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Resumo

Periodos de restricdo alimentar sdo comuns em peixes. Nessa condi¢do, ocorre a degradacao
do tecido muscular e a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), danosas aos seres
vivos. Nesse sentido, a adicdo de antioxidantes como o acido ascérbico (AA) na alimentacao,
pode resultar na neutralizacdo e prevencdo dos danos ocasionados pelas ROS. O objetivo
desse trabalho foi avaliar os impactos da suplementacdo de AA, in vivo e in vitro, no masculo
esquelético de pacus durante a realimentacdo. Pacus juvenis foram divididos nos grupos:
Control (C; alimentacdo continua - 200 mg/kg de AA), Fasting (F; 15 dias de jejum) e trés
grupos realimentados por 30 dias ap6s o jejum: Low (L-AA; 100 mg/kg de AA), Balanced
(B-AA; 200 mg/kg de AA) e High supplementation (H-AA; 400 mg/kg de AA). Amostras
musculares foram coletadas apds jejum (15 dias) e realimentacdo (6 horas, 15 e 30 dias).
Fibras musculares foram mensuradas e separadas em classes de acordo com seu didmetro;
analises bioquimicas foram realizadas para avaliar a atividade de enzimas antioxidantes. A
expressdo de genes envolvidos nas vias de anabolismo (igfl, igfbp5, mtor, rragc e rps6kbla),
catabolismo (mafbx, murfla, murflb e fbxo25), miogénese (myod, myog e pax7) e
metabolismo oxidativo (pgcla e sdha) foram avaliadas por RT-gPCR. Além disso, analises in
vitro foram realizadas para comprovar o efeito direto desse protocolo em células musculares.
Apds o periodo de jejum, ocorreu a diminui¢cdo no diametro das fibras e na expressdo de
genes anabdlicos, além de aumento na expressdo de genes catabdlicos no grupo F. Ap6s um
curto periodo de realimentacdo (6 horas), houve um aumento na expressdo de genes
anabdlicos e miogénicos no grupo H-AA. Aos 15 dias, observou-se uma diminuicéo geral na
expressdo dos genes no grupo L-AA, além de uma recuperacdo no didmetro das fibras e
aumento na expressdao dos genes miogénicos no grupo H-AA. Ao final do periodo de
realimentacdo, apenas o grupo H-AA apresentou recuperacao no diametro das maiores fibras,
além de aumento na expressdao de genes relacionados a miogénese e metabolismo oxidativo.
A suplementagdo de AA promoveu diminui¢do na atividade da enzima antioxidante catalase
ao longo do periodo experimental nesse mesmo grupo. Nossos dados indicam que a baixa
suplementacdo de AA impactou negativamente na recuperacdo do metabolismo muscular,
enguanto a maior suplementacdo auxiliou no rapido estabelecimento de condicdes benéficas
ao crescimento, possivelmente, atenuando os efeitos do jejum e mantendo um microambiente
favorével a produgdo energética. Ainda, nossos resultados in vitro indicam um efeito direto do
AA em células musculares. Esses resultados podem representar uma estratégia nos sistemas
de aquicultura, promovendo uma rapida recuperacdo muscular ap6s situacfes de jejum em

peixes.



Abstract

Fasting periods commonly occur throughout the fish’s life. During this condition, there is an
increase in muscle degradation and reactive oxygen species (ROS) production, which can
cause cell disturbances. Antioxidants, such as ascorbic acid (AA), can neutralize and prevent
ROS’s damage. Thus, we aimed to evaluate the AA supplementation impacts, in vivo and in
vitro in the skeletal muscle of pacu during refeeding. Pacu juvenile were grouped in Control
(C; continuous feeding - 200 mg/kg of AA), Fasting (F; 15 days of fasting) and three
refeeding groups after fasting: Low (L-AA; 100 mg/kg of AA), Balanced (B-AA; 200 mg/kg
of AA) and High-supplementation (H-AA; 400 mg/kg of AA). Muscle samples were collected
after fasting (15 days) and refeeding (6 hours, 15 and 30 days). Muscle fibers were measured
and grouped in diameter classes. Biochemistry analyses were performed to evaluate
antioxidant enzymes activity. Genes related to anabolism (igfl, igfbp5, mtor, rragc and
rpsékbla), catabolism (mafbx, murfla, murflb and fbxo25), myogenesis (myod, myog and
pax7) and oxidative metabolism (pgcla and sdha) were analyzed by RT-gPCR. Besides, in
vitro analyzes were performed to evaluate the direct AA effect’s in muscle cells. After fasting,
a decrease in fiber diameter and anabolic genes expression, besides an increase in catabolic
genes was observed in F group. In the first moment after refeeding (6 hours), the anabolic and
myogenic genes expression increased in the H-AA. After 15 days, the L-AA group presented
a general decrease in gene expression, while the H-AA had an increase in myogenic genes
expression and recovered fiber diameter. After 30 days, the H-AA presented an increase in the
expression of genes related to myogenesis and oxidative metabolism combined with a
recovery in fiber diameters. Besides, the AA supplementation promoted a decrease in catalase
activity through time in this same group. Our data indicate that the low AA level may have
impaired muscle metabolism resumption, while the higher supplementation may have
contributed to a faster recovery of muscle growth, possibly providing a beneficial
microenvironment for energetic production. Moreover, our in vitro results indicate a possible
direct AA effect on muscle cells. These findings may present a strategy to minimize the loss

of aquaculture profits, promoting faster muscle recovery after fasting and stressful situations.
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1. Introducéo
1.1. Mdsculo estriado esquelético em peixes

A producéo no setor da aquicultura vem aumentando globalmente, passando de 68,5
bilhdes para 148,6 bilhdes de ddlares no periodo de 2000 a 2015. Somente na América do Sul,
aproximadamente 12 milhGes de dolares foram gerados nesse setor durante esse mesmo
periodo, sendo Chile, Brasil e Equador os paises responsaveis por aproximadamente 77% da
producdo nessa regido (FAO, 2017). No Brasil, a producdo dos peixes redondos (pacu,
tambaqui, pirapitinga e dos hibridos patinga, tambacu e tambatinga) corresponde a
aproximadamente 30% da producdo nacional de peixes no setor da aquicultura (IBGE, 2018).
Dentre as espécies neotropicais, 0 pacu possui caracteristicas desejaveis para a aquicultura
intensiva, como rapido crescimento e boa adaptacdo a diferentes tipos de alimentacédo
(URBINATI; GONCALVES, 2005; VOLKOFF et al., 2017). Ainda, dentre as trinta espécies
mais cultivadas na América do Sul, o pacu (Piaractus mesopotamicus) ocupa a 142 posicao
nesse ranking (FAO, 2017).

Além de apresentarem contribuicdes no setor alimenticio e econdmico, a organizacdo
e fisiologia do musculo esquelético dos peixes apresenta vantagens na compreensdo dos
processos de crescimento e manutencdo desse tecido. Nesses animais, 0 musculo estriado
esquelético constitui a maior parte da massa corporal, representando de 40 a 75% do peso
total. A alta proporgéo do tecido muscular é vantajosa nos ambientes aquéaticos, uma vez que
devido a densidade do meio, uma maior demanda energética € necessaria para realizacao de
movimentos rapidos e de locomocdo (BONE, 1978). A organizacédo do tecido muscular nesses
animais se da a partir de estruturas morfofuncionais idénticas, os miémeros, separados entre si
por camadas de tecido conjuntivo denominadas de miosseptos. A disposi¢do dos midmeros e
miosseptos na maior parte dos peixes se apresenta em um aspecto caracteristico, lembrando a
forma de “W” (Fig. 1A). A presenca dos miosseptos na musculatura dos peixes contribui para
a transmissdo da forca de contracdo, resultando na realizacdo dos movimentos ondulatérios
(revisado por SANGER; STOIBER, 2001). Ainda, o tecido conjuntivo no musculo
esquelético pode ser subdividido em perimisio, envolvendo um conjunto de feixes de fibras
musculares e endomisio, que envolve cada fibra muscular (Fig. 1B).

Diferente do que ocorre nos mamiferos, nos peixes o tecido muscular esta distribuido
em trés compartimentos bem delimitados. Os compartimentos das musculaturas branca,
intermediaria e vermelha possuem caracteristicas metabdlicas distintas e sdo recrutados frente
a estimulos diferentes (JOHNSTON; DAVISON; GOLDSPINK, 1977; revisado por
SANGER; STOIBER, 2001). A coloragdo dos trés compartimentos musculares reflete a
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vascularizagdo nessas regides. A musculatura vermelha, também denominada de
compartimento “slow”, constitui de 10 a 30% da musculatura esquelética, possui um alto
suprimento sanguineo, uma grande quantidade de mitocondrias e um metabolismo
predominantemente oxidativo, sendo recrutada durante a locomogdo continua e de baixa
velocidade, como a migracdo. As fibras da musculatura branca, também denominada de
compartimento ““fast”, constituem aproximadamente 70% da musculatura esquelética,
possuem maiores diametros em comparacdo as fibras vermelhas, menor quantidade de
mitocondrias, baixo suprimento sanguineo e um metabolismo predominantemente glicolitico,
sendo recrutadas na realizagdo de movimentos rapidos, como a fuga de predadores e a captura
de alimentos. As fibras intermediarias se localizam entre os compartimentos branco e
vermelho e apresentam caracteristicas heterogéneas como contracdo rapida e capacidade de
realizacdo de metabolismo oxidativo e glicolitico (JOHNSTON; DAVISON; GOLDSPINK,
1977; SANGER; STOIBER, 2001).

Fig. 1. Organizacdo do tecido muscular esquelético em peixes. (A) Conjunto de fibras
musculares se organizam em midmeros intercalados por miosseptos de tecido conjuntivo.
Adaptado de JOHNSTON, 2001. (B) Cortes histoldgicos do musculo esquelético de pacu
(Piaractus mesopotamicus) indicando as regides de tecido conjuntivo. Perimisio (PE)
circundando feixes de fibras musculares entre as musculaturas vermelha, “slow” (SM) e
branca, “fast” (FM) e endomisio (EN) envolvendo cada fibra muscular. Coloragdo por

Picrosirius-Red. Aumento de 20x. Escala: 100 um. Imagens de autoria propria.

1.2. Miogénese em peixes
A formacédo do tecido muscular, processo denominado miogénese, ocorre nas fases
iniciais da embriogénese nos organismos, apresentando caracteristicas conservadas entre

peixes e mamiferos. No entanto, fatores como o estagio de especificacdo e destino das células
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musculares e a producdo de novos miotubos ao longo da vida, difere entre esses grupos
animais (JOHNSTON, 2006). A musculatura axial é o tecido mais abundante nos peixes,
auxiliando na locomocéo e realizacdo dos movimentos ondulatérios (revisado por KEENAN;
CURRIE, 2019). Nesse sentido, as discussdes relativas aos processos miogénicos nesse topico
serdo referentes a miogénese da musculatura axial, com as particularidades encontradas nos
peixes.

De uma maneira geral, nos teleGsteos, o processo de miogénese ocorre a partir da
segmentacdo em uma orientacao anteroposterior da mesoderme paraxial em blocos de células
denominadas somitos. Os somitos passam por um segundo processo de divisdo, definidos em
escler6tomo e miétomo. As células presentes no miétomo apresentam comprometimento com
a linhagem miogénica, passando a expressar fatores de regulacdo miogénica e componentes
estruturais das celulas musculares (CURRIE; INGHAM, 2001; KEENAN; CURRIE, 2019).
O comprometimento miogénico ja nas fases iniciais do desenvolvimento representa uma
carateristica vantajosa aos peixes, cuja fertilizacdo ocorre no ambiente externo, permitindo a
fuga de predadores o mais cedo possivel e garantindo a sobrevivéncia da prole (CURRIE;
INGHAM, 2001).

Adjacentes a notocorda, células denominadas adaxiais, sofrem influéncia de fatores
derivados da notocorda, como hedgehog, que induzem a repressdo de genes das fibras
glicoliticas, determinando o fen6tipo oxidativo dessas células (Fig. 2A) (BLAGDEN et al.,
1997; KEENAN; CURRIE, 2019). Nos peixes, a separacdo dos compartimentos das
musculaturas branca e vermelha ocorre ja nas fases iniciais de desenvolvimento. As células
adaxiais migram da regido adjacente a notocorda para a regido superficial do embrido, se
diferenciando posteriormente em fibras oxidativas e dando origem a musculatura vermelha.
Células denominadas pré-somiticas laterais permanecem na regido interna do miétomo se
diferenciando em fibras glicoliticas e originando o compartimento da musculatura branca,
apos a migracao das células adaxiais (DEVOTO et al., 1996) (Fig.2B,C). Contrariamente, nos
mamiferos a determinacdo dessas células ocorre sem delimitagcdes, por todo o midtomo,
resultando na presenca de fibras com caracteristicas metabdlicas distintas ao longo do mesmo

grupo de musculos nesses animais (revisado por CURRIE; INGHAM, 2001).
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Fig. 2. Miogénese embriondria e compartimentalizacdo da musculatura em peixes. (A)
Esquema de corte transversal de zebrafish (Danio rerio). Destaque para as células adaxiais
adjacentes a notocorda (N) e células pré-somiticas laterais. (B) Migracdo das células adaxiais
para a regido superficial originando as células precursoras da musculatura “slow”. Células
precursoras da musculatura “fast” permanecem no interior do miétomo. Células precursoras
miogénicas (MPCs) contribuirdo para os processos de crescimento. Adaptado de DU et al.,
1997. (C) Corte transversal destacando células adaxiais (marcacdo para miosina de cadeia
pesada em verde; anticorpo F59) apds a migracao, localizadas na superficie do embrido de
zebrafish. (D) Separagdo das células correspondentes as musculaturas “slow” em regides
superficiais (marcagdo para miosina “slow” em verde; anticorpo S58) e “fast” em regiodes
profundas (marcagdo para miosina “fast” e intermediaria em vermelho; anticorpo 12/101).
Adaptado de DEVOTO et al., 1996.

