos primdrios correspondentes na diluicdo de 1:500 “overnight” a 4
°C. Por fim, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario (anti-IgG de coelho ou
anti-IgG de camundongo) conjugado com peroxidase na diluicao 1: 750 (Sigma-Aldrich) por
2 horas e a reacdo foi revelada usando DAB. A especificidade dos anticorpos primarios para a
tilapia do Nilo foi confirmada por Western blot: Bax ~ 20 kDa, Casp ~ 15 kDa, Beclinl ~ 57
kDa, Actina ~ 43 kDa , Lc31 ~ 18 kDa e Lc3II ~ 16 kDa. A densitometria de proteinas
autofagicas e apoptotica foi realizada usando o software ImagelJ (NIH) e a densidade dptica
relativa dasbandas das proteinas de estudo foi calculada em relagdo a proteina constitutiva (3

actina).

3.8 — Imunohistoquimica

Para imunolocalizagdo no parénquima hepatico das proteinas autofagicas (LC3 e
Beclin-1) e de morte celular (Bax), amostras do figado (n=.4/grupo) foram fixadas em solugao
de paraformaldeido a 4% por 24 h, incluidas em parafina e seccionadas com 5 pm de
espessura. Para recuperacao antigénica, as secgoes foram fervidas em tampao citrato de soédio
10 mM pH 6,0 durante 20 min, lavadas em tampao fosfato salino (PBS),incubadas com H202
a 3% em PBS para inativar a peroxidase endogena. Para o bloqueio de ligacdo inespecifica foi

utilizado tampao de bloqueio albumina do soro bovino BSA 2% por 45 min. Em seguida, as
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seccdes foram incubadas com o anticorpo primario LC3 (polyclonal rabbit, sc-28266, Santa
Cruz Biotechnology, Inc 1:100), Beclinl (Monoclonal mouse ABCAM 1:100) e Bax
(Polyclonal rabbit ABCAM 1:100) overnight em camera umida a 4°C. Posteriormente, os
cortes foram submetidos ao sistema de revelagdao secundario (Kit Dako EnVision™ + Dual
Link System-HRP, Referéncia K4063), corados com diaminobenzidina (DAB) e contra
corados com hematoxilina. Parao controle negativo, um dos cortes ndo recebeu o anticorpo

primario.

3.9 - Analises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente usando os softwares Minitab 16.1 e
Bioestat 5.0 e os graficos foram construidos utilizando o GraphPad Prism 8.4. Como os dados
ndo apresentaram distribui¢do normal, o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc de
Dunn foram utilizados. Os resultados foram considerados significativos no intervalo de

confianc¢a de 95% e os valores foram expressos como média + erro padrao.

4 - RESULTADOS

4.1 — Indices biolégicos dos peixes

Para o indice hepatossomatico (IHS), todos os grupos submetidos a jejum total,
mostraram queda significativa (p < 0,05) do indice em relagdo ao grupo controle (Figura$s).
De maneira distinta, os grupos submetidos a ciclos de jejum/realimentagdo (jejum
intermitente) exibiram valores médios proximos aos registrados para o grupo controle. Para o
fator de condi¢do de Fulton (K), os resultados indicaram que ndo houve diferencas

significativas entre os grupos analisados.
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Figura 5: Distribuicdo do indice hepatossomatico (IHS) (A) do Fator de Condigdo (K) (B) para O.
niloticus nos diferentes grupos de estudo. Os valores representam média + EPM. * p < 0,05. Circulo
cheio: grupo controle; Circulo parcialmente cheio: grupos de jejum intermitente. Circulo vazio: grupos
de jejum continuo.

4.2 — Parametros bioquimicos e metabdlitos do sangue

As concentragdes sanguineas dos metabolitos avaliados sdo exibidas na Figura 6. A
glicose medida, apresentou decréscimo em todos os tempos avaliados para os animais
submetidos ao jejum continuo, entretanto, os animais dos grupos de jejum intermitente
mostraram valores estatisticamente similares ao grupo controle (Figura 6A). Os niveis de
proteinas plasmaticas totais ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Figura
6B). A concentragdo dos lipideos plasmaticos medidos (triglicerideos e colesterol) mostraram
queda acentuada, em relacdo ao grupo controle, para ambos os regimes alimentares avaliados
(Figura 6C). Para o colesterol, entretanto, os animais que passaram por um ciclo de
jejum/realimentacdo (14 dias de tratamento), exibiram valores intermedidrios entre o grupo
controle e os diferentes grupos de jejum continuo (Figura 6D). As concentracdes das
transaminases hepdticas: aspartato transferase e alanina transferase (AST e ALT,
respectivamente) estavam aumentadas a partir de 21 dias para os animais submetidos ao jejum
continuo. Para os grupos de jejum intermitente, em animais submetidos a dois ciclos de
jejum/realimentacdo, os niveis das enzimas avaliadas retornaram a valores similares ao do

grupo controle (Figura 6E-F).
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Figura 6. Niveis de metabolitos sanguineos (A: glicose, B: proteinas plasmaticas totais, C:
triglicerideos, D: colesterol) e de transaminases hepaticas no sangue (E: aspartato transaminase, F:
alanina transaminase) para os grupos: controle, jejum continuo 7, 14, 21 e 28 dias, e jejum intermitente
14, e 28 dias para O. niloticus. Os valores representam média + EPM. * p < 0,05. Circulo cheio:
grupo controle; Circulo parcialmente cheio: grupos de jejum intermitente. Circulo vazio: grupos de

jejum continuo.
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4.3 - Parametros da fisiologia hepatica

