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“Tear your web away 

Saw thru all your bars 

Melt your cell today. 

You are caught 

in a prison 

of your own 

devise. 

Fly fast away 

Don't miss your chance 

To swim in mystery…” 

 

“Rasgue essa sua rede 

Arrebente todas as suas grades 

Derreta sua cela hoje mesmo 

Você foi condenada 

a uma prisão 

Que você mesma 

criou. 

Voe rápido para longe 

Não perca a sua chance 

De nadar no mistério...” 
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RESUMO 

 

O pacu, Piaractus mesopotamicus, é uma espécie de grande importância econômica no 

Brasil e muitos estudos sobre sua fase inicial já foram conduzidos visando viabilizar o 

cultivo intensivo dessa espécie. Peixes passam por períodos em jejum, tanto em 

condições naturais quanto nas de cultivo, ocorrendo a ativação de sistemas 

proteolíticos ocasionando a degradação do tecido muscular, o que implica na redução 

da musculatura estriada esquelética, parte mais importante do animal em termos 

produtivos. Assim, fazem-se necessárias pesquisas visando compreender a formação e 

degradação do tecido muscular, uma vez que essa é a principal parte comercializada.  

Nesse estudo, juvenis de pacu com 20,4 ± 0,7 mm de comprimento total e 90,3 ± 4,1 

mg de peso médio foram estocados em 20 tanques de 50 L a uma densidade de 10 

peixes/L. Três períodos de jejum foram avaliados: J4, J8 e J11, correspondentes a 4, 8 e 

11 dias de jejum. Após este período, os peixes foram realimentados por 20 dias com 

náuplios de artêmia. O controle positivo (ART) foram peixes alimentados com náuplios 

de artêmia durante todo o período experimental. Amostras para análises biométricas,  

histológica do fígado e musculo esquelético e de expressão de genes que controlam o 

crescimento e atrofia muscular foram coletadas no final de cada período de jejum e ao 

final do experimento. As fibras musculares foram distribuídas nas seguintes classes de 

diâmetro (d = μm): Classe 10 = d ≤ 10, Classe 20 = 10 <d ≤ 20, Classe 30 = 20 <d ≤ 30, 

Classe 40 = 30 <d ≤ 40, e classe 50 = d> 40. No final do período de jejum observou-se 

que o crescimento dos juvenis celularidade das fibras musculares foram afetados pelo 

jejum. Os animais do tratamento J11 apresentaram alta incidência de atrofia das fibras 

musculares, como revelado pelo aumento das frequências das fibras nas classes de 

fibras 10 e 20. Comportamento semelhante foi observado nos animais mantidos 8 dias 

em jejum (J8). Já os peixes do tratamento J4 demonstraram uma menor incidência de 

atrofia muscular e frequência de fibras das classes 10, 20, 30 e 50, semelhantes ao 

controle positivo. O glicogênio acumulado no fígado dos animais em jejum foi 

diminuindo à medida que o período de jejum aumentou. Além disso, os animais dos 

tratamentos J8 e J11 apresentaram no fígado, áreas de necrose e infiltração do tecido 

conjuntivo. Em relação à expressão gênica, foi observada maior taxa de expressão dos 

genes relacionados à atrofia muscular (MuRF-1a e MAFbx) nos animais mantidos em 
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jejum e, para o gene IGF-Ia, a expressão foi reduzida com o prolongamento do jejum, 

diferindo estatisticamente do controle alimentado. Após a realimentação por 20 dias, 

não houve diferença estatística na frequência de fibras musculares nas classes 10 e 30 

entre os peixes do tratamento J4 e o controle positivo. Já o tratamento J11 apresentou 

menor frequência de fibras de classe 10, o que indica que esses animais tiveram menor 

investimento no crescimento hiperplásico quando comparado ao controle positivo. 

Assim, observa-se que longos períodos de jejum em juvenis de pacu pode 

comprometer a formação de novas fibras musculares, diminuindo a hiperplasia e 

ocasionando maior investimento no crescimento hipertrófico. 
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ABSTRACT  

The pacu, Piaractus mesopotamicus, is a species with great economic importance in 

Brazil and many studies on its initial phase have been conducted to enable the 

intensive culture of this species. Fish undergo fasting periods, both in natural 

conditions as in the intensive rearing, causing activation of proteolytic systems due to 

the breakdown of muscle tissue, which implies the reduction of the skeletal striated 

muscles of the animal, the edible part of fish. In this way, more research is necessary 

to understand the formation and breakdown of muscle tissue. In this study, juvenile 

pacu with 20.4 ± 0.7 mm in total length and 90.3 ± 4.1mg of average weight were 

stocked in 20 tanks of 50 L at a density of 10 fish/L. The fasting periods evaluated 

were: J4; J8 and J11, corresponding to 4, 8 and 11 days of fasting. After this period, the 

fish were refed for 20 days with artemia nauplii. The positive control (ART) was fish fed 

newly hatched artemia nauplii throughout the experimental period. Samples for 

growth, histological analysis of liver and muscle fibers and gene expression were 

collected at the end of each period of fasting and at the end of the experiment. Muscle 

fibers were distributed into the following diameter classes (d = μm): Class 10 = d ≤ 10, 

Class 20 = 10 <d ≤ 20, Class 30 = 20 <d ≤ 30, Class 40 = 30 <d ≤ 40, and class d 50 => 40. 

At the end of the fasting period, growth, survival and the frequency of muscle fibers 

were affected by fasting. The fish in the treatment J11 showed high incidence of 

muscle fiber atrophy, as revealed by increased frequencies in classes 10 and 20 fibers. 

Similar pattern was observed in animals kept eight days fasting (J8). The fish of the 

treatment J4 showed a lower incidence of muscle fiber atrophy and the frequency of 

fiber classes 10, 20, 30 and 50 was similar to the positive control. The glycogen storage 

in the liver of fasted animals was decreased as higher was the fasting period. 

