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RESUMO

O pacu é um peixe bastante difundido na aquicultura, pois apresenta qualidades desejaveis como a rapido
crescimento. O exercicio pode ser um estimulo para promover crescimento e hipertrofia muscular,
entretanto, pode produzir espécies reativas do oxigénio (ROS). O resveratrol possui varias acdes
bioldgicas como a atividade antioxidante e modifica a atividade de varias vias de sinalizacdo celular. As
propriedades antioxidantes do resveratrol podem reduzir a degradagdo das proteinas e potencialmente
aumentar a taxa de crescimento. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do resveratrol no crescimento
muscular de alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus), submetidos ao exercicio natatorio. Foram
constituidos 04 grupos experimentais: Controle (C), Controle Exercicio (CE), alimentados com ragdo
Padrdo/Referéncia e Resveratrol (R), e Resveratrol Exercicio (RE) alimentados com ragdo formulada e
suplementada com resveratrol (0,06% de inclusdo), por 30 dias. Fragmentos de musculo branco foram
retirados ao zero, trés, sete e trinta dias e processados para as andlises morfolégica, morfométrica,
bioquimica e molecular. O peso e comprimento dos animais do grupo RE foi maior no final do
experimento (30 dias). A morfologia das fibras musculares mostrou-se normal em todos os grupos e em
relagdo a distribuicdo das fibras em classes de didmetro (<20, 20-40, 40-60 e >60um), aos 7 dias,
considereo-se a classe <20, o grupo CE apresentou menor frequéncia de fibras nessa classe comparada
ao grupo C. Na classe 20-40p, o grupo C apresentou maior proporcao de fibras nessa classe comparada ao
grupo R. Na classe 40-60y, o grupo R apresentou maior frequéncia do que o grupo C. Na classe >60, 0
grupo CE apresentou maior proporcdo de fibras comparado com o grupo C. Em relacdo & expressao
génica dos marcadores de miogénese (Myod e MyoG), 3 dias apds o inicio do experimento, o nivel de
expressdo do gene Myod mostrou aumento no grupo RE em relagéo ao grupo C. Aos 7 dias, os grupos R e
RE apresentaram aumento na expressdo da Myod em comparacédo aos grupos C e CE, respectivamente.
A expressdo da MyoG, aos 3 e 7 dias, foi maior no grupo R em relagdo ao grupo C. Em relacdo a
expressdao do mRNA dos genes envolvidos com o anabolismo (igf-1, PI3K e mTOR), aos 3 dias, a
expressdo do igf-1 foi maior no grupo RE em relacdo ao grupo R. Aos 7 dias, o grupo RE apresentou
aumento na expressdo do igf-1 em comparagdo aos grupos CE e R. Aos 3 dias, 0s niveis de expressdo do
gene PI3K foi maior nos grupos R e RE comparados aos grupos C e CE, respectivamente; j4, aos 7 dias,
houve uma inversao na expressdo desse gene e nos grupos R e RE, a expressdo foi menor comparado aos
grupos C e CE, respectivamente. A expressdo do gene mTOR mostrou variagdo somente aos 7 dias. Nos
grupos R e RE, a expressao foi maior em comparacéo aos grupos C e CE, respectivamente. No grupo CE,
0 nivel de expressdo foi menor comparado com o grupo C. Em relagéo a expressdo dos genes envolvidos
com metabolismo (SDHA e PGC1-a), aos 7 dias, observou-se um aumento nos niveis de expressdo do
gene SDHA no grupo RE comparado aos grupos CE e R. O grupo R apresentou uma expressdo maior
comparado ao grupo C. Em relacdo ao gene PGCla, os niveis de expressdo aos 3 dias, foi maior nos
grupos CE e R comparado aos grupos C e RE, respectivamente. Aos 7 dias, os grupos C e CE
apresentaram niveis de expressdo maior comparado aos grupos R e RE, respectivamente. O grupo CE
apresentou maior expressdo desse gene comparado ao grupo C. Os genes envolvidos com o catabolismo
(FBXO25 25 e Murfla), aos 3 dias, os niveis de expressdo do gene Murfla, foi maior no grupo C
comparado ao grupo R; aos 7 dias, a expressdo do Murfla foi maior no grupo C comparado aos grupos
CE e R. A expressdo do gene FBXO25, aos 3 dias, foi maior no grupo C comparado ao grupo R. Aos 7
dias, o nivel de expressdo desse gene foi maior no grupo CE comparado ao grupo RE. Aos 7 dias, 0
grupo CE mostrou uma diminuigdo da atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT), comparada com
o grupo C. O grupo RE mostrou atividade CAT menor do que o grupo R o qual foi semelhante ao grupo
C. A atividade da enzima Sddio Dismutase (SOD), aos 7 dias, foi menor no grupo CE comparada aos
grupos C e RE. Sugerimos que o resveratrol foi eficiente na prevencao da formagdo de espécies reativas
de oxigénio no musuclo esquelético do pacu, submetido ou ndo ao exercicio natatério. Esse fato
possivelmente favoreceu o aumento no nivel de expressdo de genes miogénicos, anabolizantes e
metabdlicos e a diminuicdo na expressdo de genes catabdlicos. Notavelmente, todas essas mudangas
ocorreram junto com um aumento na massa muscular.

Palavras chave: Musculo esquelético, Peixe, Antioxidantes, Exercicio, Anabolismo, Catabolismo
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ABSTRACT

The pacu (Piaractus mesopotamicus) is a tropical fish with important economic value to aquaculture due
to the high speed of growth. Exercise can be a powerful stimulus to promote muscle growth e
hypertrophy, however, it may promote oxidative stress with the production of reactive oxygen species
(ROS) e e modifies the activity of several cell signaling pathways. The antioxidant properties of
resveratrol can reduce protein degradation e potentially increase the rate of growth. The aim of our study
was to evaluate the effect of resveratrol on muscle growth of pacu (Piaractus mesopotamicus) submitted
to swimming exercise. Four experimental groups were used: Control (C), Control Exercise (CE) fed with
steard/reference diet e Resveratrol (R), e Resveratrol Exercise (RE) fed with diet formulated e
supplemented with resveratrol (0.06% inclusion ), for 30 days. White muscle samples were removed at
zero, three, seven e thirty days e processed for morphological, morphometric, biochemical e molecular
analyzes. The weight (g) e length (cm) of the RE animals were higher at the end of the experiment (30
days). Muscle fibers morphology was normal in all groups. At 7 days, the distribution of muscle fiber in
diameter classes (<20, 20-40, 40-60 e> 60um) showed that, considering the class < 20p, CE group had a
lower fiber frequency compared to C group. In the class 20-40p, C group presented a higher proportion of
fibers compared to R group. In the class 40-60u, R presented higher frequency than C group. In the class
>60u, CE group presented a higher fibers frequency compared to C group. There was an increase in the
expression level of the myogenic marker Myod at 3 days in the RE compared to the C group. At 7 days,
the R e RE groups showed an increase in Myod expression compared to the C e CE groups, respectively.
MyoG expression at 3 e 7 days was higher in group R than group C. Regarding mRNA expression of
genes involved with anabolism (igf-1, PI3K e mTOR) at 3 days, the igf-1 level was higher in the RE than
in the R group. At 7 days, the RE group showed increased igf-1 expression compared to the CE e R
groups. At 3 days, the expression levels of PI3K gene was higher in the R e RE compared to C e CE
groups, respectively; at 7 days, there was a reversal in the expression of this gene; in the R e RE groups,
the expression level was lower compared to the C e CE groups, respectively. Gene expression of the
mTOR gene showed variation only at 7 days. In the R e RE groups, the mTOR gene expression was
higher in comparison to C e CE groups, respectively. Considering the catabolic genes (Murfla e
FBX025), at 3 days, the expression levels of Murfla was higher in C compared to R group; at 7 days,
Murfla expression was higher in C compared to the CE e R groups. At 3 days, FBXO25 gene expression
was higher in C compared to R group. At 7 days, the expression level of this gene was higher in the CE
compared to the RE group. Regarding the mRNA expression of the genes involved with metabolism
(SDHA e PGC1a), at 7 days, an increase in SDHA gene expression levels in the RE compared to the CE e
R groups was observed. The R showed a higher expression compared to the C group. In relation to the
PGCla, the expression levels, at 3 days, were higher in the CE e R groups compared to the C ¢ RE
groups, respectively. At 7 days, C e CE groups presented increased expression levels compared to R e RE
groups, respectively. CE showed higher expression of this gene compared to C group. At 7 days, CE
group showed a decrease in the activity of the Catalase (CAT) enzyme compared to C group. RE group
showed lower CAT activity than the R group, which was similar to the C group. The enzyme activity
Sodium Dismutase (SOD), at 7 days, was lower in the EC compared to C e RE groups. Our results
suggest that resveratrol was efficient in preventing the formation of reactive oxygen species in skeletal
muscle, with a positive effect on muscle growth in Pacu fingerlings submitted to swimming exercise.
There was an increase in the expression level of myogenic, anabolic e metabolic genes e a decrease in the
expression of catabolic genes. Notably, all of these changes occurred along with an increase in muscle
mass.