Os parametros hepaticos avaliados: glicogénio e peroxidagao lipidica, sado
apresentados na Figura 7. Todos os animais submetidos ao jejum continuo tiveram
decréscimo nas reservas de glicogénio enquanto os animais de ambos os ciclos de
realimentagcdo (jejum intermitente), por sua vez, ndo mostraram valores com diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle. O subproduto da peroxidagdo lipidica
malondialdeido (MDA) apresentou niveis progressivamente maiores para os grupos de jejum
continuo, com diferengas significativas com 21 e 28 dias de jejum continuo. Os animais

submetidos ao jejum intermitente, no entanto, exibiram valores de MDA similares ao grupo

controle.
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Figura 7. Metabolitos hepaticos. Glicogénio (A) e peroxidacdo lipidica (B) para os grupos: controle,
jejum continuo 7, 14, 21 ¢ 28 dias, e jejum intermitente 14, e 28 dias, para O. niloticus. Os valores
representam média + EPM. * p < 0,05. Circulo cheio: grupo controle; Circulo parcialmente cheio:
grupos de jejum intermitente. Circulo vazio: grupos de jejum continuo.

4.4 — Histologia e Ultraestrutura hepatica

Nos grupos submetidos aos regimes alimentares avaliados, foram observadas
alteragdes celulares e teciduais, particularmente frequentes, nos tempos finais e de maneira
progressiva para os animais submetidos em jejum continuo (Figura 8). Grupo controle
apresentou histologia normal, com agregados de macroéfagos chamados de centro
melanomacrofagicos (CMM) e hepatocitos com numerosos granulos de glicogénio e

mitocdondria, e reticulo endoplasmatico bem desenvolvido (Figura 8A e G). Hepatocitos com
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nucleo condensado foram frequentemente observados apds 14 dias de restricdo alimentar
(Figura 8B). Infiltrado inflamatoério e necrose foram observados inicialmente aos 14 dias, se
tornando alteragdes comuns aos 28 dias (Figura 8 C-D). Apos 7 dias, observou-se também
esteatose, inicialmente limitada a pequenas areas, mas aumentando progressivamente até
atingir uma grande parte do figado dos peixes apos 28 dias de jejum (Figura 8 C-E). Aos 28
dias, foram observadas ainda, alteracdes estruturais do pancreas exdcrino intra-hepatico
(Figura 8F). A esteatose, uma alteragao presumida na analise histoldgica pela vacuolizagao
tipica do citoplasma dos hepatocitos foi confirmada pela ultraestrutura. A Figura 8H mostra
grande gota lipidica, que desloca o nucleo do hepatécito para a periferia da célula,

caracteristica da esteatose macrogoticular.
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Figura 8. Histologia e ultraestrutura hepatica para O. niloticus. Controle apresentando histologia
normal, com agregados de macréfagos chamados de centro melanomacrofagicos (CMM). Veia central
(V) (A). Grupo jejum continuo (7 dias) apresentando nucleos com caracteristicas apoptoticas (setas)
(B). Coagulo necrotico (NE) e infiltragdo inflamatoria (I) para jejum continuo, 14 dias (C-D).
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Esteatose difusa @k)(C) em 21 28 dias de jejum continuo, respectivamente (E). Hepatopancreas
apresentando alteracdes estruturais em 28 dias de jejum continuo (F). Ultraestrutura de hepatdcitos do
grupo controle apresentando numerosos granulos de glicogénio (GG), mitocondrias (M) e reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido. Nucleo (N) (G). Grande gota lipidica evidenciando
esteatose macrogoticular. Nucleo (N) (H). Barras de escala (G) 1pm e (H) 2pm.

4.5 — Morfometria

A morfometria do tecido hepatico (Tabela 1) revelou que todos os grupos submetidos
ao jejum continuo (7, 14, 21 e 28 dias) mostraram area de citoplasma dos hepatdcitos menor
em relagdo ao grupo controle. Uma menor densidade de nucleos e maior area de capilares
sanguineos foram observados nos grupos com 1 e 2 ciclos de realimentagdo, quando
comparados com os demais grupos. A esteatose foi significativamente maior para os grupos
com 21 e 28 dias de jejum continuo, p < 0,05. Nos grupos realimentagdo 1 e 2, a esteatose foi

baixa e sem diferenca significativa em relagdo ao controle, p > 0,05.

Tabela 1. Proporg¢ao (%) de citoplasma e nicleo dos hepatocitos, capilares sanguineos e esteatose para
o tecido hepatico da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, nos diferentes grupos de estudo.

Citoplasma Nicleos Capilares Esteatose
Controle 86,93+0.35% 4,27+0.14*® 8,62+0.36% nd

J-7 82,58+1.33" 5,01+0.19 2 7,40+0.59 *® 2,21+1.33%"
J-14 83,71£0.64 °¢  457+0.17%° 8,91+0.34 * 2,48+0.64 "
J-21 83,16+0.54 ¢ 4,54+£0.15 2" 9,07£0.312 3,95+0.51 b¢
J-28 79,45£1.13 ¢ 3,56+ 0.22° 8,67+£0.53 *® 7,86+1.05 ¢
R-1 84,35+0.39 2¢ 2,88+ 0.11°¢ 12,69+0.39 © 0,32+0.12 2°
R-2 85,00£0.62 #¢ 2,89+0.13°¢ 11,00+£0.73 * ¢ 0,84+0.46 *®

Grupos experimentais: controle; jejum continuo (J) durante 7, 14, 21 e 28 dias; R-1 = 1 ciclo de
jejum/realimentacdo; R-2 = 2 ciclos de jejum/realimentacdo). Valores sdo expressos como média +
EPM. Letras diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05), nd = ndo detectado.