Furthermore, the animals of J8 and J11 treatments showed areas of necrosis and 

infiltration of the connective tissue. Regarding gene expression, higher rate of 

expression of genes related to muscle atrophy (MAFbx and MuRF-1a) was observed in 

fasted animals. The expression of IGF-1a was reduced with prolonged fasting, differing 

statistically to the fed control. After refeeding (20 days), there was no statistical 

difference in the frequency of muscle fibers of classes 10 and 30 between fishes of the 

treatment F4 and the positive control, indicating that these animals did not show the 

hyperplastic growth affected by fasting. On the other hand, the treatment J11 showed 
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lower frequency class fiber 10, indicating that these animals had smaller investment in 

hyperplastic growth compared to the positive control. Thus, it is concluded that long 

periods of fasting in juvenile pacu may compromise the formation of new muscle 

fibers, reducing the hyperplasia and causing a greater investment in hypertrophic 

growth. 
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1. INTRODUÇÃO 

A piscicultura é uma atividade que vem crescendo no Brasil nos últimos anos, e 

pode ser relacionada com a grande extensão territorial do país e sua abundância em 

recursos hídricos, além da presença de muitas espécies cultiváveis (PORTELLA et al. 

2014).  A produção brasileira é compreendida principalmente por espécies de água 

doce, atingindo cerca de 545 mil toneladas em 2011 (MPA 2013). Porém, baseia-se 

principalmente em espécies exóticas como a tilápia-do-nilo (46,6%), carpa e trutas. 

Entre as espécies nativas mais cultivadas encontram-se os da família Characidae  

(tambaqui, Colossoma macropomum, e pacu, Piaractus mesopotamicus) , com cerca de 

250 mil toneladas (MPA 2013). 

Com o crescimento da piscicultura, há maior demanda de larvas e juvenis de 

peixe, evidenciando a necessidade de maiores estudos nessas fases iniciais, etapa 

considerada a mais crítica e um entrave produtivo (JOMORI et al. 2003). As espécies 

nativas dos peixes neotropicais são consideradas “altriciais” (PORTELLA et al. 2014). No 

início da alimentação exógena, essas larvas apresentam o tubo digestório 

indiferenciado, e por isso não são capazes de digerir eficientemente dietas inertes e 

essa imaturidade do trato digestório de larvas altriciais torna difícil a aceitação de 

dietas inertes como primeira fonte de alimentação, e é necessário o uso de alimento 

vivo nessa etapa inicial. O insumo fornecido geralmente é náuplios de artêmia, o que 

onera a produção. Assim, nos últimos anos, foram conduzidos estudos visando estudar 

a substituição do alimento vivo por dietas inertes e sua influência na formação do 

sistema digestório (JOMORI 2005, MENOSSI  et al. 2012, PORTELA et al. 2012, PORTELA 

et al 2014) e muscular (LEITÃO et al 2011, TAKATA 2011, KOJIMA 2012). 

A diminuição do período de fornecimento do alimento vivo e sua substituição 

precoce por dietas inertes é uma etapa delicada em que, em muitas vezes, há 

estagnação no crescimento ou redução do peso dos animais (JOMORI et al. 2008, 

LEITÃO et al. 2011, MENOSSI et al 2012).  

Dentre os fatores que prejudicam o crescimento muscular em peixes destaca-se 

a qualidade do alimento fornecido, tanto nas fases iniciais de desenvolvimento quanto 

durante seu período posterior. Quando os peixes estão bem alimentados há um 

balanço entre a síntese e degradação proteica. Observa-se que em peixes mantidos em 
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jejum há o desencadeamento de cascatas de reações catabólicas, que levam à 

degradação do tecido muscular. Assim, a compreensão dos fatores envolvidos nos 

processos que regulam a síntese e degradação das proteínas miofibrilares pode auxiliar 

na adoção de práticas de manejo que visem diminuir o catabolismo e aumentar a 

síntese proteica, o que ocasionaria um desbalanço positivo no turnover proteico. 

Em estágio mais tardios de desenvolvimento,  os peixes estão adaptados a 

passarem por períodos em jejum (COOK et al. 2000). Estes períodos podem ocorrer 

durante o inverno, quando há diminuição do suprimento alimentar natural e também 

devido à diminuição da temperatura e, ainda, durante as migrações reprodutivas 

(MEHNER e WIESER 1994, MACKENZIE et al. 1998). Com a escassez de alimentos os 

processos essenciais do metabolismo dos animais são mantidos, utilizando-se as 

reservas lipídicas. Porém, com o prolongamento do período de jejum, há o 

esgotamento dessas reservas, iniciando-se o processo de degradação de proteínas do 

tecido muscular (METON et al. 2003). Esse fato implica na redução do crescimento dos 

peixes e em maior mortalidade. Para reduzir o gasto energético, os peixes podem 

adotar estratégias comportamentais como reduzir sua atividade e, também, adotar 

medidas fisiológicas, celulares e moleculares para limitar o consumo de energia 

durante períodos de jejum (LAND e BERNIER, 1995). 

Em sistemas de cultivo, durante o processo de transição alimentar, observa-se 

que no início as larvas relutam em receber a dieta inerte, o que ocasiona ligeira perda 

de peso ou estagnação do crescimento. Além disso, adversidades ambientais podem 

atrasar a transferência das larvas da incubadora ou do laboratório para viveiros 

externos fertilizados, fazendo-se necessário manter as larvas por curtos períodos em 

jejum. Porém, ainda são escassos os estudos sobre a influência da restrição alimentar 

em peixes nativos em sistema de cultivo. O jejum pode acarretar prejuízo no 

crescimento do animal, ocasionando a redução da musculatura estriada esquelética, 

parte que compreende cerca de 60% da massa corporal dos peixes teleósteos (STÄGER 

e STOIBER 2001). Assim, estudos desenvolvidos no laboratório de nutrição de peixes 

do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em conjunto com o departamento de 

Morfologia do Campus de Botucatu (UNESP), têm visado pesquisas básicas para a 

compreensão dos mecanismos de regulação de expressão gênica dos fatores de 
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crescimento muscular dos peixes em função de sua nutrição ou manejos alimentares 

(ALMEIDA et al. 2008, LEITÃO et al. 2011, NEBO et al. 2013). 