Key-words: Skeletal Muscle, Fish, Antioxidants, Exercise, Anabolism, Catabolism
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1. INTRODUCAO

1.1. Organizacgdo da musculatura natatoria dos peixes

O masculo natatorio dos peixes teledsteos, compreendendo a aproximadamente
70% da massa total do corpo, € constituido por unidades rearranjadas em série, 0s
midmeros (Bone, 1978). Eles sdo separados uns dos outros por uma camada de tecido
conjuntivo, os miosseptos pelos quais a forga de contracédo da fibra muscular miotomal
é transmitida, para o esqueleto axial e nadadeira caudal, resultando na ondulacdo do
corpo e propulsdo para frente (Videler 1993, apud Sanger e Stoiber, 2001).

Cada miémero contém uma regido superficial de forma de cunha disposta
diretamente abaixo da linha lateral, nas quais as fibras musculares correm paralelas ao
eixo do corpo, e uma parte profunda na qual as fibras musculares estdo arranjadas em
uma forma helical, formando angulos em torno de 40° (Figura 1).

Os mdasculos locomotores de todos os grupos de peixes sdo altamente
especializados para reunir a ampla gama de producdo de forca, que é requerida do
sistema muscular durante a locomocdo em velocidade que pode ser mantida por tempo
indefinido, e também em alta velocidade de curta duracdo. A musculatura é constituida
por diferentes tipos de fibras musculares e essas diferentes fibras musculares séo
destinadas a operar em diferentes sequéncias ondulatérias (Rome et al, 1988).

Fibras Vermeihas

A - Fibras Brancas Vg
o’ - e V4
A e < Vs

s X ’.f

Figura 1. Diagrama esquematico do arranjo das fibras musculares dentro do midmero de teledsteos: (A)
vistas dorsal e lateral, (B) secdo transversal, (C) vista lateral de trés miémeros do meio do corpo do
animal. (Adaptado: Sanger e Stoiber, 2001).

A organizacdo muscular encontrada em peixes teledsteos segue 0 seguinte
padrdo: a maior parte da musculatrua consiste de fibras musculares brancas (rapidas e

glicoliticas). A musculatura vermelha esta localizada na regido superficial,
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principalmente, na regido proxima da linha lateral. Essa musculatura € formada por
fibras musculares vermelhas (lentas e oxidativas). Entre as duas musculaturas, observa-
se uma camada de fibras intermediarias, com fibras apresentando caracteristicas
intermediarias entre as musculaturas branca e vermelha (Van Raamsdonk et al., 1978,
1980; Johnston, 1981) . A cor do masculo € indicativa do grau de vascularizacdo de
cada tipo de fibra e 0 musculo vermelho aparece escuro devido seu alto conteudo de
mioglobina, densidade mitocondrial, e grande nimero de capilares em contraste aos

baixos valores desses parametros no muasculo branco (Sanger e Stoiber, 2001).

1.2. Miogénese e crescimento muscular nos peixes

A formacdo das primeiras fibras musculares esqueléticas ocorre na fase
embrionaria a partir de células precursoras miogénicas que se diferenciam em
mioblastos nos somitos. Esses mioblastos, mononucleados, sofrem mitoses e
posteriormente fundem-se uns aos outros, formando miotubos multinucleados que,
posteriormente, se diferenciam em fibras musculares maduras (Johnston, 1999).

Entre as moléculas sinalizadoras que regulam o processo da miogénese,
destacam-se os fatores transcricionais musculo especificos, os Fatores Reguladores
Miogénicos (MRFs), que controlam a ativacdo, proliferacdo e diferenciagdo dos
mioblastos. Sdo descritos quatro MRFs: myf5, myod, miogenina (miog) e mrf4 (Rescan,
2001).

A myod e o myf5 sdo conhecidos como fatores primarios na miogénese, sendo
expressos em mioblastos na fase de proliferacdo, que antecede a fase de diferenciacéo,
enquanto que a miog e o mrf4 sdo expressos em células na fase de fusdo e diferenciagéo

em fibras musculares imaturas (Megeney e Rudnicki, 1995; Watabe, 1999) (Figura 2).

Proliferagao
Diferenciacao
® T - — —>
Células precursoras T Mioblastos T Miotubo Miofibra
miogénicas
MyoD/MyfS MiogeninaMRF4

Figura 2. Esquema do processo de formagcéo das fibras musculares esqueléticas na miogénese e a acdo dos
MRFs no processo de proliferacdo (myod e myf5) e diferenciagdo (miog e mrf4) dos mioblastos a partir
das células precursoras miogénicas (adaptado: Watabe, 1999).
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Durante o processo da miogénese, alguns mioblastos permanecem como ceélulas
precursoras miogénicas indiferenciadas no tecido muscular. Essas células s&o
denominadas mioblasto adulto, células precursoras miogénicas ou células satélites e
estdo localizadas entre a lamina basal e a membrana plasmatica da fibra muscular
(Mauro, 1961; Campion, 1984). Esse tipo celular tem papel importante nos processos de
crescimento (Schultz 1996; White et al. 2010), regeneracdo (Wang e Rudnicki,2011) e
manutengdo da homeostase muscular (Blaauw e Reggiani, 2014).

Nos peixes, 0 crescimento pos-embrionario da musculatura estriada ocorre a
partir da ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo das células satélites, que sao
responsaveis pelos mecanismos de crescimento hiperplasico e hipertrofico das fibras
musculares (Koumans e Akster, 1995). Na hiperplasia, a fusdo entre as células satélites
ativadas resulta na formacéo de novos miotubos na superficie das fibras existentes, com
posterior diferenciacdo em novas fibras musculares. Na hipertrofia, as células satélites
ativadas fundem-se com fibras musculares existentes, aumentando o nimero de nacleos
para maior sintese de miofibrilas, levando assim ao aumento na area da fibra muscular
(Koumans e Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001) (Figura 3).
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@® . . . .
L Proliferacdo | Hiperplasia
L J L J
Células Fatoresde Miogenina, MRF4
satélites crescimento
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Diferenciagao

Tis)
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crescimento

Figura 3. Esquema mostreo as células satélites e os mecanismos de crescimento muscular nos peixes. As
células satélites se proliferam através da ativacdo da myod e myf5 e com a expressdo da miogenina e do
mrf4, os mioblastos se diferenciam formando novos miotubos, contribuindo para o crescimento
hipertrdfico e hiperplasico do misculo esquelético. (Adapatado: Johnston, 1999).

Durante o crescimento hiperplésico e hipertréfico da musculatura, € observada a

retomada dos eventos ocorridos durante a miogénese e as contribuicdes relativas da
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hiperplasia e hipertrofia para o crescimento muscular sdo variaveis, dependendo da
espécie, fase de crescimento e tipo de musculo (Dal Pai et al., 2000; Johansen e
Overturf, 2005; Aguiar et al., 2005; Almeida et al., 2008, 2010).

1.3. Catabolismo muscular

O processo de crescimento bem como a manutencdo do fendtipo muscular, é
controlado pelo balanco entre a ativacdo ou inibicdo de vias de sinalizacdo, que
controlam a atividade das vias catabolicas e anabdlicas na musculatura estriada
esquelética (Bonaldo e Sandri, 2013; Johnston et al., 2011). Na aquicultura, muitos
estudos tém como foco principal a maximizagdo do processo de sintese proteica durante
o crescimento muscular, fato que pode ser obtido pelo aumento da taxa de sintese e
diminuicdo da degradacéo proteica (Wilson et al., 2015).

O catabolismo proteico muscular € um mecanismo que ocorre normalmente para
a manutencdo do turnover proteico normal do musculo (Sartorelli e Fulco, 2004), na
sarcopenia e caquexia (Sakuma e Yamaguchi, 2012) e também pode ocorrer sob a
influéncia de varios fatores intrinsecos e extrinsecos, como a temperatura, a
disponibilidade de alimentos e a qualidade da dgua (Johnston et al., 2011; Fuentes et al.,
2012; Paula et al., 2017). SituacOes de estresse podem promover a degradacdo de
proteinas musculares, processo que ocorre principalmente pela ativacdo do sistema nédo
lisossomal ubiquitina-proteassoma (USP- Ubiquitin Specific Protease), entre as quais
destacam-se as ubiquitinas-ligases e a via relacionada com a autofagia (Seiliez et al.,
2008; Bower et al., 2010; Fuentes et al., 2012; Bonaldo e Sandri, 2013).

O sistema USP é constituido por ubiquitinas ativadoras de enzimas (E1),
ubiquitinas transportadoras de proteina (E2) e ubiquitinas de conjugacéo de enzimas (E3
ubiquitina ligases), responsaveis pelo reconhecimento, ubiquitinacdo e degradacdo de
proteinas musculares (Fuentes et al., 2012). Dentre as USPs destacam-se 0s genes que
participam do processo referentes a E3 ubiquitinas, tais como: murf, fbxo25 e mafbx
(Fuentes et al., 2012), importantes pela participacdo no controle do turnover protéico e
manutencdo da funcdo muscular (Sarbassov et al., 2005; Wullschleger et al., 2006)
(Figura 04).

Na degradacdo proteica via sistema USP ocorre a ligagdo das proteinas a serem
degradadas as moléculas de ubiquitinas (ubiquitinizacdo das proteinas), processo
mediado por enzimas E3 ubiquitina-ligases. Essas E3 catalizam a transferéncia das

proteinas de uma forma ativa da molécula de ubiquitina para uma molécula de
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ubiquitina carreadora (E2); posteriormente essas proteinas sdo carreadas até o
proteassoma 26S onde s&o degradadas (Bower e Johnston, 2010; Fuentes, et al., 2012;
Tacchi et al., 2010; Tacchi, et al., 2012).