4.6 — Autofagia e apoptose

Considerando que nas andlises morfologicas e bioquimicas dos grupos que passaram
por ciclos de realimentacdo apresentaram poucas alteragdes em relacdo ao grupo controle, a

autofagia e a apoptose, foram avaliadas apenas no grupo controle e nos grupos de jejum
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continuo. A quantificagdo das proteinas LC3 I, LC3 II e Beclin-1, importantes para a
progressao da autofagia e da proteina pro-apoptotica Bax, foi avaliada para os grupos de jejum
continuo e controle por meio de Western blotting (Figura 9). A localizacdo das respectivas
proteinas no tecido hepatico foi feita por meio da técnica de imunohistoquimica (Figura 10
D-F). Os grupos submetidos a 7 e 14 dias de jejum continuo ndo apresentaram diferenga
significativa para a razdo LC3II / Actina, em relagdoao grupo controle. Para os grupos finais
(21 e 28 dias de jejum continuo), no entanto, foiobservado um declinio da razao LC3I1/ Actina
em relacdo ao grupo controle. Para Beclin-1, somente para o grupo de jejum continuo durante
28 dias, foi observado diferenca estatistica na expressao da proteina, que mostrou declinio
para esse grupo, embora os grupos 14 e 21 dias, tenham também mostrado uma diminui¢ao
aparente. Além disso, nos animais dos grupos controle, 7 e 14 dias de jejum, estruturas
autofagicas como autofagossomos e autolissosomos foram frequentemente identificadas
(Figura 10 A-C). A quantificagdo de Bax, revelou aumento na frequéncia de apoptose para os

grupos 21 e 28 dias de jejum continuo.
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Figura 9. Quantificagdo das proteinas da via autofagica (LC3II e Beclin-1) e da via apoptotica (Bax)
para o grupo controle e grupos de jejum continuo (7, 14, 21 e 28 dias) para O. niloticus. Letras
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diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

), ;@-‘ al !

Figura 10 - Secgdes ultraestruturais do grupo jejum continuo (14 dias) (A-C) e imunohistoquimicas
do grupo jejum (14 dias) (D e E) e jejum (28 dias) (F) do figado de O. niloticus. Hepatocitos
apresentando estruturas autofagicas como (AL) autolisossomos (com mitocondrias em degeneragio),
corpos multilamelares (CM) grandes lisossomos (L) e granulos de glicogénio (setas brancas) A ¢ B ;
autofagossomos (AF) contendo restos celulares e gotas lipidicas (LD) C; Imunohistoquimica para
Beclin-1 (D), LC3 (E) e Bax (F) mostrando hepatocitos positivos para as proteinas do estudo (setas
pretas) e capilares sanguineos (cabeca de seta). Barras de escala (A e C) 1 um (B) 500 nm, (D e F) 20
pm, (E) 30 pm.
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5- DISCUSSAO

A restricdo alimentar pode levar a morte celular pela falta de substratos para o
metabolismo basal das células. No entanto, periodos ciclicos e naturais podem ser superados
pelos animais por meio de mecanismos bioquimicos e fisiolégicos que operam para a
manuten¢do da homeostase metabodlica (Collins e Anderson 1995; Potthoff, 2009). Em peixes,
estratégias para lidar com essa condi¢ao incluem a mobilizagdo de reservas enddgenas, como
glicogénio muscular e hepatico, metabolizacdo de lipideos armazenados e catabolismo de
proteinas. Varios aspectos da resposta a restricdo alimentarde O. niloticus foram estudados
aqui por meio de uma abordagem multiparamétrica que inclui a andlise de indices biologicos,
histologia, morfometria e ultraestrutura dos hepatocitos, incluindo a identificacdo de
alteracdes teciduais e celulares, andlise de metabodlitos sanguineos, além da andlise da
ocorréncia de autofagia e apoptose no figado.Os resultados observados no grupo controle e nos
diferentes grupos de restricdo alimentar e realimentacdo foram comparados para esclarecer
parte do perfil de resposta de O. niloticus em condi¢des experimentais de jejum e de
realimentacao.

A dindmica da utilizacdo de reservas enddgenas pode ser avaliada, em parte, pelo
monitoramento do indice hepatossomatico (IHS) e do fator de condigdo (K). O IHS mostra a
proporcao do peso do figado em relacdo ao peso total do animal. No presente estudo, os
peixes submetidos ao jejum continuo apresentaram queda significativa no IHS em relagdo ao
controle a partir de 7 dias de tratamento sugerindo que as reservas hepaticasde glicogénio, além
de lipideos, foram utilizadas durante a primeira fase do jejum para dar suporte energético aos
animais. Glicogénio ¢ especialmente armazenado no musculo e figado e nesse ultimo
geralmente corresponde entre 1 e 6 % do peso do 6rgdo em peixes, podendo em algumas
espécies como a carpa-comum (Cyprinus carpio) ser responsavel por at¢ 10% do peso
hepatico (Navarro e Gutierrez, 1995). Assim, alteragdes no IHS em animais sob jejum como
detectado nesse estudo, podem estar relacionadas com a deplegdo dessa reserva. Este perfil de
mobilizagdo de glicogénio hepatico foi observado para outras espécies de peixes, onde essa
reserva constitui o principal substrato mobilizado na fase inicial do jejum, como para os
teledsteos neotropicais jundia (Rhamdia quelen) e tamoata (Hoplosternum littorale) e os
peixes marinhos como bacalhau do atlantico (Gadusmorhua) e pargo (Dentex dentex)
(Jimenez et al., 2007; Barcellos et al., 2010; Black e Love, 1985; Rossi et al., 2015). Nesse
estudo, para ambos os grupos de jejum intermitente, os animais apresentaram IHS similar ao