 Baseando-se nas informações oriundas dos estudos sobre crescimento 

muscular e a observação da perda de peso e diminuição do crescimento dos peixes em 

laboratório em situações experimentais, esse estudo visou à compreensão dos 

mecanismos envolvidos na expressão dos genes relacionados ao catabolismo proteico 

em juvenis de pacu submetidas à períodos crescentes de  jejum  e posteriormente 

realimentadas. O pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg 1887) foi a espécie 

escolhida por já ter sido muito bem estudada nos aspectos produtivos, biológicos e 

econômicos. Além disso, o cultivo desse peixe destaca-se pelo seu potencial, tanto em 

termos de rusticidade ao manejo e boa taxa de crescimento, como na aceitação pelo 

mercado consumidor (JOMORI et al. 2003). 

 Kojima (2012) conduziu um estudo analisando a resistência de larvas de pacu à 

restrição alimentar, ponto-de-não-retorno e sua influência na distribuição da 

frequência das fibras musculares. Porém, não foram conduzidos estudos relacionados 

à expressão gênica dos fatores relacionados à atrofia muscular. Assim, esse estudo 

propôs observar o comportamento das fibras musculares durante o jejum prolongado 

e a expressão dos genes relacionados à atrofia muscular (MURF-1a e MAFbx) bem 

como a recuperação dessas fibras após a realimentação. Avaliou-se também a 

influência ocasionada pelo jejum no crescimento hiperplásico e hipertrófico visando 

gerar informações que poderão ser utilizadas para o manejo alimentar em sistemas de 

cultivo. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Crescimento muscular 

A musculatura esquelética nos peixes, parte que compreende cerca de 60% da 

massa corporal dos teleósteos (STÄGER e STOIBER 2001), está organizada em 

miômeros que são separados entre si por bainhas de tecido conjuntivo que os 

envolvem, os miosseptos (ALEXANDER 1969). Nesse grupo de animais, os miômeros 

são unidades morfofuncionais que se repetem ao longo do corpo do animal 
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(ALEXANDER 1969) e são responsáveis pelos movimentos ondulatórios durante a 

natação. 

Em peixes a formação das fibras musculares ocorre durante a fase de 

embriogênese (JOHNSTON 1980; CURRIE e INGHAM 2001). As fibras da musculatura 

estriada dos peixes estão distribuídas em três compartimentos distintos: vermelho, 

intermediário e branco. A maior parte da massa muscular é formada pelo 

compartimento branco (musculatura branca), que possui fibras musculares de 

contração rápida e metabolismo glicolítico. Já o compartimento vermelho 

(musculatura vermelha) está localizado na região superficial, abaixo da derme, sendo 

formado por fibras de contração lenta e metabolismo oxidativo e utilizado na 

realização de movimentos lentos e de sustentação, como a natação durante a 

migração. Entre essas duas regiões, encontra-se o compartimento intermediário 

(musculatura intermediária) com fibras de contração rápida e de metabolismo 

oxidativo/glicolítico (JOHNSTON 1981; WEATHERLEY e GILL 1987) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Desenho esquemático de um corte transversal da musculatura de peixe 
demonstrando a organização anatômica da musculatura estriada. Observa-se 
músculo vermelho (superficial), o músculo branco (profundo), o septo horizontal 
separando a musculatura em hipoaxial e epaxial e o septo medial separando a 
musculatura em antímeros (direito e esquerdo). Fonte: Mareco 2012, baseado em 
Videler, 2011. 



5 
 

O desenvolvimento muscular inclui uma sucessão de eventos e começa na fase 

inicial de desenvolvimento embrionário do animal. Primeiramente, a mesoderme dá 

lugar aos mioblastos, que são células mononucleadas precursoras das células 

musculares.  A fusão dos mioblastos origina os miotubos que possuem um ou mais 

núcleos centrais e miofibrilas em posição periférica (JOHNSTON et al. 1995). Nos 

miotubos ocorre a organização das proteínas que irão formar as unidades contráteis, 

os sarcômeros (HUXLEY 1969). Ao observar cortes histológicos de tecido muscular, 

notamos a diferença entre as células musculares maduras, que se caracterizam por 

apresentarem núcleos periféricos, ao contrário das fibras jovens. Além disso, o 

tamanho do diâmetro dessas fibras também apresenta diferença entre os animais 

jovens e adultos.  

No desenvolvimento embrionário de peixes e outros vertebrados, existem as 

células satélites ou mioblastos adultos, que possuem a capacidade de se proliferar e 

também apresentam o potencial de se diferenciar e se fundir com as fibras musculares 

existentes (VASYUTINA et al. 2007). Estas células são a principal fonte celular para a 

regeneração e para o processo de crescimento muscular pós-natal (JOHNSTON et al. 

2000, BUCKINGHAM 2007).  

Os mioblastos são capazes de se diferenciar em novas fibras (hiperplasia) ou de 

se fundirem às fibras já existentes (hipertrofia) e estão envolvidas no crescimento 

muscular normal e na regeneração do tecido muscular após uma lesão, doença ou 

privação alimentar (ROWLERSON e VEGGETTI 2001, DAL-PAI-SILVA et al. 2007, 

TEIXEIRA et al. 2012). Assim, o crescimento muscular é dependente da ativação, 

proliferação e diferenciação dos mioblastos (Koumans & Akster, 1995) que ocorre sob 

o controle de fatores transcricionais, dentre eles, os Fatores de Regulação Miogênica 

(MRFs), dos quais fazem parte a MyoD, Miogenina, Myf5 e MRF4 que são fatores que 

contêm um domínio altamente conservado evolutivamente. Os primeiros MRFs são 

expressos pelos mioblastos expressos são a MyoD (“myoblast determination fator”)  e 

Myf-5, que são fatores primários, expressos principalmente nas fases de proliferação 

dos mioblastos (HINITS e HUGHES 2007, WATABE 1999) e a miogenina e o MRF4, 

expressos posteriormente e regulam a diferenciação da fibra muscular (MEGENEY e 

RUDNICK 1995). Johansen e Overturf (2005) demonstraram, em truta, arco-íris, a 

expressão diferencial da MyoD desde o início do desenvolvimento até a fase adulta, 
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relacionando a expressão desse gene com a proliferação de células satélites e 

hiperplasia.  Almeida et al. (2008) observaram maior expressão da MyoD na 

musculatura branca de pacus jovens quando comparado aos adultos, relacionando 

essa diferença decorrente da hiperplasia mais pronunciada em fases iniciais. 