Clevele e Evenhuis, 2010 demonstraram, em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), apos 28 dias de privacdao alimentar, um aumento nos niveis de expressdo do
gene mafbx nos musculos fast e slow, com um decrécimo nos niveis apds o periodo de
realimentacdo sem alteracdo na expressdo de fbxo25 em ambas as musculaturas, fast e
slow. Fuentes et al.,, 2012 observaram em junvenis de linguado (Paralichthys
adspersus), apos 21 dias de privacdo alimentar, um aumento na expressao de mafbx e
murfl no masculo fast e um decréscimo ap06s quatro semanas de realimentacdo. Mareco
et al, 2015, através da realizacdo do transcriptoma do musculo vermelho e branco do
pacu, realizou um estudo abrangente sobre os componentes de vias metabdlicas, de
miogénese e anabolicas. O estudo também possibilitou a avaliacdo da expressdo génica
da ubiquitina ligase E3 e de componentes da via USP, no contexto da transi¢cdo entre o
estado de jejum de 5 dias (estado catabdlico) e a saciacdo (estado anabolico).

Paula et al, 2017 demonstraram que, juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus) submetidos a privacdo alimentar por curtos periodos de tempo (10 dias)
e realimentados por 60 horas, obtiveram um aumento nos niveis dos genes envolvidos
com as vias catabdlicas, como o fbxo25, atg12 e bcl2 no masculo fast e um decréscimo
na expressao desses genes apds 6 e 60 horas de realimentacao.

A atividade dos genes catabdlicos pode ser modulada por acdes diretas ou
indiretas através da interacdo com fatores transcricionais como o pgcla (do inglés:
peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha), cofator
envolvido com a biogénese mitocondrial, como uma estratégia de suporte energético,
via aumento do nimero de mitocondrias e sintese de ATP (Fuentes et al, 2013).
Acredita-se que a manutencdo de altos niveis de pgcla durante condigdes catabdlicas
ocorra como uma possivel adaptacdo do animal na tentativa de manter os processos
metabolicos basais do tecido em situacfes de desequilibrio entre as atividades
anabdlicas e catabolicas no musculo estriado (Wende et al., 2005; Puigserver et al.,
2003).
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Figura 4. Equema das principais vias de sinalizacdo (Catabdlica - murf, foxo, atrogin-1/mafbx) e
(Anabdlica - igf-1, pi3k, akt, mtor) que controlam o fenétipo da fibra muscular (Adaptado: Bonaldo e

Sandri 2013).

1.4. Anabolismo muscular (Via de sinalizacao igf— pi3k— akt—mtor)

A via do igf-1 é uma das principais vias envolvidas no crescimento muscular
(Schiaffino et al., 2013). A interagdo do igf-1 (insulin like growth factor 1) ao seu
receptor leva a ativacao do pi3k (phosphatidyl-inositol-3 kinase), que promove a ligacao
com akt (Sandrine-threonine kinase). Que quando ativa, essa quinase leva a fosforilacédo
de mtor (mammalian target of rapamycin) que estimula a sintese proteica através da
ativacdo da proteina p70S6K (Schiaffino et al., 2013). O sistema IGF, constituido pelos
IGFs (I e I1), seus receptores e pelas proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBPs: IGF binding
proteins), é essencial para a formacdo, crescimento e manutencdo do fenotipo do
musculo esquelético (Funkenstein et al., 2006) (Figura 4).

O igf-1 esta envolvido com a regulacdo do metabolismo celular de proteinas,
lipidios, carboidratos e minerais, com a proliferacdo e diferenciacdo celular e com o

crescimento corporal (Moriyama et al., 2000). Varios tecidos, como o cérebro, musculo,
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rins e intestino produzem igf-1 localmente, embora o figado seja o sitio primario de sua
producdo, sendo responsavel pela produgdo de 75% de todo o igf-1 circulante do corpo
(Schweer et al., 1983). As funcdes do igf-1 sobre o musculo esquelético sdo bem
estabelecidas em mamiferos, sendo ja descrito o alto nivel de conservacédo das proteinas
envolvidas nessa via, entre os vertebrados. O igf-1 possui importantes acdes metabdlica
e mitogénica, e esta envolvido com a regulagdo do desenvolvimento e crescimento
muscular (Reinecke et al., 1997; Reinecke e Collet, 1998).

O igf-1 regula as vias anabdlicas do muasculo esquelético, levando ao aumento ou
manutencdo da massa muscular (Otto e Patel, 2010). O aumento da massa muscular,
pelo processo de hipertrofia pode ocorrer pela incorporacdo de ndcleos de células
precursoras miogénicas apos proliferacdo, as fibras musculares em crescimento ou em
regeneracdo (Florini et al., 1993, 1996). O igf-1 pode ativar duas principais vias de
sinalizacdo: mediada pela mapk (mitogen activated protein kinase) que promove a
proliferacdo de mioblastos, durante a miogénese, ou de células precursoras miogénicas,
durante o crescimento muscular (Halevy e Cantley, 2004); a segunda via de
sinalizacdo que pode ser ativada, € mediada pelas proteinas pi3k/akt/mtor, que
promovem a ativacdo de diferentes proteinas-alvo, resultando no aumento da sintese de
proteinas musculares levando a hipertrofia (Lai et al., 2004). A manutengdo da massa
muscular, mediada pelo igf-1, ocorre pela inibicdo das vias da atrofia muscular,

impedindo a degradacdo e a perda de massa muscular (Otto e Patel, 2010).

1.5. Resveratrol e Exercicio

Durante o metabolismo celular sdo produzidos radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (EROs) que sdo neutralizadas por um sistema de defesa antioxidante. Esse
sistema consiste de enzimas, como a catalase, superdxido dismutase, glutathione
peroxidase e varios antioxidantes ndo enzimaticos incluindo vitaminas A, E e C,
glutationa e flavondides (Urso e Clarkson, 2003). O resveratrol (RES) € um polifenol
quimicamente caracterizado como 3,5,4'-tri-hydroxystilbene presente nas sementes e
casca das uvas, vinho tinto, amoras, mirtilos e amendoim, entre outras fontes (Nieman
etal., 2012). O vinho tinto € uma das fontes naturais mais comum de resveratrol. Muitos
estudos in vivo e in vitro relataram diferentes propriedades importantes deste composto
natural. Ndo € um composto toxico, sendo facilmente absorvido e bem tolerado pelos

seres humanos (Walle et al., 2004).
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O resveratrol possui varias acdes biologicas como acdo antioxidante (Howitz et
al., 2003), efeito cardioprotetor, inibidor da atividade NF-kBeta e ativa a proteina
quinase AMPK (Dutt et al., 2015; Tian et al., 2016; Yang et al., 2016). Estudos tem
demonstrado que o resveratrol possui efeito benéfico, in vivo e in vitro, inibindo a
degradacdo proteica, atenuando assim a atrofia muscular, como demonstrado em
estudos in vitro (Wyke et al., 2004; Wang et al., 2014). Estudos in vivo demonstraram
que a suplementacdo de resveratrol atenuou a perda de massa muscular e a degradagéo
proteica em camundongos caquéticos (Wyke et al.,, 2004). Muitas evidéncias tém
indicado que esse composto tem efeitos benéficos atenuando a atrofia muscular em
condigdes como diabetes, caquexia e distrofia muscular de duchene (Chen et al., 2012;
Hori et al., 2011; Shadfar et al., 2011).

Estudos realizados em peixes examinaram os efeitos dos antioxidantes sobre o
crescimento muscular para avaliar a aplicacdo pratica desses suplementos na
aquicultura. Estes estudos indicam que a suplementacdo antioxidante em peixes tem
potencial para aumentar o crescimento, mas os efeitos sdo espécie especificos e
dependentes da dose (Darias et al., 2011). Esta visdo também € consistente com estudos
que examinaram os efeitos de produtos oxidados na dieta de peixes. A suplementacédo
dietética de 6leo de peixe oxidado mostrou aumentar o estresse oxidativo, levando a
uma diminuicdo do crescimento de peixes, como em juvenis de dourada (Gao et al.,
2012).

Segundo Wilson et al. (2015), juvenis de linguado (Paralichthys lethostigma)
suplementados com resveratrol tiveram uma diminuigdo nos marcadores de dano
oxidativo muscular e na degradacgéo de proteinas levando a um aumento no crescimento.
O estudo mostrou que o RES parece exercer efeitos antioxidantes no musculo e,
provavelmente, outros tecidos, levando a uma reducdo do dano oxidativo lipidico, uma
menor degradacéo proteica possibilite 0 0 aumento do crescimento.

H& um crescente interesse em investigar o potencial do RES para modular o
desempenho fisico e prevenir o estresse oxidativo (Dolinsky et al., 2011). Assim, alguns
autores tém demonstrado que a combinacgéo de resveratrol e exercicio melhora a fungédo
muscular, aumentando a capacidade de exercicio e a resisténcia muscular esquelética
(Yuetal., 2002; Dolinsky et al., 2012).

Em um estudo envolvendo 14 atletas, a suplementagdo com RES foi eficaz na

inibicdo da peroxidacdo lipidica causada pelo exercicio (McAnulty et al., 2013), e



20

também aumentou a expressdo de enzimas antioxidantes em células endoteliais (Spanier
et al., 2009) e masculo liso (Gu et al., 2014).