grupo controle apds realimentagdo.Esses resultados refor¢am que existe uma rapida queda no
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IHS durante os primeiros diasde jejum para O. niloticus, devido principalmente a deplecdo de
glicogénio, e que esse indice ¢ prontamente recuperado quando ocorre realimentagao.

O fator de condi¢do de Fulton (K) ¢ amplamente utilizado em estudos de biologiade
peixes (Camara et a/, 2011). Este fator ¢ calculado a partir da relagdo entre o peso do peixe e
seu comprimento, com a inten¢do de descrever a condi¢do individual, que ¢ entendida, por sua
vez, como um indicador das reservas energéticas dos tecidos. Deste modo, existe a
expectativa de que um peixe com condigdo relativamente melhor, apresente taxas de
crescimento superiores, bem como maior potencial reprodutivo e de sobrevivéncia que outro
em pior condigdo em situagdes ambientais comparaveis (Green, 2011). Esse indice, para o
presente estudo, ndo apresentou diferenca entre os grupos avaliados. A perda de peso, ¢é
significativa quando proteinas proprias sdo mais utilizadas para a obtencdo de energia, que
caracteriza a fase 3 do jejum (Castelani e Rea, 1992). A ndo alteracdo do fator de condigao
aqui, pode ser indicativo de que, mesmo o tempo de jejum total de 28 dias, ndo foi
suficientemente longo para a tilapia do Nilo a ponto de aumentar a degradacdo de proteinas
endogenas em niveis significativos. Metabolicamente¢ importante evitar a utilizacdo intensa de
proteinas durante o jejum (Anderson e Silva, 1990) dado que nessa condi¢cao nao hé influxo de
aminoacidos pela dieta. A porcentagem de hematdcrito também niao mostrou mudanga
significativa durante os tratamentos, o quesugere capacidade de O. niloticus em manter uma
producao regular de eritrocitos mesmosob longos periodos de jejum.

O nivel de glicose sanguinea ¢ a variavel fisiologica mais comumente mensuradaem
animais submetidos ao jejum (Rossi ef al., 2015). De fato, a manuten¢do do nivel de glicose
no sangue € um requisito primdrio para a sobrevivéncia e alguns tecidos, como o tecido
nervoso, sao essencialmente dependentes de glicose. A dindmica da glicemia envolve varios
orgdos que coordenam a homeostase da glicose como o pancreas, que libera os hormonios
glucagon e insulina, importantes para o controle glicémico e o figado, 6rgdo central do
metabolismo. Durante o estado alimentado, o excesso de glicose ¢ captado pelo figado e
armazenado como glicogénio via gliconeogénese ou convertido em reservas de triglicerideos
(lipogénese de novo), que € depositado principalmente no tecido adiposo. O glicogénio
hepético serve como um tampao de glicose sanguinea ao liberar glicose por meio de sua
quebra (glicogendlise) durante o jejum. Assim, neste estudo, para se obter uma compreensao
da dinamica da glicose durante o jejum e realimentacao na tilapia do Nilo, foram mensurados
tanto a glicose sanguinea como sua forma polimerizada no figado, o glicogénio. Os niveis de
glicose sanguinea mostraram uma queda significativa para o grupo de 7 dias de jejum total

(aproximadamente 60 % menor, em relagdo ao grupo controle), esses niveis foram mantidos



46

durante todo o experimento para os demais gruposprivados de alimentacdo. A estabilizagdo da
glicemia, em niveis minimos durante o jejumprolongado, provavelmente resulta da utilizacao
de glicogénio e da ativacao de processos gliconeogénicos, principalmente sustentados a partir
de aminodcidos e glicerolem adig¢dao ao decréscimo no consumo de glicose, pela supressao de
enzimas glicoliticas, como também observado para outros teledsteos como o bacalhau do
atlantico (Gadus morhua) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Black e Love, 1986;
Soengas, 2006). Sinergicamente, esses processos tendem a manter uma taxa glicémica basal,
embora o tempo de jejum necessario para atingir esse nivel basal possa variar entre diferentes
espécies de peixes (Navarro e Gutiérrez, 1995). Em contraste ao padrdo observado aqui, em
que os estoques de glicogénio s3o prontamente utilizados quando a alimentagdo ¢
interrompida, algumas espécies como o salmao prateado (Oncorhynchus kisutch) e o esturjdo
de lago (Acipenser fulvescens) tendem a preservar os estoques de glicogénio do figado,
degradando proteinas para gliconeogénese e/ou lipidios como substrato energético ja nos
momentos iniciais do jejum (Sheridan e Mommsen 1991; Gillis e Ballantyne, 1996).