A expressão da miogenina e do MRF4 está relacionada com os processos de 

diferenciação dos mioblastos em fibras musculares maduras (MEGENEY e RUDNICKI, 

1995; RUDNICKI e JAENISCH, 1995; WATABE, 1999, 2001).  Johansen e Overturf (2005) 

relacionaram a expressão da miogenina, com a diferenciação dessas células e 

hipertrofia, sendo assim, mais expressa em estágios posteriores do desenvolvimento 

dos peixes.  

A miostatina, também conhecida como GDF-8 (“Growth and Differentiation 

Factor-8”), em vertebrados está envolvida com a regulação do crescimento muscular 

estriado esquelético (FUNKESTEIN e REBHAN 2007; PATRUNO et al. 2006) e é 

predominantemente expressa nesse tecido  (MCPHERRON et al. 1997). 

Nos mamíferos, em que a hiperplasia não perdura durante toda a vida – 

diferentemente dos peixes – a miostatina tem a principal função de regular 

negativamente o desenvolvimento e o crescimento muscular (MCPHERRON et al. 

1997). E esse controle se dá através da down-regulation da expressão da MyoD, 

miogenina e Myf-5 (RÍOS et al. 2002, JOULIA et al. 2003). 

Em peixes, como em mamíferos, a miostatina também está relacionada ao 

controle do crescimento muscular. Nas fases iniciais do desenvolvimento embrionário 

e larval, onde há predomínio do crescimento hiperplásico, os níveis de miostatina 

expressos no tecido muscular são bem baixos e vão aumentando gradativamente nas 

fases subsequentes, o que demonstra um possível controle negativo da miostatina 

sobre o crescimento muscular em peixes, uma vez que a expressão desse gene é mais 

intensa na fase adulta (JOHANSEN e OVERTURF 2005, PATRUNO et al. 2008). 

 A diferenciação entre a musculatura vermelha e branca ocorre no início do 

desenvolvimento embrionário devido a estímulos de glicoproteínas secretadas pela 

notocorda. Sob esses estímulos, células adaxiais migram para região superficial do 

miótomo para formar as fibras da musculatura vermelha (JOHNSTON e HALL 2004). 

Concomitantemente, outra população de células adaxiais ou células pioneiras que se 

alongam conectadas a notocorda originando o septo transverso, dividindo o miótomo 
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em duas regiões: epaxial e hipoaxial. A musculatura branca do embrião é formada a 

partir da fusão das demais células pré somíticas laterais dos miótomos (DEVOTO et al. 

1996). 

 Assim, nos vertebrados, o crescimento muscular ocorre por dois mecanismos: 

hiperplasia e hipertrofia. No primeiro, há a formação de novas fibras musculares, 

tendo as células satélite como precursoras. No crescimento hipertrófico, o crescimento 

ocorre com o aumento em diâmetro das fibras musculares. Em peixes, o ocorrem os 

dois tipos de crescimento muscular (hiperplasia e hipertrofia), durante toda a vida. No 

entanto, a hiperplasia é mais evidente durante em fases inicias de desenvolvimento e 

o crescimento hipertrófico mais intenso durante a fase adulta do animal (Almeida et al. 

2010). Porém, esses processos de crescimento estão relacionados ao tamanho final 

que o peixe atinge em sua fase adulta. Em peixes que que atingem maior tamanho 

final a hiperplasia é prolongada, o que gera maior número de fibras, que 

posteriormente, contribuirão para o crescimento hipertrófico. 

A hiperplasia pode ser dividida em hiperplasia estratificada e em mosaico 

(ROWLERSON e VEGGETTI 2001; DAL PAI-SILVA et al. 2007). A primeira ocorre devido 

ao aumento em espessura das camadas musculares oriundas da proliferação de células 

nas regiões ventral e dorsal dos miômeros (ROWLERSON e VEGGETTI, 2001) e sua 

ocorrência é predominante nas fases iniciais do desenvolvimento de peixes teleósteos 

(JOHNSTON 2006). Já a hiperplasia em mosaico ocorre principalmente na fase juvenil 

dos peixes e caracteriza-se pela ocorrência de fibras pequenas entre fibras de maior 

diâmetro, proporcionando a aparência de um mosaico formado por fibras de 

diferentes tamanhos e estágios de diferenciação (JOHNSTON 1999). Na hipertrofia, 

ocorre a fusão entre células satélites e fibras musculares já existentes proporcionando 

o aumento do número de núcleos para a síntese de miofribilas, ocasionando o 

aumento em diâmetro das fibras (JOHNSTON 1999; ROWERSON e VEGGETTI 2001).  

Diferentemente do que ocorre em mamíferos, onde a hiperplasia cessa em um 

curto período de tempo após o desenvolvimento embrionário (GOLDSPINK 1972), em 

peixes, a hiperplasia e a hipertrofia contribuem por todo período de crescimento da 

musculatura (ALAMI-DURANTE et al. 1997). Assim, a má qualidade da dieta fornecida 

aos animais durante as fases iniciais e a restrição alimentar pode influenciar 

diretamente no crescimento do animal (JOHNSTON 1981). Estudo recente com larvas 
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de pacu bem e mal alimentadas demonstrou que há um atraso no desenvolvimento e 

celularidade muscular em larvas que receberam somente dietas inertes (LEITÃO et al. 