Segundo Sung et al. (2017), o tratamento com RES em camundongos com
insuficiéncia cardiaca induzida por constricdo da aorta, promove uma melhora na
performance do exercicio, o qual leva a alteracdo na composicdo da microbiota
intestinal, com melhor aproveitamento da glicose e melhora no metabolismo e funcdo
muscular. Os resultados sugerem que a suplementacdo com resveratrol pode
efetivamente melhorar a fadiga e a intolerancia ao exercicio que ocorre na insuficiéncia
cardiaca atraves desses mecanismos.

Muhammad et al.,, 2017 estudaram o efeito anti envelhecimento da
suplementacdo de RES associado ao exercicio natatorio (4 semanas) no musculo
gastrocnémio em camundongos. Os autores observaram que houve um aumento no
tempo de exaustdo nos animais dos grupos que receberam resveratrol e/ou exercicio, e 0
grupo resveratrol/exercicio apresentou maior atividade da enzima citrato sintase, indiceo
aumento da fungdo mitocondrial. Conforme os estudos de Liao et al. (2017), o
exercicio, o resveratrol e a combinagdo dos dois elementos provavelmente exercem um
efeito protetor nas vias de sinalizacdo envolvidas com a apoptose, pela ativacdo do
sistema AMPK/Sirtl, melhore a qualidade muscular e prevenindo a perda de massa
muscular no envelhecimento.

Liao et al., 2017 demonstraram que, em ratos senis, 0 exercicio aerobico de 6
semanas e a combinacdo exercicio/resveratrol promoveram a melhora na massa do
muscular no musculo gastrocnémio aumentando significativamente a forca de preensdo
relativa e massa muscular em ratos idosos. Os autores, relatam ainda que embora o
resveratrol ndo aumente a qualidade do musculo esquelético, ele poderia melhorar a
forca e preservar a morfologia muscular e que a combinacdo do exercicio/resveratrol
pode ter um efeito sinérgico nesta melhora.

O Piaractus mesopotamicus, popularmente conhecido como pacu, é encontrado
na bacia do Prata, mas sua distribuicdo estd mais concentrada nas planicies alagadas da
regido Centro-Oeste do Brasil, sendo um dos peixes mais estudados no Sul, Sudeste e
Centro-Oeste brasileiros. Possui crescimento rapido e indeterminado, com peso
variando de 1,0 a 1,5 kg no primeiro ano de criacdo, podendo, posteriormente, atingir
até 20 kg (Urbinati & Gongalves, 2005). No Brasil, o cultivo do pacu corresponde a
aproximadamente 33.5% da producdo nacional (MPA, 2013). E uma espécie que

apresenta diversas caracteristicas economicamente interessantes, como rusticidade, alta
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fertilidade, rapido crescimento, adaptacdo a alimentacéo artificial e carne saborosa, o
que contribui para o alto valor comercial que possuem para a pesca e piscicultura
brasileiras e a torna objeto de pesquisas para a melhoria de sua producao.

Vaérios estudos envolvendo a musculatura estriada do pacu tem sido realizados
no nosso laboratorio (Laboratorio de Biologia do Musculo Estriado, LBME). Esses,
envolveram a caracterizagdo morfoldgica e do crescimento muscular (Dal Pai et al.,
2000; Dal Pai-Silva et al., 2003), anélises moleculares de fatores que regulam o
crescimento muscular (Almeida et al.,, 2008; 2010), analises da expressdo de
microRNAs em diferentes fases do crescimento e em culturas primarias de mioblastos
(Duran et al., 2015) e analises globais de expressdo génica nos musculos, vermelho e
branco (Mareco et al., 2015). Estudos envolvendo a acdo de fatores extrinsecos, como
privacao alimentar seguida de realimentacdo, nessa espécie, também tem sido realizados
demonstrando que, durante o periodo de jejum, a musculatura branca é mais afetada do
que a musculatura vermelha, fato que foi observado pela anélise da expressao génica de
componentes da via do catabolismo e anabolismo muscular (Mareco et al., 2015;
Gutierrez de Paula et al., 2017).

Como a musculatura estriada esquelética, que corresponde a maior parte da
massa corporal, € uma importante fonte de proteinas para o consumo, estudos que
envolvem a caracterizagdo do crescimento muscular bem como a utilizagdo de
componentes nutricionais que atuem favorecendo positivamente o crescimento e a
plasticiade muscular sdo de extrema relevancia, tendo em vista que a taxa de
crescimento ou o0 desempenho nos peixes é um parametro importante para o sucesso da

aquicultura e esta diretamente relacionada com o ganho de massa muscular.

2. JUSTIFICATIVA

O uso de protocolos envolvendo o enriquecimento de racBes com antioxidantes
vém ganhando espaco no meio cientifico e no setor produtivo, pois acredita-se que o
cultivo de peixes, como o pacu, com esse tipo de suplementacdo pode ser utilizado na
aquicultura como estratégia alimentar para aumentar e favorecer o crescimento, e
consequentemente, diminuir os custos na produgéo pela diminuicdo do estresse.

Como antioxidantes também podem melhorar o desempenho fisico e prevenir o
estresse oxidativo, a combinacdo de resveratrol e exercicio pode melhorar a fungéo

muscular, aumentar a resisténcia e o ganho de massa muscular.
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3. HIPOTESE
A nossa hipotese é que o resveratrol potencializa o crescimento muscular em

pacus, submetidos ao exercicio natatorio.

4. OBJETIVOS
O objetivo do trabalho é avaliar o efeito do resveratrol no crescimento muscular
de alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus), submetidos ao exercicio natatorio nos
seguintes parametros;
a) A morfologia e a morfometria das fibras musculares;

b) A atividade das enzimas antioxidantes Superoxido dismutase (SOD) e Catalase
(CAT).

c) A expressdo de genes envolvidos com a miogénese (myod e miogenina (myog),
com as vias do catabolismo (fbxo25 e murfla), do anabolismo (igf-1, pi3k e
mtor) e metabolismo energético (sdha e pgcl-a).

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Pdlo Regional da Alta Sorocabana, da Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA), Presidente Prudente, SP. As
analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Biologia do Musculo Estriado
Esquelético (LBME), no Departamento de Morfologia, IBB, UNESP, Botucatu. Os
procedimentos experimentais foram realizados seguindo os Principios Eticos em
Pesquisa Animal aprovados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O protocolo do experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso
Animal (Protocolo n°® 1020-CEUA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP,
Botucatu, S&o Paulo.

Alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus) com aproximadamente 20g foram
cultivados em 2 sistemas de recirculagdo contendo 4 caixas d’agua de 0,25 m3 cada,
com filtro bioldgico e sistema ultravioleta. A densidade dos peixes foi de 80 peixes/m3.
Foi mantido um fluxo de &gua constante em cada caixa, de modo que em duas caixas

esse fluxo foi aleatério (Figura 5A). Em outras duas caixas, um fluxo direcionado de
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agua formou uma corrente circular (com forca centripeta) promovendo uma situacéo de
exercicio, forcando os peixes a nadarem contra o fluxo (Figura 5B), a uma velocidade
de 27,5 cm/s, semelhante ao utilizado por Johnston et al., 1980. O fluxo da agua,
inicialmente com velocidade de 12,7 cm/s, foi gradualmente aumentada (2,11 cm/s ao
dia) ao longo de uma semana até atingir a velocidade final de 27,5 cm/s, que se manteve

constante até o final do experimento (30 dias).
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Figura 5. Esquema do modelo de exercicio utilizado no experimento. A esquerda, vista superior dos
tanques de cultivo e a direita, visdo frontal dos tanques de 0,25 m3. A) Sistema de cultivo em que 0s
peixes ndo passam por situacdo de exercicio natatério. B) Sistema de cultivo provoceo corrente de &gua
circular para promover a condicdo de exercicio natatdrio nos peixes. (a) sistema de abastecimento de
dgua; (b) caixas d’agua de 0,25 m3; (c) sistema de escomento da &gua das caixas para o sistema de
filtragem. As setas indicam a dire¢do das correntes formadas pela agua.

A temperatura da agua dos sistemas de recirculacdo foi mantida a 28° C. O
oxigénio dissolvido e temperatura foram monitorados diariamente e pH, alcalinidade,
dureza, amonia, nitrito e nitrato semanalmente.

Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia e a quantidade fornecida foi até a
saciedade aparente. Em quatro caixas, os peixes foram alimentados com ragéo
formulada e suplementada com resveratrol (0,06% de inclusdo) e nas outras 4 caixas, 0S

peixes foram alimentados com racdo normal (Padrdo/Referéncia). A composicdo das
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racOes estd apresentada na Tabela 1. Foram constituidos 04 grupos experimentais:

Controle (C), Controle Exercicio (CE), Resveratrol (R), e Resveratrol Exercicio (RE).

Tabela 1. Composicéao nutricional das ragdes utilizadas nos diferentes tratamentos.

COMPOSICAO Referéncia Suplementada
ED 3036,66 3034,90
PD 25,00 25,00
PB 27,50 27,50
FB 4,67 4,67
EE 6,00 6,00
Ca 1,14 1,13
Pdisp. 0,75 0,75
MM 5,14 5,14
Resveratrol 0,00 0,06

Energia digestivel (ED); Proteina digestivel (PD); Proteina bruta (PB); Fibra bruta (FB); Extrato etéreo
(EE); Calcio (Ca); Fosforo disponivel (Pdisp.); Matéria mineral (MM).