Para ambos os grupos de jejum intermitente, a realimentagdo por 7 dias mostrou ser
suficiente que para que a concentracdo de glicose sanguinea retornasse a valores proximos
daqueles observados para o grupo controle. A concentragdo de glicogénio hepatico mostrou
variacao similar a glicemia sanguinea. Desse modo, para os grupos de jejum total, um declinio
acentuado de glicogénio hepatico foi constatado na primeira semana, refletindo a dependéncia
dessa reserva no inicio do jejum. Niveis minimos foramobservados durante o restante do jejum
total, com uma queda aparente para os tempos finais. Os ciclos de realimentagdo mostraram
recuperagcdo dos niveis em valores proximos daqueles do grupo controle, evidenciando a
versatilidade do metabolismo da glicose.

Os lipideos mais simples construidos a partir de acidos graxos sdo os triacilglicerois,
também chamados de triglicerideos, gorduras ou gorduras neutras (Voet e Voet, 2004). Por
causa de seu alto conteudo energético, os lipidios, particularmente os triacilglicerideos, sao o
combustivel mais importante para animais em jejum. Os lipidios podem ser armazenados no
figado, gordura visceral e musculo, com a importancia quantitativa de cada tecido variando
entre as espécies (Navarro e Gutierrez, 1995). A concentracdo de lipideos plasmaticos,
particularmente colesterol e triglicerideos ¢ altamente dependente do estado nutricional e do
estagio de desenvolvimento do animal (Bayir et al., 2011). Estudos de lipideos como fonte de
energia para o metabolismo de peixes tem revelado a importancia dessa reserva em periodos
de estresse, principalmenteem condi¢do de restricdo alimentar (Costas et al., 2011; Jezierska

et al., 1982). No presente estudo, todos os grupos submetidos ao jejum continuo apresentaram
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queda de aproximadamente trés vezes nos niveis de lipideos circulantes. A deplecdo de
triglicerideos observada, provavelmente, se deve a demanda dos tecidos por lipideos para [3-
oxidagdo nas células, glicerol para gliconeogénese e acetyl-CoA para a fosforilagdo oxidativa.
Esses processos sdo importantes para manter niveis basais de ATP para a sobrevivéncia das
células e ganham importancia no jejum, sobretudo quando os estoquesde glicogénio hepatico
estdo se esgotando. Os niveis plasmaticos de colesterol podem variar amplamente em peixes
sob jejum de acordo com a espécie (Favero, 2018). O declinio de colesterol no plasma,
possivelmente, ocorreu tanto como em funcdo de seu uso como fonte de energia para os
tecidos como também pela supressdo de enzimas lipogénicas. Em contraste com os niveis de
colesterol encontrados aqui, o teledsteo neotropical pacu (Piaractus mesopotamicus) mostrou
aumento do colesterol sérico, tanto para animais submetidos ao jejum quanto a
realimentacdo. As provaveis causas dos niveis aumentados reportados para a espécie, incluem
demanda de colesterol como precursor para sintese de hormdnios, como o cortisol e para
utilizagdo como substrato energético (Favero et al., 2018).A sintese de lipideos como
colesterol ¢ dependente de NADPH que, por sua vez, devera estar com sua concentragao
reduzida devido ao jejum (Jiménez et a/, 2007; Navarro e Gutierrez, 1995). Em contraste com
os niveis de colesterol encontrados aqui, o teledsteo neotropical pacu (Piaractus
mesopotamicus) mostrou aumento do colesterol sérico, tanto para animais submetidos ao
jejum quanto a realimentacao. As provaveis causas dos niveis aumentados reportados para a
espécie, incluem demanda de colesterol como precursor para sintese de hormonios, como o
cortisol e para utilizagdo como substrato energético (Favero et al., 2017). Problemas no
processamento de lipideos no figado para circulagdo de lipoproteinas via plasma sanguineo
podem também ter como consequéncia niveis baixos de lipideos circulantes. A andlise da
histologia hepatica de O. niloticus, em contraste com os niveis plasmaticos, mostrou actimulo
de lipideos no figado (esteatose), em particular nos tempos finais de jejum, (21 e 28 dias). De
maneira distinta da observada na dinamica da glicose/glicogénio na restrigdo alimentar e
realimentacdo, nesse estudo ambos os ciclos de realimentagdo foram insuficientes para
recuperar os niveis plasmaticos de lipideos. Os teledsteos, assim como os mamiferos,
apresentam sitios extra-hepaticos para armazenar lipideos (Zammit and Newsholme 1979), ¢
possivel que durante a realimentagao, esses locais de armazenamento, como do tecido adiposo
perivisceral, estariam recuperando seus estoques lipidicos, o que retardou a normaliza¢ao dos
niveis plasmaticos.

Neste estudo foi avaliado também a concentragdo de proteinas plasmaticas. Estudos

anteriores mostraram niveis diminuidos de proteinas no plasma em algumas espécies de
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teleosteos, que poderia ser relacionado a demanda de aminoacidos para a gliconeogénese nos
tecidos (Eschevarria, 1997; Shimeno, 1997). Para o bacalhau do Atlantico (Gadus morhua),
foi reportado niveis reduzidos no inicio do jejum para proteinas plasmaticas, essa tendéncia,
porém, se reverteu no jejum prolongado, quando houve um aumento aparente do parametro, e
esta mudanca foi atribuida a desidratagdo doplasma com consequente queda no volume total
de sangue (Kamra, 1966). No presente estudo, no entanto, essa variavel nao sofreu alteragdes
significativas em nenhum dos grupos avaliados, mesmo depois de 28 dias de jejum. Esse
resultado indica que houve pouca degradacdo de proteinas endogenas durante a restri¢ao
alimentar para o periodo avaliado (28 dias) em O. niloticus. A capacidade dos animais de
preservar aminoacidos durante o jejum apresenta beneficios 6bvios, porque parte de tais
substratos ndo podem ser sintetizados pelos animais (Castellini e Rea 1992).