2011). Segundo os autores, morfologicamente, essas larvas apresentaram fibras 

arredondadas, com a maioria dos núcleos centrais. Fibras musculares com estas 

características são indicativas de fibras muito jovens, como se observa em larvas 

recém eclodidas (ASSIS et al. 2004). Kojima (2012) manteve larvas de pacu em jejum 

após a eclosão durante 2, 4 e 6 dias e, em seu estudo, a autora não observou influência 

no crescimento hiperplásico após a realimentação com náuplios de artêmia durante 10 

dias em laboratório e posterior cultivo em tanques externos. 

Existem algumas diferenças na dinâmica de crescimento muscular entre várias 

espécies de peixes, sendo que o crescimento muscular não só é determinado pela 

genética da espécie, mas também pelas condições ambientais como temperatura da 

água, hipóxia, fotoperíodo e também privação alimentar e doenças (WEATHERLEY e 

GILL 1987; ASSIS et al. 2004, FAUCONNEAU e PABOEUF 2001). Esses fatores podem 

influenciar diretamente na regulação, diferenciação, degradação e síntese proteica no 

tecido muscular (JOHNSTON 2006). Ao contrário dos mamíferos, a musculatura dos 

peixes funciona como um órgão armazenador de proteína, e não como um órgão 

sintetizador de proteína, assim,  os peixes têm capacidade para usar proteína muscular 

como uma fonte de energia durante a ausência de alimento e maturação das gônadas 

(WEATHERLEY e GILL 1987).  

 

2.2 Fator de Crescimento Semelhante à Insulina 1 (IGF-1) 

Os IGF´s (Insulin-like growth factor) são um grupo de fatores que estão 

diretamente ligados à regulação do crescimento. Em mamíferos, parece que o IGF-I é o 

maior agente promotor de crescimento devido à sua habilidade de aumentar o 

acréscimo de proteínas através da estimulação da síntese proteica, além de reduzir a 

degradação de proteínas (DAVIS et al. 2002;  SACHECK et al. 2004).  

O IGF-1 (“Insulin-like growth factor"), IGF-2 e a Insulina são peptídeos que 

pertencem à mesma família de proteínas e possuem similaridades em relação à sua 

estrutura. Todos esses hormônios derivam de uma molécula ancestral comum, que ao 

longo da evolução passou por uma série de modificações e duplicações de genes e, 

atualmente, a sequência de aminoácidos dessas três moléculas de todos vertebrados é 
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conhecida e com alto grau de similaridade entre esses grupos (CHAN et al. 1993; 

REINECKE e COLLET, 1998). Segundo Peter e Marchant (1995) existe um alto grau de 

conservação na sequência de aminoácidos do IGF-I entre os vertebrados, indicando 

que há uma forte pressão evolutiva em manter a estrutura desse hormônio ao longo 

da evolução dos vertebrados. A insulina e os IGF’s exercem suas atividades orgânicas 

ao se ligarem aos seus receptores específicos ancorados na membrana plasmática e, 

apesar das semelhanças estruturais com a insulina e receptores de IGF-I de mamíferos, 

os peixes apresentam características de ligação diferentes. 

 O IGF-I pode atuar de forma parácrina ou autócrina (KELLEY et al. 2002), 

promovendo crescimento muscular e diferenciação celular em diversos tecidos 

(CARNEVALI et al. 2006). Os IGFs já foram detectados em diversos tecidos dos peixes, 

como o muscular, hepático, pancreático e adiposo, e possuem ações no metabolismo e 

no crescimento celular (PETER e MARCHANT 1995).  

Além disso, já foi demonstrado que a concentração de IGF-I no plasma é 

fortemente influenciada pelo estado nutricional (KETELSLEGERS et al. 1995). Em 

peixes, os níveis de IGF-I circulante desempenham um papel importante na regulação 

do crescimento e um dos fatores que mais influencia na concentração desse hormônio 

no plasma é o estado nutricional do indivíduo (DUAN e HIRANO 1992; DUAN et al. 

1993; MORIYAMA et al. 1994). 

 

2.3 Atrofia muscular 

Nos animais, em condições normais de nutrição, há um balanço entre a síntese 

e degradação do tecido muscular, e mobiliza as proteínas em um fluxo constante, 

denominado turnover proteico. Esse processo é responsável tanto pelo acréscimo do 

tecido muscular, no caso de animais bem nutridos, quanto pelo consumo desse tecido 

e gera a atrofia. A atrofia muscular é caracterizada pela redução do volume muscular 

devido ao aumento da degradação e diminuição da taxa de síntese proteica no 

músculo. Esse fato pode ser ocasionado por deficiências nutricionais, desernevação ou 

condições patológicas (TEIXEIRA et al 2012).  

Um dos principais estímulos atróficos é o jejum, que leva à ativação de sistemas 

proteolíticos, sendo que a via da ubiquitina-proteassoma é a principal delas. Essa via 
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realiza o processo de proteólise intracelular de modo altamente seletivo e com gasto 

de energia (LECKER et al. 2006; GOLDBERG 2007). E, dentre as inúmeras funções que 

exerce, destaca-se a degradação de proteínas miofibrilares, proteínas mal formadas 

e/ou sem função biológica.  

Há, principalmente, três sistemas de degradação proteica: (1) Proteases cálcio-

ativadas (calpainas ou caspases); (2) Degradação lisossomal e (3) Via proteassoma-

ubiquitina (P-Ub), dependente de ATP (SEILEZ et al. 2008). Muitas vezes, em situações 

em que a degradação proteica é aumentada, os três sistemas estão envolvidos. Porém, 

o papel desempenhado por cada sistema depende do tecido. No fígado, o sistema 

lisossomal é predominante e, no músculo esquelético, esse sistema é responsável por 

degradar apenas as proteínas sarcoplasmáticas, sendo as proteínas miofibrilares 

degradadas principalmente via proteassoma-ubiquitina. Em mamíferos, existem altas 

evidências de que a via predominantemente responsável pela atrofia muscular é a via 

dependente de ATP, ou seja, a ubiquitina-proteassoma (SEILIEZ et al. 2008). Porém, em 

peixes, pouco é conhecido sobre as estratégias proteolíticas de degradação muscular 

(WANG et al. 2010).  