Durante o arracoamento o sistema de recirculacdo de agua foi desligado por um
periodo de 30 minutos para permitir o consumo da racdo pelos peixes. Foram feitas
amostragens de 10 peixes de cada tratamento no inicio (0 dias), aos 03, 07 e 30 dias de
cultivo. Os peixes passaram por um periodo de 24 horas de jejum antes da coleta das
amostras musculares. Em cada periodo, todos os animais antes das coletas foram
insensibilizados e eutanasiados por meio de benzocaina diluida na &gua, na
concentracdo de 250mg/L durante 10 minutos, até a interrupcdo do movimento
opercular.

No inicio (0 dias), 3, 7 e 30 dias (final do experimento), foram aferidos o peso
(9) e o comprimento padréo (cm). Os animais foram anestesiados com benzocaina (100-
200 mg/L de agua) e eutanasiados. Amostras musculares foram retiradas, (musculo
branco, n= 7 de cada grupo), na por¢do mediana do corpo, abaixo da nadadeira dorsal
(Figura 6), e processadas para a avaliagdo morfologica e morfométrica, bioquimica e

molecular.
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Figura 6. A esquerda, esquema demonstreo o local de coleta das amostras do tecido muscular, abaixo da
nadadeira dorsal (FB), em vista longitudinal. A direita, esquema de corte transversal do corpo,
localizando a profundidade do corte para retirada da amostra muscular. Legenda: FB; fibras brancas. FV;
fibras vermelhas. No; notocorda. CE; corddo espinal.

5.2. Analise morfoldgica e morfométrica

Amostras musculares dos peixes dos grupos estudados, coletados aos 7 e 30
dias foram fixadas em formol tamponado, processadas e incluidas em historesina.
SeccgOes transversais de 4um foram obtidas com Microtomo Leica RM2165 e coradas
em Hematoxilina e Eosina, para a analise do padrdo geral da morfologia das fibras
musculares.

Foi calculado o diametro de 1000 fibras musculares por animal com auxilio de
um microscépio Leica DM50 acoplado a um sistema de analise de imagem. Os valores
do didametro médio das fibras musculares foram agrupados nas classes de diametros
<20, 20-40, 40-60 e >60um, conforme a metodologia adotada por Almeida et al. (2008),
e as médias foram plotadas em um histograma de frequéncia (%). Os dados foram
analisados pelo teste Kruskal-Wallis One Way ANOVA seguido por teste de
compara¢do multipla Dunn para diferencas entre os tratamentos. O nivel de

significancia foi de 5% para todas as analises.

5.3. Analise de expressao génica

Para a analise da expressdo génica, fragmentos de musculo branco dos peixes
dos grupos estudados foram retirados aos 3 e 7 dias, foram congelados em nitrogénio
liquido e armazenados em freezer -80°C até o processamento. A avaliagdo quantitativa
da expressdo génica foi realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
apos Transcricdo Reversa (RT-gPCR).

A avaliagdo da expressdo génica dos marcadores de miogénese (myod e
miogenina - myog), sintese proteica (igf-1, mtor, pi3k), metabolismo oxidativo (pgc/« e
sdha) e degradacgdo proteica (fbxo25, murfla) no musculo esquelético foi realizada
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através da reacdo PCR em tempo real (RT-qPCR). Os primers dos genes avaliados
(Tabela 2) foram desenhados com base nos dados obtidos do transcriptoma do musculo
vermelho e branco do pacu depositado no European Nucleotide Archive accession,
numero: PRJEB6656 (Mareco et al., 2015). Os primers foram desenhados através do

software Primer3 v.0.4.0 e NetPrimer (Premier Biosoft, USA).

Tabela 2. Descricdo do gene e sequéncia dos primers utilizados no experimento

Identificacéo . _
do Gene Sequéncia do Primer
5> GTTCGTCGTCTTCCTCTTGC 3’

5> ACCCGTGCTTTAACACCAAC 3°

myod

- 5° CAGACCAGAGGTTTTATGAA 3’
yod 5> TAGATGTTGGGGATGGCTTG 3’

5> ATTTCAGCAAGCCAACAGGT 3’

igf1 5" CGCACAATACATCTCAAGTCG 3’

pi3k 5 GTCTGGAGCCTGGCAGTAAG 3’
5’ CTTCTGTGTGCTGGGAGTCA 3’

mtor 5’ TTGGGAGAGACGTACTGC 3°

5" CACAGGACTGGTGTAGGAA 3°

sdha 5" ACCTGATGCTGAATGCTGTG 3’
5" AGTGTGCTTCCTCCAGTGC 3’

pgcl-a 5" GAGGGTGAGCGTTCAAAGAG ¥’
5" ATGAGGCTGAGCAGAGAGGA ¥’

fbxo25 5" CGTAGGTGAAGTAGCCGCCA ¥’
5" GGAGAAGTCCAGCCTGTTGA 3°

murfla 5" CCATTGATGCCTTGGTTGC 3°
5’ CCTTCTCGTCCTGCTCTTTG 3’
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5.4. Extracdo do RNA total

Os fragmentos musculares congelados foram homogeneizados com o
homogeneizador politrom em 1ml de TRIzol Reagent para cada 50/100mg tecido
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). O material foi incubado por 5
minutos em temperatura de 28°C. Em seguida, foi descartada a parte insolivel e
adicionado 0,2ml de cloroférmio para cada 1ml de TRIzol e a solugdo foi incubada por
3 minutos & temperatura de 28°C. O material foi centrifugado a 12000rpm por 15
minutos a 4°C e a fase aquosa formada foi separada. O RNA foi precipitado com 0,5 ml
de alcool isopropilico por 10 minutos a temperatura de 28°C e, posteriormente,
centrifugado a 12000rpm por 10 minutos a 4°C. O “pellet” de RNA formado foi lavado
com 1 ml de etanol 75 %, centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos a 4 °C e 0
sobrenadante removido cuidadosamente.

Apos secagem, o pellet de RNA foi dissolvido em UltraPure™ Distilled Water
DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, USA) e armazenado a -80°C até o
processamento. Para a quantificacdo do RNA foi utilizado o espectrofotdmetro
NanoVue™ Plus (GE Healthcare, USA), que também permitiu uma estimativa da
qualidade da extracdo pela medida de absorbancia de 260 nm (quantidade de RNA)
e 280 nm (quantidade de proteinas). A pureza do RNA foi garantida pela
obtengdo de uma razdo 260/280 nm superior a 1,8 (Tabela 3). A integridade do
RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. A agarose foi
dissolvida em tampdo TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acido borico, 2 nM EDTA).
Uma aliquota de 1 pL do RNA total foi adicionada a 5 pL de uma solugdo contendo o
tampé&o de corrida OrangeG e o corante GelRed® (Biotium, USA). Essa mistura foi
aplicada no gel e submetida a corrida eletroforética a 120 V por cerca de 1 hora e 30
minutos. O gel foi fotografado sob luz ultravioleta e a integridade do RNA total extraido
foi confirmada pela presenca das beas referentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S.

Alem disso, as amostras foram submetidas a eletroforese capilar no sistema 2100
Bioanalyzer (Agilent, USA), que fornece um numero de integridade do RNA (RIN)
baseado nas beas do 28S e 18S. A amostra de RNA é classificada num sistema
numerico de 1 a 10, sendo 1 o perfil de maior degradacdo e 10 o perfil de maior

integridade. Nés utilizamos somente amostras com um RIN igual ou superior a 7.0.
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Tabela 3. Razdes de absorbancia e concentracdo do RNA total extraido das amostras de
musculo branco dos exemplares de alevinos de pacu analisados.

Amostra Concentragdo (Ug/UL) Razéo (Azeo/Azg0) Razédo (AzeolAz2zo)
1 1905 2,04 1,61
2 1975 2,03 1,72
3 1223 2,06 1,71
4 1196 2,28 1,68
5 1926 2,07 1,70
6 1170 1,93 2,13
7 1147 2,00 1,62
8 1085 2,03 1,74
9 1063 1,96 1,73
10 1192 1,97 1,63

5.5. Tratamento do RNA com DNAse

Durante os procedimentos de extracdo do RNA, pode ser que ocorra
contaminacdo das amostras por DNA genémico. Esse DNA contaminante pode,
eventualmente, servir de molde durante a amplificacdo pela PCR, gereo um produto que
ndo corresponde ao fragmento de interesse. Dessa forma, o0 RNA total extraido foi
submetido ao tratamento com o kit DNase I, Amplification Grade (Thermo Fisher
Scientific, USA), a fim de eliminar qualquer possivel residuo de DNA gendmico
contaminante das amostras. Conforme as instrucgdes do protocolo, 1 pL de 10X DNase |
Reaction Buffer, 1 puL de DNase | Amplification Grade (1 U/uL) e UltraPure™
Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, USA), na quantidade
suficiente para completar 10 pL de solucdo, foram adicionados a 1 ug do RNA total de
cada amostra. Essa solu¢cdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e,
em seguida, foi acrescida de 1 puL de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10

minutos, para a total inativacdo da enzima DNase I.

5.6. Transcricao reversa

Foi realizada a transcri¢do reversa do RNA pelo High Capacity cDNA archive
kit (Thermo Fisher Scientific, USA), em que 1 pg do RNA total tratado com DNase |
(11 pL de solugéo) foram acrescidos de 2 pL de 10X RT Buffer, 0.8 puL de 25X dNTP
Mix (100mM), 1 puL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL), 2 pL de 10X
RT Reom Primers e 1 pL de RNase Inhibitor (20 U/uL). O volume final da reacéo foi
ajustado para 20 pL com UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo
Fisher Scientific, USA). Cada amostra foi incubada a 25°C por 10 minutos, a 37°C por
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120 minutos e a 85°C por 5 minutos. Os produtos da reacdo de transcricdo reversa

foram armazenados a -20°C e utilizados nas reagdes de PCR.