Injuria hepatica causada pelo jejum, foi aqui avaliada também pela concentragcdo das
transaminases hepaticas: alanina transferase (ALT) e aspartato transferase (AST). Embora
esses biomarcadores ndo sejam especificos para danos ao figado, o aumento de suas
concentracdes no plasma reflete disfuncdo hepatica ativa (Neviem et a.l., 2015). Essa
associacao, deriva do fato de estas enzimas serem mais abundantes nos hepatocitos do que em
outros tipos celulares, e sua concentracdo elevada na circulagdo, ¢ indicativo de injuria ao
orgdo, pelo extravasamento de conteudo intracelular dos hepatdcitos, em fungdo de morte
necrética. Essas enzimas estavam aumentadas nesse estudo para os grupos de jejum total a
partir de 14 dias para AST e 21 dias para ALT. Esses resultados indicam dano hepatico para
os tempos finais de jejum aqui avaliados. Para os grupos que passaram por ciclos de
realimentacdo, apenas o grupo submetido a dois ciclos de realimentacdo apresentou niveis
parecidos com o controle, portanto 1 ciclo de realimentacdo parece ndo ser suficiente para
evitar danos as células hepaticas.

Embora aqui tenha sido observado uma deple¢ao sustentada em todo o periodo dejejum
total de lipideos plasmaticos, a histologia e a ultraestrutura do figado da tildpia do Nilo,
principalmente nos tempos finais do jejum prolongado, mostraram um actimulo delipideos no
orgdo. Em peixes, os elasmobranquios mais primitivos armazenam a maior parte de seus
triglicerideos no figado, enquanto os teledsteos, como O. niloticus, geralmente armazenam
uma propor¢do consideravel de seus lipideos de reserva em um tecido abdominal
especializado (gordura perivisceral) e/ou em adipocitos que se distribuem entre as fibras
musculares (Love, 1980). Durante o estado alimentado, o figadorecebe as gorduras ingeridas e
pode modifica-las (por exemplo, com elongases e dessaturases) e rearranja-las em

lipoproteinas para transporte para outros tecidos. O figado também produz acidos graxos a
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partir de precursores de carboidratos. Além disso,0 6rgao pode ainda receber acidos graxos
livres de outros tecidos e processa-los (Zhou e Nilsson 1999). Em teledsteos, assim como
mamiferos, os estoques de lipideos extra- hepaticos sdo mobilizados durante o jejum até o
figado pela circulagdo, principalmente na forma de acidos graxos nao esterificados e glicerol,
ligados a albumina, para suprir asnecessidades metabdlicas no decurso do jejum (Zammit e
Newsholme 1979). No figado, os acidos graxos advindos dos tecidos de armazenamento
podem ser esterificados novamente em TG para armazenamento na forma de goticulas
lipidicas, serem exportadospor meio de lipoproteinas ou B-oxidados para produgdao de ATP.
Além da lipdlise de TGdas gotas lipidicas (GLs) internalizados para § -oxidagdo, a autofagia
(processo de autodegradagdo lisossomica pouco seletivo e mais importante quantitativamente)
e a lipofagia (Singh et al., 2009) (tipo particular de autofagia de goticulas lipidicas) atuam
tanto para manter o status energético da célula como a homeostase lipidica, suprindo a célula
de substratos para biossintese (lipideos, aminoacidos, acidos nucleicos, etc.) e também nao
permitindo que os lipideos se acumulem no citosol em niveis perigosos paraa célula (Lopez e
Singh, 2015). Dessa forma, se o 6rgdo nao lidar de maneira adequada, regulando de forma
precisa a captagdo e exportagdo de lipideos, lipolise de GL e autofagia/lipofagia, um actimulo
de lipideos pode se estabelecer. O acumulo de lipideos na célula constitui um problema, dado
que o metabolismo oxidativo das células, aumentado pelo excesso de acidos graxos livres no
citosol, ¢ uma fonte continua de espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas pela
reduc¢do univalente de oxigénio molecular, que pode danificar a maioria dos componentes
celulares, especialmente membranas e levar a morte celular (Morales et al., 2004). Neste
estudo, foi observado um acumulo de lipideos nos hepatdcitos, caracterizando esteatose
macrovesicular. A esteatose, como evidenciado aqui pela morfometria, histologia e
ultraestrutura do figado,surgiu de maneira localizada e pouco extensa em alguns animais ja
na primeira semana de jejum e teve um aumento progressivo durante os tempos subsequentes
para os grupos de jejum continuo. Aos 21 e 28 dias de jejum, partes extensas do Orgdo
estavam comprometidas pela difusdo da esteatose, por vezes acompanhada de pontos de
necrose e infiltragdo leucocitdria. De fato, a perda de triglicerideos do figado durante a
inani¢do ndo ¢ um fendmeno universal e alguns animais como os mamiferos mustelideos fueta
(Mustela putorius) e o vison-americano (Neovison vison) exibem uma tendéncia de retengdo
e/ou acumulo de gordura no figado em condigdes de privacdo de nutrientes da dieta
(Nieminen et al., 2009; Rouvinen-Watt et al., 2010). Para O. niloticus, outros autores
identificaram uma tendéncia natural para a espécie de acumular lipidios no figado quando

submetidas a dietas hipercaldricas (Tao et al., 2018; Huang et al., 2018). Embora o
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fornecimento de dietas hipercaloricas para peixes possa resultar em acimulo de lipideos no
figado (Zhang et al., 2015; Jia et al., 2020), o desenvolvimento dessa condicdo para
teledsteos, em fungao da restricdo alimentar ¢ incomum, e foi reportada também para a enguia
americana (Anguilla rostrata) (Moon, 1983).