 

2.3.1 Vias de degradação 

• Proteases cálcio-ativadas (calpainas ou caspases) 

Esse sistema constitui uma via de degradação de proteínas de células eucarióticas 

composta de duas enzimas (calpaínas) e da calpastatina. Segundo Salvensen (2002) 

essas proteases estão envolvidas na morte celular programada (apoptose). No 

músculo desempenham uma parte menor da degradação que produz perda de 

massa muscular podendo estar mais envolvidas na etapa inicial da degradação. 

Apesar de não serem capazes de degradar as proteínas musculares, essas 

proteases clivam as proteínas que ancoram o complexo actina-miosina, liberando 

os componentes proteicos do sarcômero para serem degradados por outra via de 

proteólise (GOLL et al. 2008, TEIXEIRA et al. 2012). 
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• Degradação lisossomal 

Os lisossomos, descobertos por De Duvene em 1956, são vesículas 

citoplasmáticas contendo cerca de 50 proteases, incluindo uma variedade de 

endopeptidases. A via de degradação lisossomal foi a primeira a ser identificada. 

Nessa via podem ocorrer dois processos proteolíticos, a macroautofagia e a 

microautofagia. No primeiro mecanismo ocorre a fusão de lisossomos com 

vacúolos denominados vacúolo autofágico ou fagossomo oriundos do complexo de 

Golgi e retículo endoplasmático liso. Devido ao citoplasma ser digerido em grandes 

quantidades esse processo é denominado "macroautofagia". Na microautofagia, as 

proteínas citoplasmáticas são fagocitadas diretamente por invaginações da 

membrana dos lisossomos e o conteúdo proteico sofre degradação no interior do 

lisossomo. Mortimore e Poso (1984) sugeriram que a microautofagia pode ser 

responsável pela degradação no estado basal e a macroautofagia é ativada 

principalmente no fígado, em períodos iniciais de jejum. 

 

• Via ubiquitina – proteassoma (Ub-P) 

A ubiquitina, identificada em 1971, é uma proteína que possui 76 resíduos de 

aminoácidos, presente em todas as células eucarióticas e é uma das proteínas mais 

conservadas em termos de sequência, diferindo muito pouco entre os eucariotos 

(VOGES et al. 1999). 

O sistema de Ub-P é responsável pela degradação de uma ampla gama de 

proteínas em vários tecidos (HERSCHKO e CIECHANOVER, 1992) incluindo as proteínas 

miofibrilares. De particular interesse do ponto de vista fisiológico, encontra-se o 

aumento da degradação das proteínas do músculo esquelético em condições 

patológicas ou de privação alimentar. 

As moléculas de ubiquitina se ligam aos substratos por meio  de ligações 

isopeptídicas entre o resíduo de glicina C-terminal da ubiquitina e os grupos amino - 

épsilon de resíduos de lisina das proteínas. Cadeias de poli-ubiquitina se formam  a 

partir da adição de moléculas de ubiquitina ao resíduo de lisina-48 de uma outra 

molécula de ubiquitina. (WATERLOW 2006). Essa via de degradação proteica envolve 

duas etapas. Primeiramente, várias moléculas de ubiquitina ligam-se covalentemente 
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ao substrato de uma proteína e então estas proteínas marcadas são degradadas pelo 

proteassomo. Esse processo requer ATP e envolve, três enzimas: as enzimas ativadoras 

de ubiquitina (E1),  uma das enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2), e uma proteína 

ubiquitina-ligase (E3) responsável pelo o reconhecimento do substrato a ser 

degradado. Estudos recentes sugerem que o Muscle Atrophy F-box (MAF-box), 

também chamado de Atrogin-1 e o MuRF1 (Muscle RING Finger 1) são duas Ub-

proteina ligase (E3) e são peças chave na regulação da atrofia muscular via ubiquitinia-

proteassoma em mamíferos (LECKER 1999). A expressão dessas enzimas de ligação à 

ubiquitina (E3) ocorre somente no músculo esquelético e estudos comprovaram que 

sua quantidade aumenta em múltiplas situações de atrofia (BODINE et al. 2001, NADER 

2005). 

Observou-se a importância desses atrogenes na perda da massa muscular 

através de estudos de ratos knockout (BODINE et al. 2001). Nesse estudo, a ausência 

de MAFbx ou MuRF1 reduziu a atrofia muscular induzida por desnervação. Segundo 

Attaix e Baracos (2010) esses genes tem dois papéis distintos na perda do tecido 

muscular: o MuRF1 parece estar diretamente envolvido na degradação das proteínas 

miofibrilares, enquanto que o MAFbx reduz as taxas de síntese proteica. 