As células ndo adaxiais presentes nos somitos se diferenciam e formam
compartimentos distintos, entre eles uma camada externa de células (ECL, do inglés external
cell layer), semelhantes ao dermomidtomo nos mamiferos. Diferente do que ocorre nesses
organismos, em peixes, essa estrutura pode participar de processos de crescimento durante a
miogénese secundaria ao longo da vida dos teledsteos (KEENAN; CURRIE, 2019). A
miogénese secundaria € um processo no qual os organismos passam por um rapido aumento

corporal, retendo as mesmas caracteristicas da miogénese primaria, 0 que permite que esses
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animais apresentem um padrdo de crescimento indeterminado nas fases poOs-embrionérias
(KEENAN; CURRIE, 2019).

Células denominadas satélites, ou celulas precursoras miogénicas (MPCs, do inglés,
myogenic precursor cells) sdo responsaveis pelo crescimento muscular nas etapas de
miogénese secundaria (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011; KEENAN; CURRIE,
2019). Essas celulas recebem essa denominacdo devido sua localizagdo na periferia da fibra
muscular, podendo apresentar uma alta capacidade de auto renovacdo, sendo mantidas ao
longo da vida e contribuindo para processos de regeneracdo e crescimento. A atividade das
MPCs sofre o controle de fatores de regulacdo da familia Pax, pax3 e pax7, como descrito
para mamiferos e peixes. A superexpressdo de Pax3 em mamiferos tem sido relacionada a
regulacdo de genes pertencentes a diferentes etapas do processo de miogénese e manutengdo
do pool de células satélites nos embrides (BUCKINGHAM; RIGBY, 2014). Enguanto nesses
animais esse fator de transcricdo diminui sua expressdo quando um segundo fator,
denominado Pax7, passa a ser dominante (BUCKINGHAM; RIGBY, 2014), em peixes,
acredita-se que o controle das etapas de miogénese e a capacidade de formar novas fibras
musculares nos estagios pds-natal, tem forte influéncia da expressdo de pax3, garantindo
maiores taxas proliferativas e manutencdo das caracteristica embrionaria nessas células
(FROEHLICH et al.,, 2013a, 2013b). Além disso, como caracterizado em mamiferos, a
expressdo de Pax7 confere uma marcacdo para o estado quiescente das células satélites
(SEALE et al., 2000), possivelmente através da ativacdo de fatores que promovem a
regulacdo negativa dos processos que iniciam os estagios de proliferacdo e diferenciacdo das
células miogénicas (revisado po BUCKINGHAM; RIGBY, 2014).

A partir de estimulos de crescimento, ocorre a downregulacdo de pax7 e de outros
reguladores que mantém as MPCs em seu estado quiescente. O processo de miogénese € entdo
orquestrado pela expressao de diferentes fatores, entre eles os fatores de regulacdo miogénica
(do inglés, myogenic regulatory factors, MRFs) que exercem um papel crucial na proliferacdo
e diferenciacdo das células musculares. Os MRFs compartilham um dominio altamente
conservado, conhecido como “basic helix-loop-helix” (bHLH) e reconhecem, através de seu
dominio basico, uma sequéncia consenso no DNA, denominada E-box, presente na regido
promotora dos genes musculo-especificos (MURRE et al., 1989; WATABE, 2001). O
dominio bHLH dos MRFs é o sitio de ligacdo dessas moléculas a proteinas amplamente
expressas denominadas de proteinas E, como as E-12 e E-47. A unido dos MRFs as proteinas
E, forma heterodimeros. A ligacdo do heterodimero MRF-proteina-E ou de homodimeros de

MRFs as sequéncias E-box ativa a transcricdo de genes musculo-especificos, levando a sua
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expressdo (MURRE et al., 1989). Durante a miogénese e crescimento muscular, as MPCs séo
ativadas e os MRFs primarios, myod e myf5, determinam a proliferacdo dos mioblastos,
enguanto a expressdo dos MRFs secundarios, miogenina e mrf4, regulam a sua diferenciacdo
e fusdo em miotubos, eventos que contribuem para hiperplasia e hipertrofia muscular em
peixes (Fig.3) (WATABE, 1999, 2001). As diferengas durante as etapas de miogénese entre
peixes e mamiferos impacta nos processos de crescimento pds-embrionario nesses animais,

processos que serdo discutidos nos topicos seguintes.

Satellite cell Q

—»g—» 0

Pax7 MyoD MyoD.
Pax3 Myf5 Myogenin
(Myf5) Pax3/7 MRF4
Quiescence Activation Differentiation

Fig. 3. Representacao esquematica do processo de miogénese. Fatores de transcricdo, Pax3 e
Pax7, mantém as células satélites (ou MPCs) em seu estado quiescente. Apds a entrada no
ciclo celular, fatores de regulagdo miogénica (MRFs) priméarios, Myod e Myf5, regulam a
proliferacdo dos mioblastos. MRFs secundarios, Myog e Mrf4 controlam os processos de
diferenciacéo e fusdo dos mioblastos em miotubos. Adaptado de BUCKINGHAM; RIGBY,
2014.

1.3. Crescimento muscular pds-embrionario

O crescimento muscular pés-embrionario pode ocorrer a partir da formacao de novas
fibras musculares, processo denominado hiperplasia, e/ou pelo aumento do didametro das
fibras pré-existentes, processo denominado hipertrofia. Durante os estagios larvais e
embriogénicos finais, ocorre a primeira fase de formacdo de novas fibras musculares a partir
de uma camada germinal superficial, processo denominado hiperplasia estratificada. Essa
primeira etapa, reflete uma continuacdo da miogénese embrionaria, completando a formacéo
dos compartimentos musculares iniciados nos estagios anteriores. Nesse periodo, a formacéo
de novas fibras ocorre de forma orientada a partir da camada germinativa para regides mais
profundas do miétomo (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001). Em peixes que atingem um
grande tamanho final, ocorre uma segunda etapa hiperplasica denominada hiperplasia em

mosaico. A denominacdo desse processo se da em referéncia a morfologia observada nos
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cortes histolégicos da musculatura desses animais, com fibras musculares maiores
intermediadas por fibras menores, dando a carateristica de um mosaico de fibras musculares
de diferentes diametros. A partir desse processo, 0 crescimento muscular ocorre ao longo de
todo o miétomo, sendo intensificado principalmente nas fases juvenis de desenvolvimento
(ROWLERSON; VEGGETTI, 2001). Além dos processos hiperpléasicos de crescimento
muscular, a hipertrofia de fibras pré-existentes também contribui para que 0s peixes possam
atingir um grande tamanho final. O aumento no didmetro das fibras ocorre ao longo de toda a
vida, atingindo tamanhos entre 100 — 300 um na musculatura branca. A adi¢cdo de novos
nucleos a partir da ativacdo e proliferacdo das MPCs, permite que as fibras crescam mantendo
uma proporg¢do nucleo/citoplasma equilibrada, sem alterar a funcionalidade e equilibrio do
tecido (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001).

1.3.1 Controle molecular do crescimento muscular

Além dos fatores de regulacdo miogénica e da atividade das MPCs, o fendtipo
muscular sofre controle direto do balango entre as vias de sintese e degradacao proteica (Fig.
4). Fatores de crescimento, como o IGF1 (do inglés, insulin like growth factor 1), tém sido
descritos como 0s principais componentes envolvidos nas vias de crescimento muscular,
como observado em mamiferos (SCHIAFFINO et al., 2013). A interacdo do IGF1 e seu
receptor leva ao estimulo da sintese proteica através da ativacdo da enzima PI3K (do inglés,
phosphatidyl-inositol-3 kinase), que promove um sitio de ligacdo a membrana celular para
outra enzima tirosina quinase, a AKT (do inglés, Akt serine-threonine kinase). Quando ativa,
essa enzima leva a fosforilagdo de mTOR (do inglés, mammalian target of rapamycin) que
atua estimulando a sintese proteica atraves da ativacdo da proteina p70S6K (GLASS, 2005;
SCHIAFFINO et al., 2013). Outros constituintes do sistema IGF também participam das
respostas aos estimulos anabolicos, como os receptores de IGF e uma classe de proteinas
ligantes ao IGF, denominadas IGFBPs (do inglés Igf-binding proteins). Em mamiferos, as
IGFBPs tem sido descritas como moduladoras da atividade de IGF, atuando no transporte,
meia-vida e disponibilidade dessa molécula em diferentes tecidos. Além disso, essas
moléculas podem inibir ou potencializar a atividade de IGF dependendo do tecido e do
contexto experimental (revisado por DUAN; REN; GAO, 2010). Em células musculares lisas,
por exemplo, a adigdo de IGFBP-2 e -4 resultou na inibi¢do da atividade de IGF, enquanto a
adicdo de IGFBP-5 potencializou o efeito mitogénico dessa molécula (revisado por DUAN;
REN; GAO, 2010). Acredita-se que esse ligante, o IGBP-5, também atue estimulando os

processos anabolicos através da interacdo com a matriz extracelular, podendo concentrar
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IGF1 proximo ao seu sitio de ligacdo, aumentando as possibilidades de interacdo ligante-
receptor e potencializando as acdes desse fator de crescimento (JONES et al., 1993). O
aumento na expressdo de igfbp5 concomitante ao aumento na atividade de fatores anabolicos
como Igfl e Mtor foi encontrado em células musculares de salmédo do Atlantico submetidas a
restricdo e posterior suplementacdo de aminoacidos (BOWER; JOHNSTON, 2010a). Essa
correlacdo entre igfl e igfbp5 também foi observada apds a realimentacdo em salmédo do
Atlantico (BOWER; JOHNSTON, 2010b), truta arco-iris (GABILLARD; KAMANGAR,;
MONTSERRAT, 2006) e Paralichthys adspersus (FUENTES et al., 2015), reforcando o
carater anabolico desse ligante.

A atividade de Igfl também sofre influéncia de fatores extrinsecos aos animais. A
presenca de aminoacidos e fatores de crescimento em experimentos in vivo e in vitro tem sido
descritos como indutores da expressdo de igfl no masculo esquelético de peixes, podendo
estimular a sintese proteica (FUENTES et al., 2013a). A proteina MTOR, um dos
componentes downstream da via IGF, atua como um sensor desses fatores no ambiente
celular. Essa proteina participa da formacao de dois complexos denominados MTORC1 e
MTORC2. O complexo MTORCL1 tem sido descrito como um dos principais efetores dos
processos de sintese proteica em diferentes modelos animais, podendo ser estimulado de
diferentes formas. Essa ativacdo pode ocorrer diretamente via IGF1, por amino&cidos a partir
da sinalizagdo de proteinas RAGs e através das razdes de ATP/ADP ou glicose no ambiente
celular (revisado por BOND, 2016). O aumento na expressao e/ou atividade de Mtor durante
0 crescimento muscular tém sido observado frente a diferentes estimulos anabdlicos, como
apos a realimentacdo em Paralichthys adspersus (FUENTES et al., 2013b) e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (SEILIEZ et al., 2008), ap6s a adicdo do aminoacido triptofano em
meio de cultura de células musculares C2C12 (DUKES et al., 2015) e na presenca de
aminodacidos e Igfl em células musculares de Sparus aurata (VELEZ et al., 2014). Ainda,
uma diminuigao de sua expressao e atividade tem sido relacionada ao aumento da atividade de
componentes de vias catabdlicas e processos atroficos em Paralichthys adspersus induzidos
ao estresse cronico (VALENZUELA et al., 2017) e em células musculares isoladas de truta
arco-iris (SEILIEZ et al., 2013).