O aparente paradoxo da acumulacdo de lipideos nos hepatocitos durante a restricdo
alimentar, pode estar relacionado com a autofagia, processo de reciclagem de componentes
celulares para reutilizagdo na célula, importante no jejum. Segundo Nguyene Olzmann, (2017),
a necessidade do aumento da autofagia para atender a demanda metabolica das células durante
a restrigdo alimentar gera, como efeito colateral, um aumento nos acidos graxos livres no
citosol, proveniente de membranas que foram degradadas pela autofagia. Assim, a fim de se
mitigar danos celulares lipotoxicos, a formacao de goticulas lipidicas (GLs) atuaria como um
sumidouro de 4cidos graxos do citosol, evitando seu acumulo e, consequentemente, seus
efeitos deletérios, como oxidacdo de biomoléculas. As GLs sdo organelas neutras de
armazenamento de lipidios que fornecem uma fonte rapida de acidos graxos durante o jejum.
Possuem um nucleo delipidios neutros (triglicerideos e ésteres de colesterol) circundados por
uma monocamadade fosfolipideo que contem proteinas integrais e periféricas (Singh et al.,
2009). Ao mesmo tempo que essas organelas de armazenamento tém sua formagdo acelerada
pela autofagia, GLs podem também ser degradas pela autofagia o que revela um papel
complexo do processo autofagico na homeostase lipidica, especialmente durante o jejum
(Ogasawara et al., 2020). Contudo, o acumulo de GLs pode causar esteatose. Assim, até certo
ponto, o acumulo de lipideos em GLs parece ter uma agdo protetora contra a hepatotoxicidade
mediada por excesso de acidos graxos livres (Nguyen e. Olzmann, 2017). Ao ultrapassar
um limiar seguro, entretanto, efeito inverso se estabelece e as GLs passam a ser fonte de
lipotoxicidade, caracterizando a esteatose e eventualmente a esteato-hepatite (Day, 1998;
Martinez-Lopez e Singh, 2015). Deste modo, as evidencias recentes da literatura (Alves-
Bezerra e Cohen, 2018) sugerem que os hepatdcitos devemser capazes de manter um balango
entre o influxo, utilizacdo e exportacao de lipideos demodo a garantir a homeostase lipidica.
Assim, se um ou mais desses processos se encontrar desregulado, pode ocorrer acimulo de
lipideos em um nivel toxico. Trés formasda célula controlar a quantidade e tamanho das GLs
sdao a conversdao dos TG nela armazenados novamente em acidos graxos no citosol pela agao
de lipases, pela autofagia que pode degradar GLs pela via lisossomal junto de outros
componentes celulares ou pelalipofagia, um tipo de autofagia especifica de GLs (Zechner et
al., 2017). No citosol, os acidos graxos livres provenientes desses processos, se somam

aqueles vindos da circulacao e também daqueles formados pela lipogénese de novo e devem
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ser oxidados nos peroxissomos ou nas mitocondrias, serem rearranjados na forma de TG para
compornovamente GLs ou empacotados em lipoproteinas para exportagdo. Durante o jejum, a
fonte mais provavel de lipideos para os hepatdcitos deve ser pela captacao de acidos graxos
livres provenientes de tecidos extra-hepaticos de armazenamento, como a gorduraperivisceral
(Alves-Bezerra e Cohen, 2018). Nesse caso, se a exportacdo de lipoproteinasnao ocorrer de
maneira eficiente, esses acidos graxos podem se acumular nessas células. Assim, o
processamento de acidos graxos e ésteres de colesterol em lipoproteinas e sua exportagdo para
a circulagdo, sdo importantes tanto para impedir o acimulo de lipideos no citosol como para
suprir tecidos extra-hepaticos com lipideos para manuten¢do da produc¢do de ATP no estado
de crise energética. Em humanos, embora varios fatores possam levar a esteatose hepatica, os
acidos graxos circulantes sdo a principal fonte de lipidios hepaticos na doenca hepatica
gordurosa ndo alcoolica (Donnelly et al., 2005).

A ocorréncia e intensidade da autofagia nos grupos submetidos ao jejum continuo
deste estudo mostrou aumento aparente no inicio do jejum. Um acréscimo do fluxo autofagico
¢ esperado nesse contexto. Entretanto, nos tempos finais de jejum continuo (21 e 28 dias), as
proteinas autofagicas quantificadas exibiram valores significativamente menores em relagao
ao grupo controle, o que indica que a autofagia, neste caso, foi suprimida no final do jejum. E
provavel que a queda no fluxo autofagico tenha ocorrido em fungdo do acimulo de lipideos,
condi¢do associada a supressdo da autofagia (Wang, 2015). Com a autofagia e lipofagia
suprimidas, a degradagdo das GLs pode ter sido comprometida favorecendo o acumulo
excessivo dos lipideos e o estabelecimento da esteatose. Entretanto, os mecanismos
envolvidos no desenvolvimentoda esteatose no jejum prolongado para O. niloticus precisam
ser melhor investigados.