5.7. Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Os niveis de expressdao dos mRNAs foram detectados por PCR em Tempo Real,
através da plataforma QuantStudio ™ 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, USA). As amostras de cDNA foram amplificadas utilizeo-se 0 GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega, USA) e primers sintetizados pela Invitrogen (USA). Os
primers foram diluidos em UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo
Fisher Scientific, USA) e suas concentracdes ajustadas para 5 uM. Conforme instrucées
do fabricante, foram utilizados 8 pL de cDNA diluido (1:20), 1.5 pyL de Primer
Forward, 1.5 pL de Primer Reverse e 4 uL de GoTag® qPCR Master Mix (Promega,
USA), totalizeo um volume final de 15 pL de solucdo. As reacdes foram realizadas em
duplicata, nas seguintes condi¢fes: 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Foi
feita a analise da Curva de Dissociacdo dos fragmentos ao término de cada reacdo de
PCR, um passo de 20 minutos em que a temperatura da reagdo aumenta gradualmente
de 60 para 95°C, possibiliteo a avaliacdo da especificidade de amplificacdo de cada
conjunto de primers pela presenca de um unico pico de fluorescéncia.

A quantificacdo relativa da expressdo foi realizada pelo método 224t (Livak e
Schmittgen, 2001), utilizeo o software DataAssist™ v3.01 (Thermo Fisher Scientific,
USA). Foram testados os genes B-ppia e rpl13 para utilizacdo como genes de referéncia,
porém as expressdes dos genes alvo foram normalizadas pelo gene ppia, cujo valor de

expressao foi constante entre todas as amostras utilizadas.

5.8. Andlise bioguimica

Aos 3 e 7 dias do experimento, amostras musculares dos peixes dos grupos
estudados foram retiradas e congeladas em nitrogénio liquido para a extracdo de
proteinas. Foi utilizada uma solucdo contendo RIPA Buffer e um coquetel de inibidores
de proteases (Sigma-Aldrich, USA). Foi realizada uma trituragdo mecénica do tecido e,
apos centrifugacdo (8000 x g; 10 min; 4°C), o sobrenadante foi coletado e o contetdo
proteico foi quantificado. O extrato proteico foi utilizado para avaliar a atividade das
enzimas antioxidantes Superédxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT).
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Em meio alcalino (pH 10.0), o composto hidroxilamina é capaz de gerar radicais
livres que promovem a reducdo do reagente Nitro Blue Tetrazolium (NBT) e levam a
formacdo de Formazan, que possui coloracdo roxa ou azulada. Apo6s a adicdo das
amostras, a atividade da enzima SOD foi determinada pela capacidade de inibir a
reducdo do NBT, ocasioneo alteracdes na intensidade da coloracdo proporcionais a
concentragéo proteica.

Para avaliacdo da atividade da enzima CAT foram utilizados 30% de peroxido
de hidrogénio em PBS e o reagente 3,3’-Diaminobenzidina (DAB). O peroxido de
hidrogénio € capaz de oxidar o DAB e produzir um precipitado marrom, cuja
intensidade da coloragdo pode ser alterada conforme a atividade da CAT. A atividade
das enzimas foi avaliada em espectrofotometro Ultrospec UV-Vis, Swift Il Software
(GE Healthcare Life Sciences, United Kingdom).

5.9. Andlise estatistica dos dados

Todos os dados foram analisados pelo teste One Way ANOVA seguido por teste
de comparacdo mdaltipla de Dunn para diferencas dentro do mesmo tratamento, e teste t
entre os tratamentos. O nivel de significancia foi de 5% para todas as analises e 0

programa utilizado para as analises foi o GraphPad Prism 5 Software, USA.

6. RESULTADOS

6.1. Dados Biométricos, Morfologia e Morfometria Muscular

A anélise do peso e comprimento dos peixes, nos grupos e periodos analisados
mostrou que os animais do grupo RE apresentaram maior peso no final do experimento
(30 dias). Os animais dos demais grupos ndo apresentaram diferenca significativa no

peso. O comprimento ndo variou entre os animais dos grupos estudados (Figura 7).
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Figura 7. Graficos com médias e desvio padrdo do peso corporal (A) e comprimento padrédo (B) dos pacus
ao inicio, aos 3, 7 e 30 dias do experimento. *Diferenca estatistica significativa entre 0s grupos.
Significancia: p< 0,05.

A coloracdo das amostras musculares pela Hematoxilina e Eosina permitiu a
observacdo das fibras musculares e 0s seus respectivos ndcleos. As caracteristicas
morfolodgicas das fibras musculares foram normais e semelhantes nos peixes de todos o0s
grupos estudados, sendo distribuidas em mosaico (fibras de diferentes formatos e

tamanhos) (Figura 8).
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Figura 8. SecBes transversais do musculo branco de pacu dos diferentes grupos estudados. Grupos:
Controle, C (A); Controle e Exercicio, CE (B); Resveratrol, R (C) e Resveratrol com Exercicio, RE (D),
aos 30 dias. Fibras musculares com morfologia normal (f), ndcleos (n). Coloracdo Hematoxilina e Eosina.
Barra: 5 um.

Em relacdo a distribuicdo das fibras em classes de didmetro, observamos que,
aos 7 dias, considereo-se a classe < 20, o grupo CE apresentou menor frequéncia de
fibras nessa classe comparada ao grupo C. Os grupos R e RE foram semelhantes na
frequéncia de fibras nessa classe de diametro. Na classe 20-40u, o grupo C apresentou
maior propor¢do de fibras nessa classe comparada ao grupo R. Na classe 40-60y, os
grupos, R e RE foram semelhantes quanto a frequéncia de fibras, sendo maior do que o
grupo C. Na classe > 60y, o grupo CE apresentou maior frequéncia de fibras comparado

com o grupo C, sendo semelhante aos demais grupos (Figura 9).
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Figura 9. Gréficos de distribuicdo de frequéncia (%) das fibras musculares do pacu nas classes de
diametros aos 7 dias, nos grupos estudados. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE);
Resveratrol (R); Resveratrol com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos. Significancia: p< 0,05.

Aos 30 dias, houve diferenca entre os grupos RE e C analisados quanto a

frequéncia das fibras nas classes de diametro de 20 — 40pum e > 60um (Figura 10).
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Figura 10. Graficos de distribuicdo de frequéncia (%) das fibras musculares do pacu nas classes de
didmetros aos 30 dias, nos grupos estudados. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE);
Resveratrol (R); Resveratrol com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos. Significancia: p< 0,05.

6.2. Analise Bioquimica

A analise da atividade da enzima antioxidante Catalase (CAT) ndo mostrou
diferenca entre os grupos aos 3 dias do experimento. Aos 7 dias, o grupo CE mostrou
uma diminuicdo da atividade da enzima, comparada com o grupo C (Figura 11). O
grupo RE mostrou atividade da enzima menor do que o grupo R o qual foi semelhante
ao grupo C. Em relagédo a atividade da enzima Sodio Dismutase (SOD), ndo houve
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diferenca estatistica entre os grupos aos 3 dias do experimento e aos 7 dias, somente 0
grupo CE mostrou uma reducéo na atividade da enzima comparada aos grupos C e RE,

que mostraram um padrdo semelhante (Figura 12).
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Figura 11. Avaliacdo da atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em pacu aos 3 e 7 dias do
experimento nos diferentes tratamentos. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE); Resveratrol
(R); Resveratrol com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre 0s grupos.

Significancia: p< 0,05.
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Figura 12. Avaliacdo da atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD) em pacu aos 3 e 7 dias do
experimento nos diferentes tratamentos. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE); Resveratrol
(R); Resveratrol com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.

Significancia: p< 0,05.

6.3. Analise da expressao génica
A avaliacdo da expressao génica dos marcadores de miogénese (myod e myog), 3

dias ap0s o inicio do experimento, mostrou aumento nos niveis de expressao NoO grupo
RE) em relacdo ao grupo controle (C). Aos 7 dias, os grupos R e RE apresentaram
aumento na expressao da myod em comparacdo aos grupos C e CE, respectivamente

(Figura 13). Em relacdo a expressdo da myog, 3 e 7 dias apo0s o inicio do experimento,
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observamos um aumento nos niveis de expressdo no grupo R em relacdo ao grupo
controle (C) (Figura 14).
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Figura 13. Expressdo génica da myod em pacus durante o experimento. Grupos: Controle (C); Controle
com Exercicio (CE); Resveratrol (R); Resveratrol com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos. Significancia: p< 0,05.

a 2.0 a
2 '|' . C
= a .
£ 1.51 ab L . Ch
£ b ab ab CJR
=
; ) T b - RE
- 1.0 T
=
[
=
§ 0.54
g
S 0-0 1] ] 1 1
3 dias 7 dias

Figura 14. Expressdo génica da myog em pacus durante o experimento. Grupos: Controle (C); Controle
com Exercicio (CE); Resveratrol (R); Resveratrol com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos. Significancia: p< 0,05.