Como citado anteriormente, além de atuar na sintese proteica, 0s componentes da via
Igfl podem inibir as vias de catabolismo. A quinase AKT, por exemplo, pode atuar
desestimulando a degradacdo muscular impedindo a desfosforilagdo de Foxo (fator
transcricional da familia Forkhead box O), fator fortemente relacionado a degradacéo proteica
(revisado por BONALDO; SANDRI, 2013; JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011).
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Em peixes, o processo de catabolismo proteico pode ocorrer devido a acdo de diversos
fatores, resultando na perda de massa muscular (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN,
2011). Quando nédo héa estimulos para a ativacdo de AKT, Foxo pode entdo ser desfosforilado
e translocado para o ndcleo, onde estimula a transcricdo de Murf (do inglés, muscle ring
finger protein) e Mafbx (do inglés, muscle atrophy f-box ou atrogin-1), atrogenes
classificados como E3 ubiquitina-ligases que participam do sistema ubiquitina-proteassoma,
um dos principais efetores da degradacdo no tecido muscular (BONALDO; SANDRI, 2013;
GLASS, 2005; GOMES et al.,, 2001; WITT et al.,, 2005). Nesse sistema, a degradacdo
proteica se inicia com a ativacdo de proteinas ubiquitinas por enzimas E1, a partir da clivagem
de ATP. As ubiquitinas sdo entdo ligadas as enzimas E2, que se acoplam as enzimas E3. Por
fim, as enzimas E3 transferem as ubiquitinas das enzimas E2 aos substratos, que serdo
degradados no proteassoma. A atividade desse sistema €& importante tanto em situacGes
patolégicas quanto em situagdes normais para a renovacdo de proteinas sarcoméricas
(revisado por BONALDO; SANDRI, 2013).
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B-adrenergic TWEAK TNFa Myostatin
. . ‘.“.-
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l NFxB
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Fig. 4. Componentes das vias de sinalizacdo que orquestram o fen6tipo muscular. As vias de
anabolismo (vermelho) resultam na sintese proteica, enquanto as vias de catabolismo
(amarelo) levam a degradagdo muscular. Adaptado de BONALDO; SANDRI, 2013.
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A atuacdo dos atrogenes murf e mafbx na degradacdo muscular tem sido descrita em
peixes em diferentes situacBes. Periodos de restricdo alimentar promoveram um aumento na
expressao desses fatores no tecido muscular de salmao do Atlantico (Salmo salar) (TACCHI
et al., 2010), com uma posterior diminuicdo em resposta a uma Unica ingestdo alimentar
(VALENTE et al., 2012) ou a alimentacdo continua (BOWER; JOHNSTON, 2010c). O
aumento na atividade desses atrogenes em situagdes de jejum tambeém foi observado em truta
arco-iris (CLEVELAND et al., 2009) e pacus juvenis (MARECO et al., 2015; PAULA et al.,
2017). Situacdes que desencadeiam respostas de estresse fisioldgico, como a administracdo de
cortisol e a manipulacdo dos animais, também levaram a um aumento na expressao desses
atrogenes em células musculares de Genypterus chilensis, tanto in vivo quanto in vitro
(AEDO et al., 2015). Ainda, a atuacdo desses fatores e sua importancia na remodelacao
muscular frente ao exercicio fisico foi descrita em Sparus aurata (VELEZ et al., 2017). Nesse
sentido, o balango entre as vias de anabolismo e catabolismo frente as condi¢cdes ambientais

contribuem diretamente para a manutencgdo do tecido muscular.

1.4. Restricéo alimentar

Em adicéo ao controle molecular dos processos de anabolismo e catabolismo, fatores
extrinsecos aos organismos também impactam no fendtipo e manutencéo do tecido muscular.
Ao longo da vida, os peixes passam por periodos de flutuacdes sazonais na disponibilidade de
alimentos e temperatura do ambiente. A interpretacéo e integracao desses sinais externos pelo
sistema nervoso leva a alteracdes enddcrinas e cardiovasculares que podem levar a alteracGes
do fenétipo muscular. Além disso, esses animais possuem um menor controle do seu
ambiente interno, sendo mais suscetiveis as varia¢cdes do ambiente (JOHNSTON, 2006). A
habilidade de se adaptar as flutuacdes das condi¢Ges ambientais, seja por uma mudanca
comportamental ou pela plasticidade do tecido muscular, confere vantagens a sobrevivéncia
desses animais frente a adversidades (JOHNSTON, 2006).

Periodos de restricdo de nutrientes sdo comuns em diferentes estagios da vida dos
peixes, como durante os meses de inverno, nos quais a disponibilidade de alimentos e apetite
dos animais diminuem, ou ainda durante periodos de migragédo e reproducdo (NAVARRO;
GUTIERREZ, 1995). Nessas situacdes, as reservas energéticas podem ser mobilizadas a partir
do figado e tecidos adiposo e muscular, dependendo da espécie analisada e periodo de
desenvolvimento. Acredita-se que, de um modo geral, os lipideos sdo utilizados logo nos

estagios iniciais de jejum, sendo seguidos pelos carboidratos e proteinas. Ainda que as
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reservas de gordura e glicogénio no tecido muscular sejam poupadas, esse tecido representa o
principal sitio de degradacdo proteica nessas situacdes (NAVARRO; GUTIERREZ, 1995).

Embora a protedlise também ocorra nos outros compartimentos musculares, o
compartimento da musculatura branca é o local onde esse processo ocorre de forma mais
intensa. Em periodos de jejum prolongado, ocorre a mobilizacdo dos aminoécidos presentes
no tecido muscular para a utilizacdo em processos vitais para a sobrevivéncia. Nesse sentido,
as proteinas sollveis e contrateis sdo preferencialmente degradadas, enquanto as proteinas do
tecido conjuntivo sdo menos utilizadas. Em consequéncia, as fibras de colagenos sao
poupadas do processo de degradacio (NAVARRO; GUTIERREZ, 1995).

Experimentos envolvendo modelos de jejum e realimentacdo tém sido realizados para
avaliar as taxas de perda e possivel recuperacdo do tecido muscular, assim como a modulacao
das vias de anabolismo e catabolismo em diversas espéecies de peixes. Estudos em nosso
grupo de pesquisa, observaram um aumento na expressao de genes das vias catabolicas
concomitante a perda de massa muscular frente a restricdo alimentar, com posterior
recuperacdo do fendtipo muscular e estimulo aos processos anabdlicos apos a realimentacéo
em pacus (KUNIYOSHI et al., 2019; MARECO et al., 2015; PAULA et al., 2014). Essas
alteragdes vem em concordancia as observacOes realizadas em Hippoglossus hippoglossus
(HAGEN et al., 2009), salmdo do atlantico (VALENTE et al., 2012), truta arco-iris
(RESCAN et al., 2007; SEILIEZ et al., 2008) e Paralichthys adspersus (FUENTES et al.,
2011), destacando os impactos diretos desse protocolo no fenotipo muscular.

Além dos efeitos diretos na protedlise, situacdes de jejum podem acarretar a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species), que podem
resultar na ativacdo de processos celulares autofagicos (RODRIGUEZ-VARGAS et al.,
2012). Ainda, as ROS, quando em altas concentracdes, podem ocasionar diversos efeitos
nocivos nas células como danos oxidativos ao DNA, além de reagirem com enzimas e
lipideos de membranas, danificando-os ou alterando suas fungdes. A associacao da prote6lise
muscular e producdo de ROS ou de seus subprodutos em situacdes de estresse foi descrito na
musculatura de Genypterus chilensis submetidos a manipulacdo (AEDO et al., 2015) e
Umbrina cirrosa apo6s restricdo alimentar (HIDALGO et al., 2017). Nessa perspectiva, a
producdo dos ROS na musculatura esquelética pode contribuir para os efeitos negativos
encontrados em situagfes de jejum e impactar na recuperacdo do tecido muscular apés a
restauracdo de condi¢Oes favoraveis ao crescimento.

As situacOes de restricdo alimentar podem resultar também em respostas que se

assemelham a outras situacGes que promovem perda de massa muscular. Exemplos desses
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cendrios sdo os periodos de maturacdo gonadal, nos quais os nutrientes sdo mobilizados a
partir das reservas no figado, tecido adiposo e muscular, sendo direcionados ao sistema
reprodutor, resultando em um fenotipo muscular semelhante ao observado durante o jejum
(JOHNSTON, 2006). Essa carateristica também ¢é observada devido aos padrbes
comportamentais hierarquicos dos individuos, no qual peixes classificados como submissos se
assemelham aos que permanecem em jejum (GILMOUR et al.,, 2017; ROWLERSON;
VEGGETTI, 2001). Sendo assim, protocolos experimentais simulando periodos de jejum
refletem ndo s6 como essa situacdo em si afeta o tecido muscular, mas também trazem

indicios de como outras situacOes de estresse fisiologico podem atuar nesse tecido.

1.5. Acido ascorbico

As celulas animais possuem um sistema antioxidante endégeno que inclui as enzimas
superoxido-dismutase (Sod), catalase (Cat) e glutationa peroxidase (GPx), que podem
converter as ROS em produtos ndo-nocivos, como H2O e O (NELSON; COX, 2014). Em
adicdo, componentes ndo enzimaticos como a glutationa, um dos principais antioxidantes
sollveis capazes de neutralizar perdxido de hidrogénio (H202) e evitar a peroxidacdo de
lipideos, também compde esse sistema (revisado por BIRBEN et al., 2012). Além do sistema
enddgeno, compostos oriundos de fonte externa podem ser suplementados na alimentacéo,
auxiliando na neutralizagéo das ROS.

Nesse sentido, o acido ascérbico (AA), uma forma reduzida da vitamina C, é um dos
mais eficazes agentes antioxidantes e redutores. Uma de suas principais atividades é a
neutralizacdo direta das ROS, acdo fundamental na defesa contra a toxicidade dessas
moléculas e na manutenc¢do do estado redox celular. Além disso, esse composto pode atuar na
regeneracdo da glutationa e da vitamina E (tocoferol), um importante antioxidante atuante na
neutralizacdo de ROS nas membranas biolégicas (COMBS; MCCCUNG, 2017).

Em mamiferos, sua agdo antioxidante tem apresentado beneficios em diferentes
situacOes patoldgicas, como na manutencdo da funcdo pulmonar e neurolégica e prevencgdo de
diabetes e catarata (COMBS; MCCCUNG, 2017). Além disso, em experimentos in vitro com
a delecdo da Sod em células DT40 (linfoblastos derivados de galinhas), a suplementacdo de
AA permitiu o crescimento celular normal dessas células e diminuiu as concentragdes de
superoxido, um dos produtos da produgdo das ROS, ressaltando o papel antioxidante desse
composto mesmo na falha do sistema antioxidante endégeno (TAMARI et al., 2013).

Além da contribuicdo para a melhoria do estado geral em patologias, a suplementagédo

de AA também tem apresentado efeitos benéficos no tecido muscular. Durante o processo de
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envelhecimento, ocorre maior produgcdo de ROS e diminuigdo da atividade de enzimas
antioxidantes (RYAN et al., 2010). Andlises do tecido muscular de ratos idosos submetidos ao
exercicio fisico e suplementados com vitamina C e E indicaram uma diminuicdo da
peroxidacdo de lipideos, dos danos no DNA e na producgdo de H2O2, além de um estimulo a
atividade das enzimas antioxidantes em comparagdo aos animais ndo suplementados (RYAN
et al., 2010). Em ratas idosas, a deficiéncia de AA por um longo periodo levou a produgéo
excessiva de ROS, perda de massa muscular e diminuicdo da performance fisica, efeitos
atenuados apés a suplementacdo desse composto (TAKISAWA et al., 2019). Além disso, a
partir de analises em estudos in vitro, foi observada a influéncia do AA na diferenciagéo de
mioblastos, concomitante ao aumento na expressdo de Myog (SHIMA et al.,, 2011) e na
formacdo de miotubos (IKEDA et al., 2015). Em concordancia, em estudo anterior realizado
em nosso laboratdrio, a suplementacdo de AA em células musculares de pacu promoveu um
aumento na atividade de enzimas antioxidantes, na expressdo de genes relacionados a
miogénese e anabolismo e nos processos de proliferagcdo e migragéo celular (DURAN et al.,
2019). Além de seus efeitos antioxidantes, o AA também atua na sintese de colageno,
auxiliando a hidroxilacdo dos residuos de lisina e prolina para a sintese dessa molécula
(MURAD et al., 1981). Considerando que o coladgeno constitui a matriz extracelular das
células e que nele estdo ligadas moléculas que atuam estimulando a via do IGF1, como o
IGFBP5 (JONES et al., 1993), a estabilidade da matriz extracelular possivelmente pode
influenciar as taxas de crescimento muscular.

Em peixes, a suplementacdo de AA tem se mostrado vantajosa, promovendo melhorias
nos aspectos hematoldgicos, imunoldgicos e de crescimento, além de protecdo contra os
efeitos de agentes tdxicos e estressores (CAHU; INFANTE; TAKEUCHI, 2003; FALCON et
al., 2007; GUHA; KHUDA-BUKHSH, 2002; KIM; KANG, 2016, 2017). Em relacdo ao
pacu, espécie avaliada no presente trabalho, estudos envolvendo a suplementacdo de AA,
encontraram resultados positivos relacionados a sanidade e desempenho produtivo como:
maior ganho de peso, aumento da taxa de sobrevivéncia (MARTINS, 1998; MARTINS et al.,
1995; MIRANDA et al., 2003) e melhorias nos parametros imunoldgicos e hematoldgicos
desses animais (GARCIA et al., 2007, 2011). Uma vez que os teledsteos sdo incapazes de
sintetizar esse composto devido a auséncia da enzima L-gulonolactona oxidase, presente nas
etapas finais de biossintese de AA (COMBS; MCCCUNG, 2017), a restricdo desse composto

na dieta pode impactar na sanidade, desenvolvimento e crescimento muscular desses animais.
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2. Hipotese

A hipétese inicial do presente estudo foi que a suplementacdo de AA durante a
realimentacdo contribui para a diminuicao dos efeitos causado pela situacdo de jejum (in vivo)
e restricdo de nutrientes (in vitro) no tecido muscular, promovendo melhores condigdes para o

anabolismo, diminuicdo do catabolismo e recuperacao do fendtipo e crescimento muscular.

3. Objetivos

3.1. Avaliar os efeitos da realimentagdo com alta e baixa suplementacdo é&cido
ascérbico (AA), in vivo, em componentes das vias do anabolismo e catabolismo muscular,
atividade de enzimas antioxidante e aspectos morfoldgicos e morfométricos da musculatura
esquelética de juvenis de pacu.

3.2. Avaliar o efeito direto, in vitro, do tratamento com AA em culturas de mioblastos
de pacus submetidas a restricdo de nutrientes, em componentes das vias do anabolismo e
catabolismo muscular, atividade de enzimas antioxidantes e parametros morfoldgicos e

morfométricos.