O tecido muscular é o mais representativo quando se considera a 

decomposição e síntese muscular (HIGUERA et al. 1999). Análises do tecido muscular e 

hepático em trutas em restrição alimentar demonstraram grupos de genes 

responsáveis pela síntese e outros pela degradação proteica em resposta ao jejum, o 

que evidencia respostas específicas na musculatura branca, incluindo a expressão de 

RNAm das vias catalíticas (CLEVELAND et al. 2009), e a importância do IGF-I,  um dos 

potentes sinalizadores da cascata anabólica (SINGLETON et al. 2000). Outros autores 

acreditam que os hormônios anabólicos insulina e IGF-1 são os principais moduladores 

da atenuação do processo proteolítico (GREENHAFF et al. 2008). Assim, estudos 

modernos estão voltados à verificação da ação desse hormônio no tecido muscular 

durante a privação alimentar, já que parece que existe uma relação do IGF-I no 

turnover proteico. Consequentemente, o conhecimento dos genes responsáveis pelo 

catabolismo e os fatores que inibem sua expressão pode indicar estratégias de manejo 

alimentar que beneficiem o crescimento dos peixes cultivados. 
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2.4  Pacu 

 

 Dentre os peixes neotropicais, o pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 

1887: Serrasalminae, Characidae) é uma espécie que se destaca por suas 

características favoráveis para o cultivo. Em termos de produção nacional, este peixe 

ocupa o terceiro lugar entre as espécies nativas, chegando a dezoito mil toneladas em 

2009 (MPA, 2010). Devido à importância dessa espécie, muitos estudos vêm sendo 

conduzidos a fim de maximizar seu cultivo e minimizar os custos de produção (JOMORI 

et al., 2003).   

 O hábito alimentar onívoro do pacu adulto favorece sua aptidão para a 

aquicultura (JOMORI 1999; TESSER e PORTELLA 2006; PORTELLA et al 2012; PORTELLA 

et al. 2014). Entretanto, espécies neotropicais de desova total possuem larvas com 

características altriciais e esses animais, após a eclosão apresentam tamanho reduzido, 

natação vertical errática e ausência dos primórdios das nadadeiras peitorais 

(MACHADO-ALISSON, 1990), como é o caso do pacu (PORTELLA et al. 2012, 2014).  

 Ao iniciarem a alimentação exógena, as larvas altriciais ainda não apresentam o 

sistema digestório completamente formado, com o intestino anterior 

morfologicamente indiferenciado e sem glândulas gástricas, sendo então incapazes de 

aproveitar os nutrientes das dietas formuladas (PORTELLA e DABROWSKI 2008; 

MENOSSI et al 2012; PORTELLA et al. 2014). Devido a essas características, faz-se 

necessário o fornecimento de alimento vivo no início da alimentação exógena. 

Entretanto, essa prática encarece o cultivo, uma vez que o principal insumo utilizado 

são os náuplios de artêmia, cujos cistos possuem alto valor no mercado. A substituição 

do alimento vivo pelo formulado para larvas de pacu é um processo delicado, e muitas 

pesquisas já foram desenvolvidas visando a compreensão e otimização desse processo 

(TESSER 2002; TESSER e PORTELLA 2006; JOMORI et al. 2003; JOMORI 2005; JOMORI et 

al., 2008; LEITÃO et al. 2011, MENOSSI el al. 2012, PORTELLA et al 2014) Porém, a 

diminuição do fornecimento de alimento vivo nos primeiros estágios de alimentação 

quando realizada muito precocemente, pode resultar em redução da taxa de 

crescimento dos peixes, comprometendo assim o ganho em massa muscular (JOMORI 

2005; LEITÃO et al. 2011; KJØRSVIK et al. 2011; MENOSSI et al 2012) . 
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Recentemente, Leitão et al. (2011) mostraram os efeitos diferenciais que a 

nutrição pode causar ao crescimento hiperplásico e hipertrófico das fibras musculares 

em larvas de pacu. Em larvas bem alimentadas (que receberam alimento vivo, náuplios 

de artêmia) ocorreu predomínio da hiperplasia, contribuindo para maior recrutamento 

de novas fibras musculares, enquanto que em peixes que tiveram a taxa de 

crescimento reduzida devido à substituição precoce do alimento vivo por dietas 

formuladas, verificou-se antecipação do processo hipertrófico das fibras musculares. 

Kojima (2012) também observou sinais atróficos em larvas de pacu mantidas em jejum 

e sua influência na homogeneidade do crescimento posterior. Tendo em vista os 

numerosos estudos sobre os efeitos dos fatores de crescimento muscular após o 

jejum, foi proposto este estudo foi proposto visando fornecer informações básicas 

para compreender a relação entre a expressão dos genes de atrofia e de crescimento 

muscular durante o jejum prolongado em juvenis de pacu.  

 

3.  HIPÓTESE  

 
Considerando que o jejum é um dos principais estímulos atróficos e sabendo-se 

que os genes MuRF1-a e MAFbx estão envolvidos com controle da degradação do 

tecido muscular em situação de atrofia, a hipótese desse trabalho foi verificar se a 

expressão desses atrogenes e dos genes de crescimento (MyoD1-a, Miogenina , 

Miostatina-b, IGF-I) são alterados durante períodos crescentes de jejum na fase inicial 

de desenvolvimento do pacu. A segunda hipótese foi verificar se os efeitos do jejum 

causam alterações no fígado e se comprometem o crescimento somático, a 

celularidade das fibras musculares, e o crescimento hiperplásico da musculatura. Para 

tanto, realizaram-se acompanhamento do crescimento dos peixes e avalições 

histológicas e moleculares do tecido muscular e do fígado durante o jejum e sua 

posterior recuperação após o período de realimentação.  

 

4. OBJETIVOS 

Objetivo geral  

Este trabalho teve por objetivo estudar os efeitos do jejum e posterior 

realimentação sobre o desenvolvimento inicial de larvas e juvenis de pacu, as 
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alterações hepáticas e a expressão dos genes envolvidos no crescimento (MyoD, 

miogenina, miostatina-b e IGF-I) e no catabolismo muscular (MAFbx e MuRF-1a).  