A avaliacdo da expressdo do mRNA dos genes envolvidos com o anabolismo
(igf-1, pi3k e mtor), apo6s 3 dias do inicio do experimento, mostrou um aumento nos
niveis de expressao do igf-1 no grupo RE em relacdo ao grupo R. Aos 7 dias, 0 grupo
RE apresentou aumento na expressdo do igf-1 em comparagdo aos demais grupos C, CE
e R (Figura 15A). O gene pi3k apresentou aumento dos niveis de expressao nos grupos
R e RE, comparados aos grupos C e CE; ja, aos 7 dias, a expressdo desse gene nos
grupos R e RE foi menor comparado aos grupos C e CE (Figura 15B). A expressdo do

gene mtor mostrou variagdo somente aos 7 dias. Nos grupos R e RE a expressdo foi
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maior em comparacéo aos grupos C e CE. No grupo CE, o nivel de expressédo foi menor

comparado com o grupo controle C (Figura 15C).
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Figura 15. Expressdo dos mMRNA em pacus aos 3 e 7 dias do experimento. igf-1 (A); pi3K (B); e mtor (C).
Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE); Resveratrol (R); Resveratrol com Exercicio (RE).
Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. Significancia: p< 0,05.
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Em relacdo a expressdio do mRNA dos genes envolvidos com metabolismo
energético (sdha e pgcl-a), os niveis de expressdo do gene sdha ndo apresentou
diferenca apds 3 dias do inicio do experimento. Aos 7 dias, observou-se um aumento
nos niveis de expressdao do gene no RE comparado aos grupos CE e R. O grupo R
apresentou uma expressdo maior comparado ao grupo C (Figura 16). Em relacdo a
expressdo do mRNA do gene pgcl-a, 0s niveis de expressdo aos 3 dias, foi maior nos
grupos CE e R comparada aos grupos C e RE. Aos 7 dias, os grupos C e CE
apresentaram niveis de expressao do gene maior comparado aos demais grupos, R e
RE. O grupo CE apresentou maior expressdo desse gene comparado ao grupo C (Figura
17).
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Figura 16. Expressdo do gene sdha envolvido com o metabolismo em pacus aos 3 e 7 dias do
experimento. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE); Resveratrol (R); Resveratrol com
Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. Significancia: p< 0,05.
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Figura 17. Expressdo do gene pgcla envolvido com o metabolismo em pacus aos 3 e 7 dias do
experimento. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE); Resveratrol (R); Resveratrol com
Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos. Significancia: p< 0,05.
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Foram avaliados os niveis de expressdo dos genes envolvidos com o catabolismo
(foxo25 e murfla). Aos 3 dias, os niveis de expressdo do gene murfla, foi maior no
grupo C comparado ao grupo R. Sete dias ap6s o inicio do experimento, a expressao do
atrogene Murfla foi maior no grupo C comparado aos grupos CE e R (Figura 18A). A
expressao do gene fbxo25, aos 3 dias, foi maior no grupo C comparado ao grupo R.
Aos 7 dias, o nivel de expressdo desse gene foi maior no grupo CE comparado ao
grupo RE. (Figura 18B).
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Figura 18. Expressao dos genes murf 1a (A) e fbxo25 (B) envolvidos com o catabolismo em pacus aos 3 e
7 dias do experimento. Grupos: Controle (C); Controle com Exercicio (CE); Resveratrol (R); Resveratrol
com Exercicio (RE). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. Significancia: p<
0,05.
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7. DISCUSSAO

Embora muitos estudos tém demonstrado o efeito benéfico do resveratrol como
antioxidante em varios tecidos e 6rgdos em mamiferos, poucos relatam o impacto desse
composto em peixes (Valenzano et al., 2006), com enfoque na analise muscular (Wilson
etal., 2015). Os resultados do presente estudo sugerem que o resveratrol teve um efeito
positivo no aumento na massa muscular em alevinos de pacu submetidos ao exercicio
natatério. Houve aumento no nivel de expressdo de genes miogénicos, anabolicos, e do
metabolismo oxidativo e diminuicdo na expressao de genes catabolicos; o exercicio
diminuiu a atividade da enzima antioxidantes e o resveratrol manteve a atividade da
enzima SOD diminuindo a atividade da enzima CAT. Esses resultados sdo importantes
para a aquicultura, uma vez que, ha um consideravel interesse na area para a
maximizacdo do crescimento para o setor produtivo. Tendo em vista que o musculo
esquelético forma a maior parte da massa corporal em peixes (~70%), (Bone, 1978;
Johnston, 2011) estudos que avaliem estratégias que promovem o aumento da sintese e
diminuicdo nas taxas de degradacdo de proteinas sdo indicadores importantes para
avaliacdo do crescimento muscular nesses animais.

Estudos recentes tém demonstrado que entre os efeitos benéficos do resveratrol
destaca-se a atividade antioxidante (Howitz et al., 2003), a inibicdo da degradacdo
proteica muscular, com atenuacdo na atrofia (Wyke et al., 2004; Russel et al., 2006;
Alamdari et al., 2012) e melhora na fungdo muscular, em animais idosos com
sarcopenia (Bennett et al., 2013; Joseph et al., 2013). Entretanto, o real efeito e o
potencial mecanismo de acdo do resveratrol sobre a funcdo muscular ndo esta bem
estabelecido (Liao et al., 2017). Por outro lado, também tem sido demonstrado que 0s
efeitos do resveratrol podem ser regulados por diferentes mecanismos, fato demonstrado
por estudos realizados em diferentes modelos de atrofia muscular. Esse composto pode
atenuar o processo inflamatdrio diminuindo a atividade do NFkB (Kubota et al., 2009)
uma das principais cascatas que regulam a expressao dos atrogenes (Rom et al., 2016).
Sun et al., 2017, demonstraram que o resveratrol peveniu 0 aumento na expressdo do
atrogene murfl em cultura de células C2C12 e nos musculos séleo e EDL, em modelo
de camundongos com inducgdo de doenca renal cronica. Segundo os autores, o efeito do
resveratrol foi, em parte, mediado pela atenuacdo da degradacdo e ndo pelo aumento da
sintese de proteinas. Shadfar et al., 2011, observaram que o resveratrol inibe a atrofia

cardiaca acentuada na caquexia, possivelmente através da inibicdo da atividade do



40

NFkB e Murfl. No nosso experimento, 0s grupos R e RE apresentaram diminui¢do na
expressdo do atrogenes murf la e fbxo25, E3 ubiquitina-ligases que participam do
sistema ubiquitina-proteassoma (Bonaldo e Sandri, 2013, Schiaffino et al, 2013),
responsaveis pela degradacdo de proteinas pelo proteassoma 26S (Bower e Johnston,
2010; Bonaldo e Sandri, 2013). Essa diminuicdo da expressdo dos atrogenes no masculo
dos animais dos grupos que receberam resveratrol, submetidos ou ndo ao exercicio, é
um indicativo que esse composto foi benéfico para diminuir o catabolismo proteico
muscular no pacu nas condicdes estudadas. Wilson et al., 2015, demonstraram que 0 uso
de racdo suplementada com resveratrol, sem promover nenhuma condicdo estressora,
exerceu um efeito positivo sobre o crescimento no linguado Paralichthys lethostigma,
reduzindo a degradacdo proteica. Tendo em vista que o catabolismo proteico muscular é
um mecanismo importante para o turnover proteico normal do musculo (Sartorelli e
Fulco, 2004), e o balanc¢o entre o catabolismo e anabolismo coordena a manutencdo do
fendtipo da fibra, a diminuicdo da expressdo dos genes catabdlicos observada no nosso
estudo € uma condicao que poderia favorecer o crescimento muscular.

Os dados obtidos mostraram também que o exercicio natatdrio utilizado néo foi
condicdo totalmente suficiente para promover estresse e aumentar o catabolismo
proteico, a julgar pela diminuicdo do nivel de expressdo do gene murf 1 no grupo CE
comparado ao grupo C. No entanto, a expressao do gene fbxo25 no grupo CE maior do
que no grupo RE e semelhante ao grupo C, provavelmente estd relacionada com o
turnover proteico normal do musculo.

O crescimento p6s embrionadrio do musculo estriado esquelético em peixes
ocorre por dois mecanismos: hipertrofia, onde ocorre 0 aumento de sintese proteica nas
fibras e aumento do numero de nuacleos com a incorporacdo de novos nucleos
provenientes das células satélites (ou células precursoras miogénicas) e hiperplasia, com
a formacdo de novas fibras musculares a partir da fusdo das células satélites (ou células
precursoras miogénicas) na superficie de fibras musculares existentes e posterior
separacdo pela matriz extracelular (Koumans e Akster, 1995; Johnston, 1999;
Rowlerson e Veggetti, 2001). A distribuicdo das fibras musculares em diferentes
classes de diametros ou area € uma técnica padronizada em varias espécies, sendo
utilizada como uma medida para determinar o recrutamento (hiperplasia) e hipertrofia
de fibras musculares (Rowlerson e Veggetti, 2001). A presenga de hiperplasia no
musculo pode ser avaliada analiseo-se o diametro das fibras musculares com diametro <

do que 20/30um. Nos pacus utilizados no nosso estudo (alevinos de 20g), a analise do
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diametro das fibras musculares mostrou que hiperplasia e hipertrofia estdo ocorrendo na
fase de crescimento analisada. No entanto, tendo em vista a maior proporgéo de fibras
com didmetro < do que 20pum e menor proporcao de fibras com didmetro > 60um no
grupo C comparado ao grupo CE e RE pode indicar que nesse periodo, o exercicio pode
ter colaborado com a hipertrofia das fibras musculares. Aos 30 dias, o grupo RE
apresentou diferenca ao grupo C nas fibras com didmetro de 20 - 40um e nas fibras na
classe > 60um, sendo semelhantes aos grupos CE e ao grupo R em ambas as classes.