4. Metodologia
4.1. Condicdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal —
COBEA. O protocolo adotado (n.° 1050) foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu. O cultivo dos peixes foi realizado no Polo
Regional da Alta Sorocabana, da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA),
com sede em Presidente Prudente - SP. Juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), com
aproximadamente 30 g, foram distribuidos em caixas d’agua (0,25 m?®), em sistemas de
recirculacdo distintos. O oxigénio dissolvido e a temperatura da agua foram monitorados
diariamente e os parametros, pH, amoOnia, nitrito e nitrato, semanalmente. Os grupos
experimentais foram separados em sistemas independentes de cultivos para evitar a
contaminacdo cruzada de diferentes niveis de AA entre 0s grupos e cada tratamento foi
realizado em trés tanques de cultivo, consistindo em 3 replicatas por tratamento.

As dietas foram formuladas e desenvolvidas em parceria com o Laboratério de
Nutricdo e Salde de Peixes — AquaNutri da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
de Botucatu, de acordo com a Tabela 1. As racdes foram produzidas a partir do processo de

extrusao para que mantivessem uma boa flutuabilidade, facilitando a alimentacdo dos animais.
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Para garantir a atividade do AA e sua protecdo frente a alta temperatura durante a preparacéo,
utilizamos vitamina C polifosfatada, protegida contra o processo de aguecimento e com
atividade garantida de no minimo 35% (ROVIMIX®, STAY-C®35, DSM). As quantidades de
AA fornecidas para cada grupo experimental foram definidas de acordo com estudos
anteriores que utilizaram essa mesma espécie animal (ALMEIDA, 2003; BELO et al., 2012;
GARCIA et al., 2007, 2011; MARTINS, 1998; MARTINS et al., 1995; MIRANDA et al.,
2003; SABIONI, 2009). A partir desses estudos, a dosagem de 200 mg de AA/Kg peso
corporeo foi definida como a dosagem basal necesséaria para o desenvolvimento normal de
pacus juvenis e as altas e baixas dosagens ofertadas aos grupos experimentais foram definidas
a partir da quantidade basal de AA. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia, até a
saciedade aparente.

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo por 15 dias no qual receberam racdo com auséncia de AA com intuito de eliminar
as possiveis reservas fisioldgicas desse composto. Posteriormente, os animais foram divididos
nos seguintes grupos experimentais (Fig. 5): Control (C), no qual os animais foram
alimentados com racdo contendo 200 mg de AA por kg do peso corpdreo durante todo o
periodo experimental; Fasting (F), no qual os animais foram submetidos a um periodo de 15
dias de jejum; e trés grupos, os quais foram realimentados por 30 dias apds o periodo de jejum
com diferentes niveis de AA: Low-supplementation (L-AA) no qual os animais receberam
racdo com 100 mg AA/Kg peso corpéreo; Balanced-supplementation (B-AA), no qual os
animais receberam racdo com 200 mg AA/kg peso corporeo; e High-supplementation (H-AA)

no qual os animais receberam ragdo com suplementacdo de 400 mg AA/kg peso corporeo.
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Fig. 5. Grupos experimentais. Ap6s o periodo de adaptacdo, os animais foram divididos nos

grupos Control (C — alimentacdo continua; 200 mg AA /kg peso corpéreo), Fasting (F — jejum

por 15 dias) e realimentacdo; Low-supplementation (L-AA - 100 mg AA /kg peso corpdreo),

Balanced-supplementation (B-AA - 200 mg AA /kg peso corpéreo) e High-supplementation

(H-AA - 400 mg AA /kg peso corpéreo). Coletas realizadas ap6s 15 dias de jejum e 6 horas,

15 e 30 dias de realimentacéo.

As coletas das amostras musculares foram realizadas ap6s 15 dias de jejum e apds 6

horas, 15 e 30 dias de realimentagdo. Em cada coleta, os peixes (n: 8) foram eutanasiados com

benzocaina em excesso (250mg/L de 4gua). Amostras da musculatura branca foram retiradas,

congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C até o processamento.

Tabela 1 — Formulagédo e composicdo calculadas das racGes utilizadas para 0s grupos

experimentais.

Ingredientes (%0) Racoes
Auséncia L-AA C/B-AA H-AA
Farelo de soja 43,80 43,81 43,82 43,84
Farinha de 10,00 10,00 10,00 10,00
visceras
Milho 31,50 31,46 31,42 31,35
Farelo de trigo 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja 1,00 1,00 1,00 1,00
Fosfato bicalcico 2,75 2,75 2,75 2,75
BHT
(antioxidante) 0,02 0,02 0,02 0,02
Premix de 0,63 0,63 0,63 0,63
vitaminas
Acido ascorbico 2 - 0,0286 0,0572 0,1144
NacCl 0,30 0,30 0,30 0,30
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Composicao calculada

Energia digestivel 3060 3053 3052 3051
Proteina 23,84 23,84 23,84 23,84
digestivel

Proteina bruta 27,10 27,10 27,10 27,10
Fibra bruta 4,20 4,20 4,20 4,20
Extrato etéreo 4,82 4.82 4.82 4.82

1Com auséncia de AA.
2Valores calculados com base na atividade do acido ascorbico utilizado sendo que 1g corresponde a
35% atividade da vitamina. Stay-C 35% DSM, polifosfatada protegida.

4.2. Morfologia e Morfometria

Cortes transversais (10 um) dos fragmentos musculares congelados foram obtidos em
criostato e submetidos a coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE) para a analise morfolégica
e morfométrica das fibras musculares e a coloracdo por Picrosirius-Red seguindo o protocolo
adaptado de MORAES et al., 2017, para a analise da area de coldgeno presente nas amostras
musculares. Utilizando um sistema de analise de imagens (Leica Qwin), em campos aleatorios
da lamina histologica, foi determinado o diametro de uma populagdo de aproximadamente
800 fibras musculares, por animal. As fibras foram agrupadas em classes, na dependéncia do
seu didmetro (<10, 10 — 20, 20 — 30, 30 — 40 e > 40 um) (adaptado de DE ALMEIDA et al.,
2008). A éarea de colageno foi determinada em um sistema de analise de imagens (Leica
Qwin) nas mesmas imagens utilizadas para a determinacdo do diametro das fibras. A area
total foi definida como a quantidade de colageno detectado nas imagens, dividido pela média

da area da fibra de cada animal, seguindo os parametros definidos por MORAES et al., 2017.

4.3. Cultura primaria de células musculares

O protocolo para isolamento e cultura de mioblastos foi realizado conforme descrigao
de BOWER; JOHNSTON, 2009. Inicialmente, os peixes foram imersos em alcool 70% para
esterilizacdo das superficies externas. Amostras da musculatura branca, proximas a regido
epaxial, foram coletadas em meio de extracdo (DMEM, 9 mM NaHCO3, 20 mM HEPES,
15% soro de cavalo e 1% antibidtico; Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, as amostras
musculares foram submetidas & um processo de dissociacdo mecanica utilizando-se bisturis,
os fragmentos resultantes foram lavados 2 vezes em meio de lavagem (DMEM, 9 mM
NaHCOs3, 20 mM HEPES e 1% antibidtico; Sigma-Aldrich, USA), sendo posteriormente
centrifugados. Em seguida, foi realizada a digestdo enzimatica das amostras pela adi¢do de

0,2% de colagenase tipo | (Sigma-Aldrich, USA) em meio de lavagem, durante 1 hora e 20
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minutos & 25°C e sob agitagdo. Os fragmentos foram centrifugados e lavados 2 vezes em meio
de lavagem, sendo em seguida centrifugados. Para a quebra do contato célula-célula foi
realizada uma segunda etapa de digestdo enzimatica pela adicdo de 0.1% de tripsina (Sigma-
Aldrich, USA) em meio de lavagem, durante 20 min a 25°C e sob agitacdo. A suspensdo de
células foi centrifugada e o sobrenadante coletado junto ao meio de extracdo. As amostras
passaram por uma segunda digestdo com tripsina, semelhante a primeira. Os sobrenadantes
foram centrifugados e o pellet resultante foi ressuspendido em meio completo (DMEM, 9 mM
NaHCOs, 20 mM HEPES, 10% soro fetal bovino e 1% antibidtico; Sigma-Aldrich, USA). A
suspensdo de celulas foi filtrada em cell strainers de 100 e 40 pum (Corning, USA) e
centrifugadas. As células foram ressuspendidas novamente em meio completo, plagueadas em
camara de Neubauer para a contagem celular e diluidas na concentracio de 1x10° células/mL.
O plagueamento foi realizado em placas de 12 pogos previamente tratadas com poli-L-lisina e
laminina, e incubadas por 24h em estufa a 28°C. Os meios foram trocados diariamente e a
morfologia dos mioblastos foi monitorada regularmente em microscépio invertido (Zeiss,
Alemanha).

Para avaliar os efeitos diretos do protocolo de restricdo de nutrientes e a influéncia do
AA na recuperagdo dos danos nas células musculares frente & essa situagdo, as culturas
primérias de células musculares foram dividas nos seguintes grupos: Restricdo (Dpvd -
Deprived), no qual as células foram mantidas por 96 horas em meio de restricdo (Earle’s
balanced salt solution, suplementado com 9 mM NaHCOs, 20 mM HEPES, 2 g/l glucose, 1x
MEM vitaminas, 1x antibiotico, adaptado de BOWER; JOHNSTON, 2010); Restricdo e AA
(Dpvd+AA), no qual as células foram mantidas por 72 horas em meio de restricdo e tratadas
por 24 horas com L-ascorbic acid 2-phosphate (200 uM), uma forma estavel de AA e
recomendada para uso em culturas celulares (IKEDA et al., 2015; SHIMA et al., 2011),
diluido em meio completo. Para assegurar que os possiveis efeitos observados foram devido a
suplementacdo de AA e ndo da presenca dos nutrientes no meio completo, avaliamos 0s
mesmos parametros em células mantidas por 72 horas em meio de restricdo e 24 horas em
meio completo (Dpvd +Cplt) (Fig. 6). Mantivemos também um grupo experimental no qual as
células foram mantidas em meio completo ao longo do periodo experimental como um
controle do desenvolvimento das células isoladas, no entanto, esse grupo nao foi considerado
nas analises estatisticas. Os experimentos foram realizados apds o oitavo dia de cultura,
periodo em que as células se diferenciaram em miotubos, e apos atingir confluéncia de 90-
100%. Os experimentos foram realizados em triplicatas, definidas por trés processos

independentes de isolamento das células musculares.
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Fig. 6. Grupos experimentais avaliados nos experimentos in vitro: Restricdo (Dpvd),
Restricdo + Acido ascorbico (Dpvd+AA) e Restricdo + meio completo (Dpvd+Cplt).
Tratamentos representados seguindo as cores: meio completo (em azul), meio de restricdo (em

amarelo) e suplementacéo de AA (em vermelho).

4.3.1 Analise do diametro dos miotubos

Para avaliar o diametro das células musculares, imagens foram obtidas em triplicatas
de cada tratamento, em microscopio invertido (Zeiss, Alemanha) acoplado a camera digital
AxioCam ICc5 (Carl Zeiss Microscopy, Alemanha), no aumento de 10x. Aproximadamente
100 ceélulas musculares foram mensuradas e seu diametro foi definido pela média de trés
mensuracgdes por célula (OHNO et al., 2018; WILLIAMSON; BUTLER; ALWAY, 2009).
As anélises foram realizadas utilizando o programa ImageJ® (SCHNEIDER; RASBAND;
ELICEIRI, 2012).