Nossa hipotese para o acumulo de lipideos observado no figado de O. niloticus,
envolve uma resposta inata insuficiente para manter a homeostase lipidica no 6rgdo, dadoque
O. niloticus ¢ um animal onivoro, de intestino alongado (Smith et al., 2000) com
predominancia de fitoplancton na composicao de sua dieta. Essas caracteristicas sugeremque a
espécie estd continuamente absorvendo nutrientes pela via enteral, e ndo passa poreventos de
jejum prolongados na natureza, razdo pela qual, possivelmente, ndo conta com mecanismos
eficientes para lidar com periodos longos de jejum. Assim, a criagdo de O. niloticus em
ambientes confinados e com filtragdo constante da agua, similares as condigdes do
experimento aqui executado, ndo favorece a proliferagdo de fitoplancton e o animal passa a
contar, essencialmente, com o alimento fornecido. Se esta fonte também estiver ausente, as

reservas endogenas de nutrientes serdo utilizadas para fornecimento deenergia. Até 7 dias de
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jejum, alteragdes significativas na morfologia e fisiologia hepatica estdo ausentes e as
deplecdes de reservas energéticas, retornam a niveis similares ao grupo controle por meio da
realimentacdo por 7 dias. Os resultados encontrados aqui, principalmente o aumento
progressivo da esteatose ¢ aumento do dano lipotoxico seguido da apoptose mais frequente
(reagdo para Bax) indicam uma dificuldade de O. noloticus em lidar com o jejum total acima
de 21 dias, com desregulacdo da homeostase lipidica evidente. O aumento da apoptose nos
tempos finais do jejum estd possivelmente relacionado com o agravamento da esteatose e
dano lipotéxico, como evidenciado pelo valores significativamente mais altos de
malonaldeido (MDA). De fato, a peroxida¢ao lipidica desempenha um papel importante na
apoptose, uma vez que seus produtos, incluindo MDA, interagem com receptores de
membrana e fatores indutores/ repressores de transcri¢do e podem estimular a ativacao das
vias intrinseca e extrinseca da apoptose (Su ef al., 2019). O aumento observado neste estudo
da proteina promotora da morte celular apoptotica intrinseca Bax, revela que nos tempos
finais de jejum (21 e 28 dias) a desregulagdo no metabolismo de lipideos no figado da tilapia
do Nilo ocasionou morte apoptdtica no parénquima hepatico. A andlise de laminas
histologicas dos grupos 21 e 28dias de jejum total, também mostrou areas de necrose pontuais
no tecido hepatico, em consonancia com a elevagdo de transaminases hepaticas para estes
mesmos grupos. Esta alteragdo, provavelmente, ocorreu como consequéncia do dano
lipotoxico gerado pelo acumulo de lipideos e possivelmente representa a evolucdo da

esteatose para esteato- hepatite nesses animais.

6 — CONCLUSOES

- O. niloticus pode tolerar aproximadamente 7 dias de jejum sem alteragdes relevantes na
fisiologia do figado, e as reservas de glicogénio hepatico e lipideos sdo utilizadas para

sustentar o metabolismo basal.

- A restrigao alimentar por 7 dias, seguido por igual periodo de realimentagdo pode recuperar
a maioria dos parametros alterados pelo jejum, e dois ciclos de jejum/realimentagdo, parecem

ser suficientes para evitar danos hepaticos e manter a homeostase tecidual.

- Periodos prolongados de jejum (21 dias ou mais) causam perda da homeostase lipidica no
figado, com estabelecimento de esteatose macrovesicular, causando dano lipotoxico e

diminuicdo da autofagia, que levam a aumento da apoptose, além de necrose e inflamacaodo
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parénquima hepético.

7 — PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da esteatose no jejum prolongado para O.
niloticius precisam ser melhor investigados. Algumas das perguntas a serem respondidas sao:
se nos tempos finais do jejum aqui avaliados, a peroxidacao lipidica estd aumentada, como esta
a expressao de enzimas antioxidantes nos hepatdcitos de O. niloticus sobre jejum prolongado?
A inducdo da autofagia por meio de farmacos, comoa metformina, teria a capacidade de
contribuir para o reestabelecimento da homeostase lipidica nos tempos finais de jejum? Qual a
participacdo da lipofagia no decurso do acumulo de lipideos aqui observado? Quais sdo as
vias comuns e distintas do surgimentode esteatose para O. niloticus na dieta hipercalorica e no
jejum prolongado? Em comparagdo com outras espécies de teledsteos que mantem a
homeostase lipidica no jejum, quais mecanismos genéticos € comportamentais poderiam estar
relacionados comesta resposta incomum ao jejum para O. niloticus? De que forma os estudos
da dindmica de lipideos no figado de O. niloticus pode colaborar com a producdo comercial
da espécie? Dado a facilidade de acumular lipideos no figado tanto quando submetida a dietas
hipercaldricas como no jejum, O. niloticus poderia ser util para a pesquisa em desordem
metabolicas que envolvem actimulo de lipideos no figado, como na doenga hepética nao

alcodlica gordurosa?
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