A hipertrofia muscular estd diretamente relacionada com o aumento da sintese
proteica/anabolismo (Bonaldo e Sandri, 2013; Johnston et al., 2011). No nosso estudo, a
andlise de genes envolvidos com a via anabdlica (igf-1, pi3k e mtor) mostrou variacao
entre 0s grupos aos 3 e 7 dias, porém, essa variacdo foi maior entre 0s grupos que
receberam resveratrol na racdo (Grupos R e RE). Em relacdo ao gene igf-1, aos 3 e 7
dias a expressdo foi maior no grupo RE comparado ao grupo R. O nivel de expressédo
gene do pi3k foi maior nos grupos R e RE aos 3 dias e menor aos 7 dias, comparado aos
demais grupos C e CE, respectivamente. A expressdo génica do mtor aos 7 dias foi
maior nos grupos R e RE comparada aos grupos C e CE, respectivamente. O grupo C
apresentou maior expressao desse gene que no grupo CE.

O igf-1 (insulin like growth factor 1), que é parte integrante da via de sinalizagao
envolvida com o crescimento, hipertrofia ou manutencdo da massa muscular (Otto e
Patel, 2010; Schiaffino et al, 2013). O aumento da massa muscular pode ocorrer pela
incorporacdo de nucleos de células precursoras miogénicas ap6s proliferacao, as fibras
musculares em crescimento ou em regeneracdo (Florini et al., 1993, 1996) e/ou pelo
aumento nos niveis proteicos internamente a fibra muscular (Otto e Patel, 2010). O IGF-
1, ao interagir com seu receptor, leva a estimulacdo da sintese proteica através da
ativacdo da enzima PI3K (phosphatidyl-inositol-3 kinase), que promove um sitio de
ligagdo a membrana para outra enzima cinase, a Akt (Sandrine-threonine kinase). A
ativacdo da Akt leva a fosforilagdo de mTOR (mammalian target of rapamycin)
culminando com a ativacéo da sintese de proteinas que promovem a hipertrofia da fibra
muscular (Lai et al., 2004). O aumento nos niveis de expressdo do genes anabolicos igf-
1, e em especial, a expressdo aumentada do gene mtor nos grupos R e RE no nosso
estudo, ¢ um indicador que o resveratrol favoreceu ou melhorou o anabolismo e a
sintese proteica (Hemmings e Restuccia, 2012). E provéavel que esse favorecimento do
anabolismo ocorra pela diminuicdo do catabolismo; segundo Otto e Patel, 2010, a

manutencdo da massa muscular, mediada pelo igf-1, ocorre pela inibicdo das vias da



42

atrofia muscular, impedindo a degradacdo e a perda de massa muscular. Ressaltamos
que, no presente experimento, observamos diminicdo na expressdo dos genes do
catabolismo aos 7 dias do experimento no masculo nos grupos R e RE.

O igf-1 também pode estimular a via de sinalizacdo mediada pela MAPK
(mitogen activated protein kinase) que promove a proliferacdo de mioblastos, durante a
miogénese, ou de ceélulas precursoras miogénicas, durante o crescimento muscular
(Halevy e Cantley, 2004). Isso pode explicar, em parte 0 aumento na expressao do
MRNA da myod no musculo dos animais dos grupos R e RE aos 7 dias, comparado aos
grupos C e CE, respectivamente. Como a myod estd envolvida com a proliferacdo das
células precursoras miogénicas ou celulas satélites, durante o crescimento muscular
(Megeney e Rudnicki, 1995; Rudnicki e Jaenisch, 1995; Watabe, 1999), é provavel que
o resveratrol esteja favorecendo o processo de proliferacdo, bem como a diferenciacéo,
mediada pela miogenina (Megeney e Rudnicki, 1995; Rudnicki e Jaenisch, 1995;
Watabe, 1999), podendo contribuir para o aumento da sintese de proteinas e o
anabolismo muscular.

Sabe-se que exercicios de resisténcia aumentam a capacidade oxidativa muscular
pelo aumento da vascularizagdo e aumento da atividade de enzimas mitocondriais
(Saltin e Rowell, 1980). Em peixes, Palstra et al., 2014 observaram, em zebra fish
treinados a velocidade de 0,1 e 0,4m/s durante 20 dias, resposta adaptativa muscular
com aumento da massa muscular por hipertrofia e aumento da vascularizacdo por
angiogénese, nas fibras brancas. Santos et al., 2017, também relataram que o exercicio
natatério (fluxo direcionado de dgua formando uma corrente circular forgeo os peixes a
nadarem contra o fluxo, a velocidade de 27,5 cm/s), influenciou a morfologia do corpo
(houve aumento da massa muscular especialmente na regido caudal), a celularidade
muscular e promoveu hipertrofia das fibras brancas em peixes cultivados a 24°C.

No nosso estudo, utilizamos um protocolo de exercicio adaptado de Johnston et
al., 1980. Nesse protocolo, a velocidade do fluxo inicial da 4gua foi de 12,7 cm/s sendo
gradualmente aumentada (2,11 cm/s ao dia) ao longo de uma semana até atingir a
velocidade de 27,5 cm/s, a qual foi mantida até o final do experimento (30 dias). Santos
et al., 2017, utilizou protocolo semelhante, porém com algumas modificagdes: a
velocidade do fluxo da agua foi constante (27,5 cm/s), o tempo de exercicio foi maior (6
meses). Nessas condi¢des os autores observaram hipertrofia muscular, fato que néo foi

observado no nosso estudo, considerando o grupo CE comparado ao grupo C aos 30
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dias, embora aos 7 dias, o grupo CE apresentou maior frequéncia de fibras com
didmetro > 60pm.

No presente experimento, o nivel de expressdo do gene sdha, aos 7 dias foi
maior no grupo RE comparado aos grupos R e CE e no grupo R comparado ao grupo C,
demonstrando uma possivel adaptacdo metabdlica oxidativa muscular nos animais dos
grupos R e RE. O nivel de expressdo do gene pgcl-a foi maior nos animais do grupo
CE comparado ao grupo C e RE nos dois periodos analisados. Aos 3 dias, 0 gene pgcl-
o foi mais expresso no grupo R comparado ao grupo RE e aos 7 dias, C foi maior que R.
O pgcl-a esta envolvido com o aumento e regulacdo de vias metabdlicas oxidativas nas
fibras musculares (Lin et al., 2004; 2005; Olesen et al., 2013) como uma estratégia de
suporte energetico, via aumento do nimero de mitocondrias e sintese de ATP, além de
regular as defesas antioxidantes (Lin et al., 2002; Lenk et al., 2010; Fuentes et al.,
2013). Assim, nossos resultados sugerem que 0 exercicio natatdério promoveu um
aumento na atividade metabdlica oxidativa no masculo do pacu, fato também sugerido
por Holloszy, 1984. Nos grupos R e RE, a expresséo do gene sdha foi maior comparado
aos grupos C e CE. Esse fato demonstra que o resveratrol exerceu um efeito positivo
aumentando o metabolismo oxidativo muscular, e a maior expressdo do gene no grupo
RE em relacdo ao grupo R demonstra que o resveratrol potencializou o efeito do
exercicio no aumento do metabolismo oxidativo, embora a expressao do pgcl-a foi
menor nesses grupos.

Alguns estudos tém demonstrado que o resveratrol, que possui atividade
antioxidante, aumenta o metabolismo oxidativo muscular (Lagouge et al., 2006; Um et
al., 2010) bem como a atividade das enzimas antioxidantes (Carizzo et al., 2013;
Muhammad e Allam, 2017). No nosso estudo, aos 7 dias, a atividade da enzima SOD
foi baixa no grupo CE comparada aos demais grupos. Sugerimos que o tipo de exercicio
utilizado, a natacdo, foi benéfico e ndo foi suficiente para levar a producdo de radicais
livres em grandes quantidades, fato que ja foi demonstrado por outros autores, que
descreveram que atividade fisica moderada tem efeito benéfico prevenindo a producéo
de radicais livres (Baltaci et al., 2016). Na presen¢a do resveratrol e do exercicio, a
atividade da enzima se manteve semelhante ao controle, mantendo assim, o nivel basal
de atividade da enzima. Duran et al., 2018 também observaram, em cultura de
mioblastos de pacu tratados com menadiona agente oxidante que induz a producéo de
radicais livres, menor atividade das enzimas CAT e SOD, enquanto o tratamento com

acido ascérbico, que possui atividade antioxidante, promoveu um aumento na atividade
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dessas enzimas tanto no grupo tratado com acido ascorbico como no grupo tratado com
menadiona + &cido ascérbico. A baixa atividade da enzima Catalase nos grupos CE e
RE comparada aos demais grupos também pode indicar que o exercicio ndo foi
suficiente para levar a producéo de radicais livres em grandes quantidades. No entanto,
o resveratrol ndo atuou na manutencao da atividade da enzima CAT frente ao estimulo

utilizado (exercicio natatorio).

8. CONCLUSAO

Sugerimos que o resveratrol associado ao exercicio favoreceu o crescimento
muscular pelo aumento no nivel de expressdo de genes miogénicos, anabolizantes e
metabdlicos e a diminuigdo na expressao de genes catabolicos. Notavelmente, todas

€SSas mudan(;as ocorreram jUﬂtO com um aumento na massa muscular.
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