4.3.2 Analise de migracédo celular

As camadas de células foram mecanicamente riscadas (“wound”) com uma ponteira de
200 pl estéril, no centro de cada pogo da placa de cultura, em forma de cruz. Os debris
celulares foram lavados com PBS e imagens das areas de cortes foram obtidas apds 0, 5, 10,
15, 20 e 25 horas em microscopio invertido (Zeiss, Alemanha). A taxa de migracdo foi
calculada a partir da mensuracdo do espaco existente entre as células (wound closure) e a
velocidade de migracdo foi calculada a partir da diviséo entre o espagco mensurado pelo tempo
de tratamento a partir das imagens obtidas em cada intervalo de analise utilizando o programa
ImageJ® (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

4.4. Andlise da expressao génica
4.4.1 Extracdo, quantificacdo e andlise da integridade do RNA

O RNA total das amostras, in vivo e in vitro, foi extraido seguindo o protocolo do

reagente TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, EUA), conforme instru¢des do protocolo.
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Para a quantificacdo do RNA extraido foi utilizado o espectrofotdometro NanoVue™ Plus (GE
Healthcare, EUA), que permite uma estimativa da qualidade da extracdo pela razdo da
densidade Optica a 260 nm (quantidade de RNA) e 280 nm (quantidade de proteinas). A
pureza do RNA foi garantida pela obtencdo de uma razdo 260/280 nm superior a 1.8. Além
disso, foi considerada a razdo 260/230 nm maior que 2.0 que assegura contra possiveis
contaminag¢Bes com tampdes comuns como Tris e EDTA. A integridade do RNA extraido foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.4.2. Sintese do cDNA e RT-qPCR
O RNA total foi submetido ao tratamento com o kit RQ1 RNase-Free DNase

(Promega, EUA), para eliminar qualquer possivel residuo de DNA contaminante das
amostras. Para as analises de expressao dos genes, foi realizada a transcri¢do reversa do RNA
extraido em cDNA, pelo kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, EUA),
seguindo as orientacfes do fabricante. Os niveis de expressdo foram detectados por RT-
gPCR, através da plataforma QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, EUA) através da amplificacdo do cDNA dos genes selecionados utilizando-se o
kit GoTag® gPCR Master Mix (Promega, EUA) e primers desenhados a partir do
transcriptoma do pacu obtido em trabalhos anteriores no nosso grupo de pesquisa (MARECO
et al., 2015). Foi avaliada a expressdo de genes relacionados a processos de anabolismo (igfl,
igfbp5, mtor, rragc, rps6kbla), catabolismo (mafbx, murfla, murflb, fbxo25), miogénese
(myod, myog, pax7) e metabolismo oxidativo (pgcl-a, sdha) (Tabela 2). Trés alvos foram
avaliados como possiveis genes enddgenos para calibracdo (ppia, rpl13 e rpl19), sendo o
rpl13 o menos variavel entre eles e selecionado para as posteriores analises. A quantificacéo
relativa da expressdo dos genes foi realizada pelo método do CT comparativo, 222t (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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677 Tabela 2 — Nome, sigla e sequéncia dos primers dos genes avaliados

Sigla Nome do gene Sequéncia do primer
igf1 insulin-like growth L: ATTTCAGCAAGCCAACAGGT
factor 1 R: CGCACAATACATCTCAAGTCG
igfbp5 igf binding protein 5 L: ACAAATGGCCTGTGAGAAGG
R: GCACTGAGCATGAATCAGGA
mtor serir_1e/tr_1reonine- L: TTGGGAGAGACGTACTGC
protein kinase TOR R: CACAGGACTGGTGTAGGAA
rrage ras-re!ate_d GTP- L: GCAACTGAGGGATGAGCTTC
binding R: CACCAGCGAGCTAATGATGA
rps6kbla ribosomal protein S6 L: ATGCTCTCTGTGCCTTGGT
kinase la R: CCGACGAAGAACTTGAGGAG
o L“O‘f;'fof‘etlrr?/pﬁyng L:TCTTTGGTGCTCCCCTTGTG
. R: TAAAACCGAGGACGGCTGG
protein 32
muscle-specific ring
murfla finger protein 1/ L: ATGTTGCTGTTGTCCATACTCTG
tripartite motif- R: ATCACATCACCCAGGAGCA
containing 63a
muscle-specific ring
murflb finger protein 1/ L: GGCTCGGGTCTCTCCTCGG
tripartite motif- R: CCAGGCGTTACGGAGACC
containing 63b
. L: CGTAGGTGAAGTAGCCGCCA
fbx025 f-box protein 25 R: GGAGAAGTCCAGCCTGTTGA
myoblast .
myod determination L: GGGTCGTCGTAGAAGTCGTC
) R: TTTTTGGTCGGAAGAGATGG
protein 1 homolog
myog myogenin L: CAGACCAGAGGTTTTATGAA
R: TAGATGTTGGGGATGGCTTG
pax7 paired box 7a L: CATTCGACAGATCTCGGCG
R: GACTCCGCTGGAGCTAGACAC
peroxisome
ogclea act?\;gt'éf;'ztc‘;;tor L: GAGGGTGAGCGTTCAAAGAG
. R: ATGAGGCTGAGCAGAGAGGA
gamma coactivator
1-alpha
succinate
“dha dfﬂ‘gmagﬂi;e L: ACCTGATGCTGAATGCTGTG
: . R: AGTGTGCTTCCTCCAGTGC
flavoprotein subunit
a
rpl13 60S rib_osomal L: ATCAACAGGAAAGTAGCCC
protein L13 R: AGGATGAGTTTGGAGCGGTA
pI19 60S rib_osomal L: GCAAACTGGTGAAGGATGGT
protein L19 R: CTTGGACTCCCTGTAACGCC
opia peptidyl-prolyl cis- L: ATTGTGGTTCGTGAAGTCGC

trans isomerase a

R: CCGCTGGGCAGAGTGATTAT
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4.5 Heatmap
Para sumarizar nossos dados de expressdao génica in vivo, a partir do software

Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus), construimos um heatmap com a

representacdo dos dados de expressdo dos genes avaliados em todos os grupos ao longo do
periodo experimental. Para isso, foram plotadas as médias dos dados de expressdo de cada
gene alvo normalizado pelo valor de expressdo de gene endogeno (ACt) em cada grupo
experimental refletindo seu nivel de expressdo, sendo 0S genes com menor expressao

representados em azul e os de maior expressao em vermelho.

4.6 Anélise de enzimas antioxidantes

Para andlise da atividade das enzimas antioxidantes, as proteinas totais das amostras,
in vivo e in vitro, foram extraidas utilizando tampdo de extracdo pH 7,4 (Tris 50mM, NaCl 0,2
M, Triton X-100 0,1%, CaCl, 10mM) e inibidor de protease (Sigma-Aldrich), seguido por um
processo de centrifugacdo e coleta do sobrenadante. Em seguida, o contetido proteico total foi
quantificado segundo o método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando a albumina
sérica bovina como padrdo. Apds a quantificacdo, a concentracdo das proteinas das amostras
foi ajustada para as analises posteriores.

A andlise da atividade das enzimas antioxidantes foi realizada em parceria com o
Laboratério de Nutricdo e Saude de Peixes — AquaNutri da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia de Botucatu. A atividade da enzima antioxidante catalase (Cat; EC
1.11.1.6) foi determinada pela reducdo do dicromato de potassio em &cido acético (proporc¢éo
3:1) para acetato de cromo, na presenca de H202 de acordo com SINHA, 1972. Em cada
reacdo foram adicionados 100ul de amostra na concentragdo de 6 ug/ul, 500ul de H2O; e
2000pl de dicromato de potassio diluido em &cido acético. A leitura da atividade da enzima
foi realizada em espectrofotdmetro a 610 nm, uma vez que nao ha interferéncia do dicromato
na leitura nessa faixa de anélise.

A atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (Gpx; EC 1.11.1.9) foi
mensurada como descrito por FLOHE; GUNZLER, 1984. Em cada reacdo foram adicionados
300ul de tampéo fosfato (pH 7,4), 200ul de glutationa reduzida (2 mM), 100ul de H2O: e
300l de amostra na concentracdo de 3 ug/ul. Posteriormente, a reacdo foi aquecida a 37°C
por 15 minutos e 500ul de &cido tricloro acético (5%) foram adicionados para estabilizar a
reacdo. Em seguida, ap6s centrifugacdo, para cada 100ul do sobrenadante coletado, foram
adicionados 200ul de tampao fosfato (pH 7,4) e 700ul de DTNB (0,4 mg/ml). A leitura da
atividade da enzima foi realizada em espectrofotémetro a 320 nm.
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A atividade da enzima superdxido dismutase (Sod, EC 1.15.1.1) foi mensurada
seguindo o protocolo estabelecido em BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971. Em cada reacdo
foram adicionados 50ul de amostra na concentracdo de 6 ug/ul, 2000ul de tampéo fosfato (pH
7,8), 250ul de NBT (33 mmol/L), 200ul de EDTA (0,66 mmol/L), 250ul de metionina (10
mmol/L) e 250ul de riboflavina (0,0033 mmol/L). A leitura da atividade foi realizada em

espectrofotdbmetro a 560 nm. A atividade das enzimas antioxidantes foi expressa em U.mg pt
1

4.7 Andlise estatisticas

As comparacdes foram realizadas entre todos 0s grupos experimentais somente dentro
de cada periodo de andlise. ApoOs a realizacdo do teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov), para a analise de peso corporal, comprimento, didmetro das fibras e area de
colageno nos grupos C e F, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para a andlise desses
mesmos parametros nos grupos C, L-AA, B-AA e H-AA foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis com pds-teste de Dunn.

Para a andlise da atividade das enzimas antioxidantes e da expressdo génica nos
grupos C e F foi utilizado o Teste-t e para os grupos C, L-AA, B-AA e H-AA o teste ANOVA
one-way com poés-teste de Tukey. As comparacGes foram realizadas entre 0s grupos, em cada
periodo experimental.

As comparacgdes entre os diametros dos miotubos nos grupos experimentais in vitro
foram realizadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Para analise
da expressdo génica, atividade de enzimas antioxidantes e da técnica de wound healing foi
utilizado o teste ANOVA one-way com pdés-teste de Tukey. Para todos os testes, o intervalo
de confianca adotado foi de 95% (ZAR, 2009).

5. Resultados
5.1 Parametros biométricos

Os animais submetidos ao periodo de jejum (grupo F) apresentaram diminuicdo do
peso e comprimento em relagdo ao grupo Control (C). Apoés a realimentacdo, esses parametros
foram similares entre os grupos, independentemente do nivel de AA adicionado a racdo (Fig.
7).
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Fig. 7. Peso (A) e comprimento (B) dos grupos Control e Fasting apds jejum (0d) e Control,
Low, Balanced e High-supplementation apds realimentacdo (15d e 30d). Letras diferentes
indicam diferencas significativamente estatisticas entre os grupos. Dados representados em
média + DP (desvio padrdo). Teste de Mann-Whitney para os grupos Control e Fasting e

Kurskall-Wallis para os grupos realimentados (p < 0,05).

5.2. Analises morfologicas

5.2.1.Morfometria do diametro das fibras musculares

Ao longo do periodo experimental, as fibras musculares dos animais de todos os
grupos apresentaram parametros morfoldgicos normais, como formato poligonal ou
arredondado, nucleos periféricos e distribuicdo de fibras com diferentes didmetros,

caracteristico de musculo de peixes em crescimento (Fig. 8).
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Fig. 8. Corte transversal da musculatura branca de pacus nos grupos (A) Control e (B) Fasting
apos 15 dias de jejum e nos grupos (C) Control (D) Low (E) Balanced e (F) High-
supplementation apés 30 dias de realimentagdo. Distribuicdo de fibras musculares em
mosaico, com fibras grandes (1), intercaladas por fibras pequenas (2). Presenca de perimisio
(seta) e endomisio (arrowhead). Coloracdo por Hematoxilina e Eosina. Aumento de 20x.

Escala: 100pum.
Em relagdo ao diametro das fibras, apds o jejum, 0s animais apresentaram aumento na

frequéncia de fibras de menores didmetros (10-20 pm) e diminuigdo na frequéncia de fibras
de maiores diametros (> 40 um) em relag&o ao grupo C (Fig.9).
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Fig. 9. Morfometria das fibras musculares dos grupos Control e Fasting apds jejum.
Distribuicdo da frequéncia de fibras musculares em classes de didmetro. Letras diferentes
indicam diferencas significativamente estatisticas entre os grupos. Dados representados em
média + DP. Teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Apo6s 15 dias de realimentacdo, os animais dos grupos L-AA e B-AA, apresentaram
maior frequéncia de fibras nas classes de menores diametros (10-20 pum) e menor frequéncia
na classe de maior didametro (>40 um) em relacdo ao grupo C, enquanto o grupo H-AA, foi
estatisticamente similar ao grupo C e aos grupos realimentados durante esse periodo de

andlise (Fig.10).

50-
- a a mm Control (C)
S 40-
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o 20-
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2 10-

0 - -
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Fig. 10. Morfometria das fibras musculares dos grupos Control, Low, Balanced e High-
supplementation apds 15 dias de realimentacdo. Distribuicdo da frequéncia de fibras
musculares em classes de diametro. Letras diferentes indicam diferencas significativamente
estatisticas entre os grupos. Dados representados em média + DP. Teste de Kurskall-Wallis (p
<0,05).
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Apos 30 dias de realimentacdo, os animais dos grupos L-AA e B-AA apresentaram
menor frequéncia de fibras na classe de maior didmetro (> 40 um) comparado ao grupo C,
enguanto os animais do grupo H-AA se igualaram ao grupo C em relacdo a essa classe de
diametro (Fig. 11).
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Fig. 11. Morfometria das fibras musculares dos grupos Control, Low, Balanced e High-
supplementation ap6s 30 dias de realimentagdo. Distribuicdo da frequéncia de fibras
musculares em classes de didmetro. Letras diferentes indicam diferencgas significativamente
estatisticas entre os grupos. Dados representados em média = DP. Teste de Kurskall-Wallis (p
<0,05).

5.2.2 Quantificacdo de colageno

Ao longo do periodo experimental, ndo encontramos diferencas significativas na area
de colageno nas regides do endomisio e perimisio no tecido muscular do pacu, entre 0s grupos

analisados (Figs.12 e 13).

20001

1500+ Control (C)
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Fig. 12. Area total de fibras colagenas na musculatura branca nos grupos Control e Fasting
apos jejum (0d) e Control, Low, Balanced e High-supplementation apos realimentacdo (15d e

30d). Letras diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre 0s grupos.
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Dados representados em media £ DP. Teste de Mann-Whitney para os grupos Control e

Fasting e Kurskall-Wallis para os grupos realimentados (p < 0,05).

T S T 7 S v
\\;f\:ﬁ.._' Y ‘/1‘( G X e

Fig. 13. Corte transversal da musculatura branca de pacus nos grupos (A) Control e (B)
Fasting apds 15 dias de jejum e nos grupos (C) Control, (D) Low, (E) Balanced e (F) High-
supplementation apds 30 dias de realimentagdo. Distribuicdo de fibras musculares em
mosaico, com fibras grandes (1), envoltas por fibras pequenas (2). Presenca de perimisio
(seta) e endomisio (arrowhead). Coloracéo por Picrosirius-Red. Aumento de 20x. Escala: 100

pm.

5.3. Analise da expressdo génica

Ao final do periodo de jejum, a expressdo dos genes relacionados as vias de

anabolismo (igfl, ighp5, mtor, rragc e rpsékbla) diminuiu no grupo F em relacédo ao grupo C.
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Apos a realimentacdo, aos 15 dias, a expressdo de igfl diminuiu nos grupos realimentados
comparado ao grupo C, parametro que se manteve baixo no grupo B-AA em relacdo 0s
grupos L-AA e H-AA aos 30 dias. Apos 6 horas de realimentagdo houve aumento na
expressao de ighp5 no grupo H-AA comparado ao grupo C, seguido por diminuicdo aos 15
dias nos grupos realimentados comparado ao grupo C e posterior aumento no grupo H-AA,
aos 30 dias, em relacdo ao grupo B-AA. A expressdo de mtor diminuiu aos 15 dias no grupo
L-AA comparado ao grupo C e no grupo B-AA, aos 30 dias, em relacdo aos outros grupos.
Observamos também um aumento na expressao de rragc no grupo H-AA apés 6 horas de
realimentacdo em relacdo aos demais grupos, parametro que se manteve elevado nesse mesmo
grupo, aos 15 dias, em relacdo ao grupo L-AA. Apds 6 horas de realimentacdo, houve
aumento na expressao de rpsékbla no grupo H-AA em relacdo aos demais grupos, seguido
por uma diminui¢cdo no grupo L-AA aos 15 dias comparado aos outros grupos e posterior
aumento, nesse mesmo grupo, apos 30 dias de realimentacdo em relagdo aos grupos C e B-AA
(Fig.14 e 18).
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Fig. 14. Expressdo de genes relacionados as vias de anabolismo nos grupos Control e Fasting

apos jejum (0d) e Control, Low, Balanced e High-supplementation apds realimentacédo (6h,
15d e 30d). Letras diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre os
grupos. Dados representados em média + DP. Teste t para compara¢des entre 0S grupos

Control e Fasting e ANOVA one-way para 0s grupos realimentados (p < 0,05).

Em relacdo aos genes catabolicos, houve um aumento na expressdo de mafbx, murfla
e fbxo25 no grupo F ao final do jejum. A expressdo de mafbx se manteve elevada nos grupos
realimentados apds 6 horas, seguida por uma diminuicdo no grupo L-AA, aos 15 dias,
comparado aos outros grupos realimentados e posterior aumento no grupo H-AA em relacédo
aos grupos C e B-AA, aos 30 dias. A expressao de fbxo25 também se manteve elevada apos 6
horas de realimentagéo no grupo B-AA comparado aos grupos C e H-AA. Em relacdo ao gene
murfla, observamos diminuicdo tanto apos 6 horas quanto aos 15 dias de realimentacdo nos

grupos realimentados, parametro mantido baixo nos grupos L-AA e H-AA aos 30 dias. A
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expressdo de murflb ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais ao

longo do periodo de anélise (Fig.15 e 18).
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Fig. 15. Expressao de genes relacionados as vias de catabolismo nos grupos Control e Fasting
apos jejum (0d) e Control, Low, Balanced e High-supplementation apds realimentacédo (6h,
15d e 30d). Letras diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre os
grupos. Dados representados em média + DP. Teste t para compara¢des entre 0S grupos

Control e Fasting e ANOVA one-way para 0s grupos realimentados (p < 0,05).

Considerando 0s processos miogénicos, apos o0 jejum houve diminuicdo somente na
expressdo de myod no grupo F. A expressdo desse gene aumentou no grupo H-AA ao longo
do periodo experimental, diferindo do grupo C apds 6 horas de realimentacdo, diferiu dos
grupos L-AA e B-AA aos 15 dias e do grupo C apoés 30 dias de realimentagdo. Observamos
também uma diminuicdo na expressdo de myog nos grupos B-AA e H-AA aos 15 dias de
realimentacdo comparado aos grupos C e L-AA e nos grupos L-AA e H-AA aos 30 dias em
relacdo aos grupos C e B-AA. Em relagdo ao gene pax7 houve aumento em sua expressdo
apos 6 horas de realimentacdo no grupo H-AA em relacdo aos demais grupos, o que se

manteve elevado aos 15 dias em comparacdo ao grupo L-AA. Aos 30 dias de realimentacéo,
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houve diminuicdo na expressao desse gene no grupo H-AA comparado ao grupo C (Fig. 16 e
18).
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Fig. 16. Expressao de genes relacionados aos processos miogénicos nos grupos Control e
Fasting ap6s jejum (0d) e Control, Low, Balanced e High-supplementation apos
realimentacdo (6h, 15d e 30d). Letras diferentes indicam diferencas significativamente
estatisticas entre os grupos. Dados representados em media + DP. Teste t para comparacgdes
entre os grupos Control e Fasting e ANOVA one-way para 0s grupos realimentados (p <
0,05).

Ap0s o periodo de jejum, houve aumento na expressao de pgcla no grupo F. Aos 15
dias de realimentacdo houve aumento na expressdo desse gene nos grupos B-AA e H-AA em
relagdo ao grupo L-AA. Apos 30 dias de realimentacdo, houve um expressivo aumento na
expressdo desse gene no grupo H-AA em relacdo aos demais grupos e no grupo B-AA em
relacdo os grupos C e L-AA. Aos 15 dias, também observamos uma diminuicdo na expressao

de sdha no grupo L-AA comparado ao grupo C (Fig. 17 e 18).
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apos jejum (0d) e Control,
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realimentacdo (6h, 15d e 30d). Letras diferentes indicam diferencas significativamente

estatisticas entre os grupos. Dados representados em média + DP. Teste t para comparacdes

entre os grupos Control e Fasting e ANOVA one-way para 0s grupos realimentados (p <

0,05).
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Fig.18. Heatmap sumarizando a expressdo dos genes avaliados ao longo do periodo

experimental (eixo horizontal) nos grupos Control, Fasting, Low, Balanced e High-
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supplementation (eixo vertical). Maiores niveis de expressdo em vermelho e menores niveis

de expressdo em azul. Dados expressos através da média de ACt, por grupo experimental.

5.4. Atividade de enzimas antioxidantes

Apo6s 6 horas de realimentacdo, observamos uma diminui¢do na atividade da enzima
catalase (Cat) nos grupos B-AA e H-AA em relacdo ao grupo L-AA; esse parametro se
manteve baixo aos 30 dias de realimentacdo no grupo H-AA em relacdo aos demais grupos.
Apb6s 6 horas e 15 dias de realimentacdo, houve um aumento na atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPx), nos grupos realimentados em relacdo ao grupo C. Ao longo do
periodo experimental ndo encontramos diferenca na atividade de superoxido dismutase (Sod)

entre os grupos analisados (Fig. 19).
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Fig. 19. Atividade das enzimas antioxidantes nos grupos Control e Fasting apos jejum (0d) e
Control, Low, Balanced e High-supplementation ap6s realimentacdo (6h, 15d e 30d). Letras
diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre os grupos. Dados
representados em média £ DP. Teste t para comparagfes entre 0s grupos Control e Fasting e

ANOVA one-way para os grupos realimentados (p < 0,05).
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5.5. Cultura celular priméria
5.5. 1 Andlise morfométrica

Apo6s as 96 horas de restricdo de nutrientes houve diminuicdo no didmetro dos
miotubos no grupo Dpvd. Apos o reestabelecimento das condigbes normais de crescimento,
observamos aumento no diametro dos miotubos no grupo Dpvd+Cplt em relagcdo ao grupo
Dpvd e no grupo Dpvd +AA comparado aos grupos Dpvd e Dpvd +Cplt (Fig.20).

(pm)
3

myotube diameter
—
e

Dpvd Dpvd+Cplt Dpvd+AA

Fig. 20. Cultura primaria de células musculares de pacu e diametro dos miotubos nos grupos
(A) Dpvd, (B) Dpvd+Cplt, e (C) Dpvd+AA. Imagens obtidas em microscopio invertido.
Aumento de 10x. Escala: 100 um. (D) Diametro dos miotubos nos grupos Dpvd, Dpvd +Cplt
e Dpvd+AA. Letras diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre os
grupos. Dados representados em média + DP. Teste de Kruskall-Wallis (p< 0,05).

5.5.2 Ensaio de migracéo celular

A partir dos resultados de “wound closure” observamos que a taxa de migracdo celular
foi semelhante entre os grupos experimentais desde o inicio até 15 horas de tratamento. Apos
20 e 25 horas, observamos maiores taxas de migracdo no grupo Dpvd+Cplt em relacdo ao

42



1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150

1151

1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170

1171

grupo Dpvd. Em relacdo a velocidade em que as células migraram, ap6s 15 horas de
tratamento o grupo Dpvd+AA teve uma maior taxa de migracdo em rela¢do ao grupo Dpvd e
apos 25 horas de tratamento, os grupos Dpvd+AA e Dpvd+Cplt apresentaram maiores taxas

de migracdo em relagdo ao grupo Dpvd (Fig.21).
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Fig. 21. Migracgdo celular. Andlises realizadas apds 5, 10, 15, 20 e 25 horas de tratamento nos
grupos Dpvd, Dpvd+Cplt e Dpvd+AA. Porcentagem de fechamento (wound closure) e taxa
de migracdo (migration rate) representando a variacdo no espaco a ser fechado por periodo de
analise. Dados representados em média e DP. Letras diferentes indicam diferengas

significativamente estatisticas entre os grupos. Teste de ANOVA one-way (p< 0,05).

5.5.3 Atividade de enzimas antioxidantes

Ao final do periodo experimental, observamos um aumento na atividade da enzima
catalase (Cat) nos grupos Dpvd+Cplt e Dpvd+AA em relacdo ao grupo Dpvd e aumento na
atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no grupo Dpvd+AA em relagdo ao grupo
Dpvd (Fig. 22).
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Fig. 22. Atividade das enzimas antioxidantes nos grupos Dpvd, Dpvd+Cplt, e Dpvd+AA.
Letras diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre os grupos. Dados
representados em média £ DP. Teste de ANOVA one-way (p< 0,05).

5.5.4 Expressao génica

Em relacdo aos genes envolvidos nos processos anabodlicos, houve aumento na
expressao de igfl no grupo Dpvd +AA comparado aos outros grupos, acompanhado por um
aumento na expressao de mtor nos grupos Dpvd+Cplt e Dpvd+AA comparado ao grupo
Dpvd. A expressao de rps6kbla também aumentou no grupo Dpvd+Cplt comparado ao grupo
Dpvd e no grupo Dpvd+AA em relacdo aos outros grupos experimentais. Considerando os
genes catabdlicos, houve diminui¢éo na expressédo de mafbx e fbxo25 nos grupos Dpvd+Cplt e
Dpvd+AA comparado do grupo Dpvd. Além disso, observamos um aumento na expressdo de

myod nesses mesmos grupos ao final do periodo experimental (Figs. 23, 24 e 25).

Anabolism

mm Dpvd
3 Dpvd+Cplt
Em Dpvd+AA

mRNA relative expression
(Fold Change - RQ)

igft mtor ragcc rps6kb1ia

Fig. 23. Expressao de genes envolvidos nas vias de anabolismo nos grupos Dpvd, Dpvd+Cplt
e Dpvd+AA. Letras diferentes indicam diferencas significativamente estatisticas entre 0s

grupos. Dados representados em média + DP. Teste de ANOVA one-way (p< 0,05)
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6. Discussdo

O tecido muscular esquelético é composto majoritariamente de proteinas. Além de
exercerem funcdes estruturais e contrateis, em situacdes de restricdo alimentar, as proteinas
podem ser degradadas e utilizadas como fonte de aminoacidos (JOHNSTON; BOWER,;
MACQUEEN, 2011). No presente estudo, encontramos diminui¢do no diametro das fibras,
aumento na expressao dos genes catabolicos e diminuicdo de genes anabdlicos nos animais
submetidos ao jejum. Apds um curto periodo de realimentacdo (6 horas), houve um aumento
na expressao de genes anabdlicos e miogénicos nos animais com maior suplementacdo de AA
(grupo H-AA). Aos 15 dias, houve diminuigédo geral na expressao dos genes no grupo L-AA,
além de recuperacdo no diametro das fibras e aumento na expressdo dos genes miogénicos no
grupo H-AA. Ao final do periodo de realimentacdo, apenas o grupo H-AA apresentou
recuperacdo no diametro das fibras musculares, alem de melhora do metabolismo oxidativo
(aumento na expressdo de pgcla) € aumento na expressdo de myod. Além disso, a maior
suplementagdo com AA promoveu diminuicdo na atividade da enzima antioxidante catalase.

Periodos de jejum compreendem parte da vida de diversas espécies de peixes e podem
ocorrer devido a diferentes condi¢des, como migracao, reproducdo e contextos de escassez de
alimentos. A mobilizacao de reservas metabolicas permite que os animais sobrevivam frente a
esse desafio (NAVARRO; GUTIERREZ, 1995). No presente estudo, os animais submetidos
ao jejum apresentaram perda de massa muscular representada pelo aumento da frequéncia de
fibras pequenas (classe 10-20 um) e diminui¢do das maiores fibras (classe >40 pum). Além
disso, esses animais tiveram diminui¢cdo no comprimento e peso corporal, 0 que demonstra 0s
efeitos do jejum no organismo como um todo. A perda de massa muscular, representada por
essas mesmas caracteristicas, também foi observada em outras espécies de peixes como tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) juvenis submetidos a 5 dias de jejum (NEBO et al., 2013),
em Ctenopharyngodon idellus submetidos a 14 dias de jejum (XU et al., 2019), em pacus no
estagio larval submetidos a 15 dias de jejum (LEITAO et al., 2011) e juvenis submetidos a 30
dias de jejum (KUNIYOSHI et al., 2019). Alem disso, Pleuronectes platessa submetidos a 4
meses de jejum, apresentaram diminuicdo no diametro das fibras e vesiculas similares a
lisossomos no tecido muscular, indicando a ocorréncia do processo de atrofia muscular em
decorréncia dessa situacdo (JOHNSTON, 1981).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre normalmente em
organismos aerdbicos principalmente devido ao metabolismo mitocondrial e, quando em altas
concentracdes, essas moléculas podem ocasionar danos celulares (revisado por TURRENS,

1997). Situacdes de restricdo de nutrientes desencadeiam um aumento na producédo de ROS,
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caracterizando um processo de estresse fisiologico (RODRIGUEZ-VARGAS et al., 2012), o
que pode levar a inibicdo do crescimento muscular. A vitamina C, ou sua forma reduzida, o
acido ascorbico, é considerada um dos mais efetivos agentes antioxidantes, podendo inibir
uma série de moléculas danosas aos organismos (COMBS; MCCCUNG, 2017). Esse
composto pode prevenir diferentes reacbes maléficas como a peroxidacdo de lipideos,
situacdo que desestrutura membranas celulares; alem de contribuir para a prevengdo da
oxidacdo de proteinas e do DNA, contribuindo para a estabilidade celular. Sua suplementacéo
tem se mostrado vantajosa em diferentes espécies de peixes, incluindo o pacu. Nessa espécie,
a suplementagdo com AA promoveu uma melhora na cicatrizagio da pele (MORAES et al.,
2003), na resposta inflamatoria (BELO et al., 2012) e na resisténcia parasitaria (MARTINS,
1998). Em concordancia, experimentos com mioblastos de pacu realizados em nosso
laboratorio, demonstraram que o AA estimula o processo de migracéo e proliferacdo celular
apos situacdo de estresse fisiologico, etapas importantes durante o crescimento muscular
(DURAN et al., 2019). No presente estudo, ap0s a retomada da alimentacdo, aos 15 dias,
observamos que 0s animais que receberam a maior dosagem de AA (grupo H-AA)
apresentaram um padrdo de distribuicdo de fibras nas classes de diametro semelhante ao
grupo C, enquanto os grupos L-AA e B-AA permaneceram com um padrdo de distribuicdo
semelhante ao encontrado durante o periodo de jejum, com maior frequéncia de fibras nas
menores classes e menor frequéncia nas maiores classes. Acreditamos que a maior
suplementacdo de AA tenha exercido uma funcdo antioxidante, promovendo condicdes
favoraveis para que a retomada do crescimento muscular nesse grupo fosse acelerada apos o
restabelecimento da nutricdo. Ainda, é possivel que nos grupos L-AA e B-AA essa resposta
tenha sido tardia, sendo necessarios 30 dias de realimentacdo para que se igualassem ao grupo
C na classe de menor diametro, embora ao final da realimentacdo apenas o grupo H-AA tenha
sido similar ao grupo C considerando a classe de maior didmetro (> 40um).

Além de ser um potente antioxidante, o AA também atua como um cofator em
diferentes etapas da biossintese de colageno (MURAD et al., 1981). A auséncia desse
composto resulta em uma série de anomalias em peixes, afetando principalmente o
desenvolvimento 0sseo e das branquias, particularmente nas fases iniciais de desenvolvimento
(revisado por DARIAS et al., 2011). O colageno € uma das principais moléculas que compde
a matriz extracelular (MEC) do tecido muscular, que por sua vez impacta diretamente na
transmissdo de forca, manutencdo e reparo desse tecido (GILLIES; LIEBER, 2011). Em
peixes, a proporcao entre a quantidade de colageno e proteinas estruturais no tecido muscular

ainda influencia na textura e maciez do produto final (revisado por JOHNSTON, 1999;
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LISTRAT et al., 2016). Considerando essa relacdo, avaliamos se a suplementagdo de AA
impactaria na producdo de colageno na musculatura esquelética, considerando os resultados
das analises morfologicas, os periodos de jejum e realimentagdo ndo impactaram
significativamente na quantidade de colageno na musculatura dos animais. Essa caracteristica,
em conjunto com a recuperacdo no didmetro das fibras no grupo H-AA, indica que a
suplementacdo com AA durante esse periodo promoveu a recuperagdo no diametro das fibras
musculares sem impactar na estrutura da MEC desse tecido.

Em relacdo as enzimas antioxidantes, a baixa atividade da enzima Cat apés a
realimentacdo reforca nossa hip6tese dos impactos do AA no estabelecimento de condi¢es
favordveis ao crescimento muscular. Enzimas antioxidantes como Cat e GPx atuam na
neutralizacdo de ROS, transformando-os em moléculas ndo reativas (revisado por BIRBEN et
al., 2012). Nesse sentido, € possivel que a baixa atividade da enzima Cat apds 6 horas de
realimentacdo nos grupos B-AA e H-AA, seja reflexo da neutralizacdo das ROS pelo AA,
uma vez que a quantidade de substrato impacta diretamente na atividade enzimatica
(NELSON; COX, 2014). Ainda, podemos observar a manutencdo da baixa atividade dessa
enzima aos 30 dias de realimentacdo no grupo H-AA, indicando a manutencdo dos efeitos
antioxidantes desse antioxidante ao longo do periodo experimental. Em relacéo a atividade de
GPx, acreditamos que o fator extrinseco que teve maior influéncia foi a retomada da
alimentacdo, uma vez que sua atividade se manteve em valores similares entre os grupos que
receberam diferentes quantidades de AA. O aumento na atividade dessa enzima em situacGes
de realimentacdo também foi observado por HIDALGO et al., 2017, no musculo esquelético
de Umbrina cirrosa, indicando um estimulo ao sistema antioxidante com o restabelecimento
dos fatores nutricionais adequados ao crescimento.

Quando em situacdo de restricdo alimentar os peixes podem reduzir 0s gastos
energéticos através da diminuicdo da atividade locomotora, mantendo apenas as atividades de
sustentacdo basal, o que resulta numa diminuicdo do metabolismo como um todo (revisado
por ALI; NICIEZA; WOOTTON, 2003). No presente estudo, a ndo mobilizacdo das enzimas
antioxidantes nos animais submetidos ao jejum, pode ser reflexo da baixa atividade
metabdlica durante esse periodo, possivelmente como uma estratégia para manutencdo das
reservas energéticas e diminuicdo da producdo das ROS. A ndo alteracdo na atividade de
enzimas antioxidantes durante o jejum também foi observada na musculatura de Umbrina
cirrosa, embora nesse mesmo periodo os niveis de malondialdeido, um marcador de estresse

oxidativo, tenha aumentado nesses animais, levantando a hipétese de que possa ter acontecido
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uma possivel falha do sistema antioxidante e combate as ROS frente a esse desafio
(HIDALGO et al., 2017).

O fenotipo muscular sofre forte influéncia da expressao de genes relacionados a vias
de sintese e degradacdo proteica, que por sua vez tem sua expressdo modulada por fatores
intrinsecos e extrinsecos aos organismos (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). No
presente estudo, o periodo de jejum impactou diretamente na expressdo dos componentes
dessas vias, tanto estimulando significativamente genes envolvidos com processo de
catabolismo quanto reduzindo a expressdo de genes relacionados aos processos de miogénese
e anabolismo muscular. O perfil de alteracdo transcricional apresentado pelos animais do
grupo F, possivelmente contribuiu para sua manutencdo frente a esse desafio por meio da
disponibilizacdo de aminoacidos via degradacdo proteica (JOHNSTON; BOWER,;
MACQUEEN, 2011; PAULA et al., 2017) e reducdo de gastos energéticos com a sintese de
proteinas. Essa estratégia de sobrevivéncia durante periodos de jejum foi observada em
diferentes espécies de peixes como pacus em fases iniciais de desenvolvimento (MARECO et
al., 2015), salmédo do Atlantico (TACCHI et al., 2012; VALENTE et al., 2012) e truta arco-
iris (RESCAN et al., 2007), representando uma estratégia para maximizar as chances de
sobrevivéncia em situacGes ambientais adversas como a restricdo alimentar. Alem disso, o
aumento na expressao de pcgla, um importante estimulador da biogénese mitocondrial,
observado no grupo F, pode representar uma alternativa para maior producdo de ATP
mitocondrial, reforcando nossa hipdtese de maximizacdo energética para manutencdo da
atividade metabolica basal e sobrevivéncia durante esse periodo. Resultados similares foram
demonstrados em outros trabalhos avaliando a expressdo desse gene no musculo esquelético
de peixes em situacdes de jejum e realimentacdo (FUENTES et al., 2013c; PAULA et al.,
2017), corroborando os dados encontrados no presente estudo.

No inicio do periodo de realimentacdo, embora a expressao de igfl e mtor, genes
chaves na via de sintese de proteinas, ndo tenha apresentado alteracdo, encontramos um
aumento na expressao de componentes associados a essa cascata de sinaliza¢cdo nos animais
com maior suplementacdo de AA, grupo H-AA.

O gene Rragc participa da formacdo do heterodimero RagA/RagB - RagC/RagD, que
na presenca de aminoacidos pode estimular a atividade do complexo MTORCL, alocando-o
proximo a membrana lisossomal. Nessa situacdo, sinais estimulatorios sdo enviados a esse
complexo promovendo a sintese proteica (revisado por HUANG; FINGAR, 2014). Nesse
sentido, o silenciamento de genes ortélogos de RagB e RagC em células de Drosophila

cultivadas na presenca de aminoacidos, levou a diminuicdo na fosforilacdo de alvos do
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complexo Mtorcl (SANCAK et al., 2008). Além disso, células HEK-293T com proteinas
RAG silenciadas, apresentaram falhas na mobilizacdo intracelular de MTORCL, refor¢ando o
papel dessas proteinas na mediacdo da resposta frente ao estimulo por aminoacidos
(SANCAK et al., 2008). Um outro componente dessa via de sinalizacdo, o IGFBP5, também
atua estimulando os processos anabolicos, podendo concentrar IGF1 préximo ao seu sitio de
ligacdo, aumentando as possibilidades de interacdo ligante-receptor e potencializando as a¢oes
desse fator de crescimento (JONES et al., 1993). O aumento na expressdo de igfbp5
concomitante ao aumento na atividade de fatores anabolicos como Igfl e Mtor foi encontrado
em células musculares de salmdo do Atlantico submetidas a restricio e posterior
suplementacdo de aminoacidos (BOWER; JOHNSTON, 2010a). Essa correlagdo entre igfl e
igfbp5 também foi observada apds a realimentacdo em salmdo do Atlantico (BOWER,;
JOHNSTON, 2010b), truta arco-iris (GABILLARD; KAMANGAR; MONTSERRAT, 2006)
e Paralichthys adspersus (FUENTES et al., 2015).

No presente estudo, o aumento na expressdo de igfbpS e rragc pode estar
positivamente relacionado ao aumento da atividade de seus alvos e, em consequéncia no
aumento da expressdo de rps6kbla, também chamada de p70S6K, uma quinase ribossomal
que atua na sintese proteica e um dos principais alvos do complexo MTORCL1 (revisado por
GLASS, 2005). Considerando a atuagdo dessas moléculas, 0 aumento na expressdo dos genes
igfbp5, rragc e rpsékbla no grupo H-AA, pode indicar uma rapida resposta ap6s a retomada
da alimentacdo e um estimulo a sintese de proteinas nesses animais em comparagao aos outros
grupos realimentados.

A ingestdo alimentar em conjunto ao aumento da atividade de processos anabolicos
podem desestimular a expressdo de genes catabdlicos no tecido muscular (revisado por
JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). O curto periodo de realimentacao (6 horas) ndo
foi suficiente para reduzir a expressdo de mafbx. Acreditamos que isso se deve ao aumento
expressivo desse gene durante o jejum (aproximadamente 35x), sendo necessario um maior
tempo de realimentacdo para a sua regulacdo negativa. Em paralelo, considerando o menor
estimulo durante o jejum do gene murfla (aproximadamente 4x), esse curto periodo de
realimentacdo foi capaz de induzir uma diminuicdo em sua expressdo. Embora tanto Mafbx
quanto Murfl sejam classificados como E3 ubiquitina-ligases e participem do mesmo sistema
de degradacdo proteica, Murfl tem uma maior relacdo na degradacdo de componentes
miofibrilares e estruturais como as miosinas, enquanto Mafbx esta relacionado a degradacao
de Myod e ao fator de iniciacdo de traducdo, elF3f (revisado por GLASS, 2010). Sendo

assim, a diferenca na intensidade de resposta ao estimulo tanto no periodo de jejum quanto de
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realimentacdo entre esses genes pode estar relacionada aos seus diferentes alvos. Além disso,
a expressdo diferencial da E3 ubiquitina ligase fbxo25 nesse mesmo periodo, demonstra que
componentes pertencentes as mesmas vias de atuacdo podem atuar diferentemente frente ao
mesmo estimulo. O padrdo de expressdo diferencial entre os componentes do sistema
ubiquitina-proteassoma tambem foi encontrado no musculo esquelético de salmédo do
Atlantico apos jejum e realimentacdo (TACCHI et al., 2010), corroborando a resposta
diferencial desses atrogenes encontradas no presente estudo. Ainda em relacdo a murfl, a
diferenca no padrdo de expressdo de seus genes paralogos murfla e murflb no presente
estudo, destaca as diferentes respostas de genes parélogos frente as mesmas situacdes
extrinsecas (revisado por JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011).

O crescimento muscular poés-embrionario envolve a ativacao e proliferacdo das MPCs,
também chamadas de células satélites. Células satélites sao células quiescentes, localizadas na
periferia das fibras musculares, comprometidas com a linhagem miogénica, cujos
comprometimento e atividade sdo modulados pela expressdao do fator de transcrigdo, Pax7
(SEALE et al., 2000). A proliferacdo e diferenciacdo dessas células em mioblastos que, por
sua vez, podem proliferar e incorporar seus nucleos a fibras em formacdo e/ou expanséo,
contribui respectivamente para 0s processos de crescimento por hiperplasia e hipertrofia
muscular em peixes (KOUMANS et al., 1991). Em nossas analises, 0 aumento na expressao
de myod no grupo H-AA, ap6s 6 horas de realimentacdo, pode indicar um estimulo a
proliferacdo de mioblastos em resposta a alimentacdo e, possivelmente, pelo balanceamento
do status redox mantido pela maior suplementacdo do AA (COMBS; MCCCUNG, 2017). Em
concordancia, a suplementacdo com AA promoveu um aumento nas taxas de proliferagdo e
migracdo celular em células musculares de pacu isoladas, mesmo apés efeitos estressores
(DURAN et al., 2019). Ainda, no presente estudo, 0 aumento na expressao de myod vem ao
encontro ao aumento na expressdo de genes anabdlicos nesse mesmo grupo, indicando um
estimulo a proliferacdo celular e sintese proteica, processos que em sinergismo contribuem
para o crescimento muscular. A ligacdo de IGF1 ao seu receptor esta relacionada ao controle
positivo dos processos de proliferacdo celular, a partir de respostas como a inibicdo da
apoptose e inducdo mitogénica (MOMMSEN, 2001). No presente estudo, embora a expressao
de igfl ndo tenha apresentado alteracdes, 0 aumento na expressdo dos genes downstream
dessa via pode indicar uma influéncia da atividade desse fator de crescimento na expresséo de
myod. Além disso, 0 aumento na expressdo de pax7 no grupo H-AA, nesse periodo, reflete

um importante indicador da manutencdo do pool de células satélites (SEALE et al., 2000)
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mesmo com os indicios de uma maior taxa proliferativa nesses animais, fator essencial para
futuros processos de crescimento e reparo muscular.

Apos 15 dias de realimentacdo, de maneira geral, observamos uma diminuicdo na
expressdo dos genes relacionados as vias de biogénese mitocondrial, miogénese, anabolismo e
catabolismo muscular nos animais que receberam a menor dosagem de AA (grupo L-AA). A
baixa expressdo dos genes avaliados, assim como a manutencdo da maior atividade das
enzimas antioxidantes nesse grupo, pode indicar um efeito prolongado do estresse fisiologico
ocasionado pelo jejum, impactando os processos metabdlicos como um todo e a recuperagao
do tecido muscular. Nesse sentido, no musculo esquelético de Umbrina cirrosa submetidos a
jejum foi observada uma diminuicdo metabdlica generalizada associada ao aumento de
marcadores de estresse oxidativo (HIDALGO et al., 2017), em concordancia aos dados
observados em nosso estudo. Em relacdo aos grupos B-AA e H-AA, embora a expressdo de
igfl e igfbp5 tenha se mantido baixa, a expressdo dos componentes downstream dessa via
(mtor, ragcc e rpsékbla) foi similar em relacdo ao grupo C, indicando uma possivel retomada
dos processos anabdlicos no grupo B-AA e manutencdo desse processo no grupo H-AA.
Ainda, considerando que o crescimento muscular resulta do balango entre as vias de
anabolismo e catabolismo (BOWER; JOHNSTON, 2010b; JOHNSTON; BOWER,;
MACQUEEN, 2011), a baixa expressdo do atrogene murfla e a expressao de mafbx similar
ao grupo C pode indicar um desestimulo a degradacdo proteica, possibilitando um saldo
positivo aos processos anabdlicos nos grupos B-AA e H-AA durante esse periodo.

De forma interessante, a expressao de myod permaneceu elevada no grupo H-AA aos
15 dias de realimentacéo, indicando a manutencdo da maior taxa proliferativa nesses animais
mesmo ao longo do periodo experimental. A maior expressdo desse gene pode estar
contribuindo para recuperacdo do fendtipo muscular, através da “doagdo” de nucleos para
fibras em crescimento resultando no crescimento muscular por hipertrofia, como observado
pela distribuicdo de fibras nas classes de diametro. Além disso, é possivel que a diminui¢do na
expressdo de myog observada nos grupos B-AA e H-AA possa estar contribuindo para que o
processo de proliferacdo seja prolongado por um maior periodo, resultando em maiores
chances de crescimento muscular. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos com
células musculares isoladas de truta arco-iris na presenca de antocianidinas, compostos
antioxidantes, no qual houve aumento na expressdo de pax7 e maior taxa pax7/myod,
indicando um possivel atraso na progressdo do ciclo celular, embora essas células
continuassem a apresentar um comprometimento para a progressdo a diferenciacdo terminal
(VILLASANTE et al., 2016).
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Ainda, os estimulos aos fatores miogénicos no grupo H-AA foram mantidos aos 30
dias de realimentacdo. A manutencdo da maior expressao de myod concomitante com a menor
expressao de pax7 nesses animais, pode indicar um maior comprometimento com a entrada no
ciclo celular, visto que uma razdo intermediaria de células Pax7/Myod* pode indicar a
transicdo do estado quiescente para o estado de proliferacdo celular (CHAPALAMADUGU et
al., 2009; OLGUIN et al., 2007). Em concordancia, a manutencdo da baixa expressédo de myog
reforca nossa hipdtese do aumento do estagio proliferativo dos mioblastos nesse grupo. Além
disso, encontramos também um aumento expressivo do gene pgcla, indutor da biogénese
mitocondrial nesses animais. Em células animais, a mitocéndria é considerada o principal
sitio de producdo de ROS (TURRENS, 1997). No presente estudo, 0 aumento expressivo de
pgclo em conjunto com a diminuicdo da atividade da enzima Cat nesse mesmo periodo, pode
indicar que a maior suplementacdo de AA, a partir de sua acdo na neutralizacdo das ROS,
pode estar propiciando um microambiente favoravel a producdo energética, possibilitando
melhores condic¢Bes para o crescimento, como observado também pela recuperacdo das fibras
de maiores didmetros somente nesse grupo.

A prote6lise € um processo que ocorre mesmo em situacdes normais aos organismos,
sendo importante para a funcdo muscular e turnover proteico (revisado por BONALDO,;
SANDRI, 2013). Camundongos submetidos ao procedimento de ablacdo do musculo
sinergista apresentaram aumento nas taxas de crescimento muscular associado ao aumento na
atividade do sistema proteassoma. Quando submetidos ao silenciamento de Mafbx, esses
animais apresentaram uma diminuicdo no crescimento muscular, indicando a atuacao desse
atrogene na remodelagéo e crescimento muscular (BAEHR; TUNZI; BODINE, 2014). Nesse
sentido, 0 aumento na expressdo de mafbx no grupo H-AA aos 30 dias de realimentagéo
também pode estar contribuindo para a manutencdo do processo de hipertrofia muscular
através do turnover proteico muscular nesses animais.

Ainda considerando o final do periodo experimental, o grupo L-AA inesperadamente
apresentou similaridades ao grupo H-AA em relacdo a expressao génica. Quando em restricéo
de nutrientes como carboidratos, lipideos e proteinas, 0s peixes podem apresentar um
comportamento de maior ingestdo alimentar como estratégia para suprir as necessidades
energéticas do composto ausente ou em baixa concentracdo em sua dieta (ABIMORAD;
CARNEIRO, 2007; ALI; NICIEZA; WOOTTON, 2003; JOBLING et al., 1994). O maior
consumo alimentar durante a realimentacdo em animais submetidos a periodos de jejum,
processo denominado hiperfagia, pode resultar na recuperacdo de parametros como peso,
comprimento e do tecido muscular (ALI; NICIEZA; WOOTTON, 2003; KUNIYOSHI et al.,
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2019). De fato, um maior consumo alimentar foi observado em pacus com alimentacdo
deficiente em vitaminas C e E, porém a maior ingestdo alimentar ndo resultou em melhoras
nos parametros de crescimento na auséncia dessas vitaminas (GARCIA et al., 2011). Sendo
assim, é possivel que a expressdo génica nos animais do grupo L-AA possa estar relacionada
ao maior consumo alimentar nesse periodo. Embora no protocolo experimental aplicado neste
estudo a oferta alimentar tenha sido similar entre os grupos, o consumo alimentar em si nao
foi mensurado, o que pode ter influenciado no padrdo de expressdo génica desses animais,
porém sem resultar diretamente na recuperacdo do didmetro das fibras musculares. Nesse
sentido, possivelmente a semelhanca nos parametros consumo alimentar e niveis de AA nos
grupos C e B-AA, pode ter influenciado nos resultados similares de expressdo génica entre
esses grupos, embora esse cenario também ndo tenha possibilitado a recuperacdo do diametro
das maiores fibras musculares durante a realimentacdo no grupo B-AA.

Em nossas analises in vitro, observamos que os miotubos mantidos em meio de
restricdo de nutrientes, grupo Dpvd, apresentaram uma redugdo em seu diametro, baixas taxas
de migracéo celular e atividade de enzimas antioxidantes, aumento na expressdo de genes
catabolicos e diminuicdo na expressdo de genes anabolicos e miogénicos. Esses dados
corroboram o0s nossos resultados observados in vivo, reforcando o perfil de resposta
proteolitico e estressor da restricdo de nutrientes. Apds o restabelecimento das condicdes de
crescimento adequadas, o grupo Dpvd+Cplt apresentou um aumento no diametro das células,
acompanhado por um aumento na expressao de genes anabolicos e miogénicos (mtor,
rpsékbla e myod), diminuicdo de genes catabolicos e maiores taxas de migragédo celular em
relagdo ao grupo Dpvd. A baixa fosforilagdo e ativacdo de enzimas anabdlicas seguida por
posterior ativacdo e aumento em sua atividade na presenca de aminoécidos também foi
observada em mioblastos isolados de salmédo do Atlantico (DE LA SERRANA; JOHNSTON,
2013). Em concordancia, um aumento na expressdo de componentes anabdlicos como Igfl e
seus alvos downstream na presenca de aminodcidos também foi detectado em células
musculares isoladas de Sparus aurata (VELEZ et al., 2014) e salméo do Atlantico (BOWER,;
JOHNSTON, 2010a), indicando a retomada do metabolismo celular e estimulo aos processos
de crescimento, a partir da mobilizacdo das vias anabodlicas e miogénicas pelos componentes
presentes no meio de cultivo celular, como os aminoacidos.

Embora o estabelecimento das condigdes ideais de crescimento tenha promovido um
estimulo aos processos anabolicos e hipertrofia dos miotubos (grupo Dpvd+Cplt), as células
suplementadas com AA tiveram o maior diametro entre os grupos avaliados, maior expressdo

de igfl, rps6kbla e myod e maior atividade da enzima GPx. Dados similares foram
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observados por nosso grupo de pesquisa em mioblastos isolados de pacu suplementados desde
0 inicio do cultivo celular com AA, apresentando um aumento na expressao de myog e mtor
mesmo quando comparado as células em condi¢Ges normais de crescimento (DURAN et al.,
2019). Em conjunto esses resultados indicam que embora a presenca dos nutrientes presentes
no meio de cultivo seja importante e necessaria para a recuperacao do fenotipo e metabolismo
das células musculares, a suplementacdo de AA pode promover condi¢cdes que favoregam
ainda mais o restabelecimento da homeostase celular e para que a resposta frente a esse
desafio ocorra de forma rapida e efetiva. Ainda, a partir de nossos dados de migracéo celular,
podemos observar que a resposta primaria a suplementagdo de AA foi o estimulo ao
anabolismo e hipertrofia das células em detrimento & migragdo celular, processo que foi mais
acentuado nas células que ndo receberam esse composto (grupo Dpvd+Cplt). Além disso,
nossos dados indicam que a suplementacdo de AA pode afetar diretamente a recuperacdo de
celulas musculares submetidas a tratamentos estressores, corroborando os resultados

encontrados in vivo.

7. Conclusdes

Em conjunto, nossos dados indicam que a suplementacdo de &cido ascorbico nos
momentos iniciais apo6s o jejum, pode auxiliar no répido estabelecimento de condicdes
benéficas ao crescimento, tanto atenuando os efeitos desfavoraveis causados por essa
situacdo, quanto mantendo um ambiente que favoreca a producdo energética necessaria a
recuperacdo muscular. Os baixos niveis desse antioxidante durante o inicio do processo de
realimentacdo, impactam negativamente o restabelecimento da homeostase metabolica nesse
tecido e, em consequéncia, o crescimento muscular. Ainda, esse protocolo pode afetar
diretamente células musculares isoladas. Esses resultados podem representar uma estratégia
em situacdes de estresse nos sistemas de aquicultura, para que ocorra uma rapida recuperagédo
muscular em peixes, diminuindo os possiveis gastos decorrentes desse processo e aumentando

0s lucros nos sistemas de produgéo.
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