 

 

Objetivos específicos 

• Acompanhar as variáveis de crescimento (peso, comprimento, ganho em 

peso, taxa de crescimento específico), e sobrevivência de juvenis de pacu 

submetidos a diferentes períodos de jejum e realimentação; 

• Avaliar o crescimento muscular hiperplásico e hipertrófico das fibras 

musculares durante os diferentes períodos de jejum e após a realimentação;  

• Avaliar as alterações no fígado dos juvenis submetidos ao jejum e posterior 

realimentação; 

• Avaliar a expressão dos genes de crescimento (MyoD1-a, miogenina, 

miostatina e IGF-I) e catabolismo muscular (MuRF1-a e MAFbx) após o jejum. 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento realizou-se no Laboratório de Nutrição de Organismos 

Aquáticos do Centro de Aquicultura da Unesp – Jaboticabal/SP. Em uma fase pré-

experimental larvas de pacu com aproximadamente quatro dias e iniciando a 

alimentação exógena, foram mantidas em tanques de polietileno com capacidade de 

100L e alimentadas com náuplios de artêmia até atingirem o tamanho desejado para o 

início do experimento (90,3 ± 4,1 mg). Após esse período, os peixes, então já 

apresentando características de juvenis (sensu Kendall et al. 1984) foram redistribuídos 

em tanques com volume de 50L com aeração e fluxo de água constantes, na densidade 

de 10 juvenis/L. Durante o período experimental a média de oxigênio dissolvido 

manteve-se em 6,3 ± 0,2 mg/L e as de temperatura da água no período da manhã e 

tarde foram de 28,2 ±  0,6°C e 29  ±  0,7°C, respectivamente. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 

cinco tratamentos com quatro réplicas cada. Três períodos de jejum foram testados 

além de um foram utilizados como controle positivo (animais alimentados por todo 
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período experimental) e como controle negativo, (larvas mantidas em jejum, JJ por 

todo período experimental). (Figura 1). 

O alimento vivo oferecido aos animais na realimentação e aos do controle 

positivo foi fracionado em cinco vezes ao dia (às 8, 11, 14, 17 e 20 horas). Após a 

alimentação das 8 horas, era realizado o sifonamento das caixas para retirada dos 

restos alimentares do dia anterior e quantificação dos peixes mortos.  

O início da restrição alimentar ocorreu simultaneamente em todos os 

tratamentos que envolveram o jejum (Figura 2). Entretanto, para avaliar a recuperação 

das fibras musculares, as coletas foram realizadas de forma que o período de 

realimentação (20 dias) fosse o mesmo para os tratamentos J4, J8 e J11. Dessa forma o 

encerramento de cada tratamento ocorreu em dias diferentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análises do crescimento, sobrevivência, mortalidade e canibalismo aparente 

Para avaliação do crescimento, ao final do jejum e da realimentação, ao final do 

período de jejum e após a realimentação foram coletados 5% dos juvenis de cada 

unidade experimental, eutanasiados por exposição prolongada em anestésico 

(benzocaína 0,05%), fixados em formol tamponado 10%  por 24 horas e preservados 

em álcool 70%. Posteriormente, os peixes foram medidos (comprimento total) e 

pesados individualmente.  
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Figura 2. Esquema experimental indicando os períodos de jejum avaliados, as coletas e a 
quantidade de náuplios de artêmia fornecidos durante o experimento. 
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Ao final do experimento todos os peixes foram individualmente contados e 

então calculadas as taxas de sobrevivência, de mortalidade e de canibalismo aparente. 

Considerou-se canibalismo aparente os juvenis desaparecidos ou canibalizados por 

meio da relação entre o número de juvenis inicialmente estocados, juvenis 

sobreviventes e os que foram contabilizados como mortos durante a limpeza dos 

tanques.  

A sobrevivência foi calculada por meio da seguinte expressão:  
 

��������ê	
�� =
�

���
× 100, onde: 

 
Nf = número de animais o final do experimento; 
Ni = número de animais ao início do experimento;  
Nc = número de animais coletados ao longo do experimento para as biometrias e 
encontrados mortos durante a limpeza dos tanques. 
 

O Canibalismo aparente foi calculado por meio da seguinte expressão: 
 

Taxa de canibalismo aparente (%) = 100 – [sobrevivência (%) + Mortalidade (%)] 

 

A partir dos dados biométricos foi calculada a taxa de crescimento específico, o 

ganho em peso e o fator de condição de Fulton. 

A taxa de crescimento específico (TCE) foi calculada por meio da seguinte expressão:  
 

��� = 	
�����	����

��
 100, onde 

 
lnPf = logaritmo do peso final;  
lnPi = logaritmo do peso inicial;  
Δt = Duração em dias entre os intervalos de biometria. 
 
O ganho em peso (GP) em miligramas foi calculado por meio da expressão: 

GP = Peso final – Peso inicial 
 
 
O fator de condição (K) de Fulton foi determinado por meio da fórmula: ! 
 

! =	
"�#�


�$"��$�	%�&
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 O valor de b foi obtido por meio da logaritimização dos dados de peso e de 
comprimento total de todos os animais amostrados em todas as biometrias. Esses 
dados foram plotados em gráfico e o valor de b, foi obtido por meio da equação linear:  
 

y = a + bx 

 

 Análises histológicas, morfologia e morfometria  

Simultaneamente à coleta para a biometria, após os animais serem eutanasiados, 

foram coletadas amostras (n=8) para as análises. Os animais selecionados para esses 

análises encontravam-se dentro da média de peso e comprimento apresentada pelo 

tratamento. 

 

• Tecido muscular 

As amostras do músculo branco foram obtidas da região epiaxial foram fixadas 

em solução de Karnovsky modificada (paraformoldeído 20%, glutaraldeído 20%, 

tampão fosfato de Sorensen 0,2M pH 7,2) durante 24 horas, mantidas em solução 

tampão fosfato por três dias e então preservadas em solução alcoólica 70%. As 

amostras fixadas foram incluídas em Historesina® (Leica, Germany) seguindo as 

recomendações do fabricante e então foram obtidos cortes histológicos transversais 

(Leica, modelo RM 2245), com três micrômetros de espessura, corados com 

hematoxilina-floxina B a 0,5 %.  

Posteriormente, as lâminas foram observadas em microscópio óptico para 

mensuração do diâmetro de 200 fibras musculares do compartimento profundo da 

musculatura epaxial dos animais para avaliar a celularidade dos juvenis. Para 

mensuração das fibras, utilizou-se um sistema de análise de imagens (CellSens – 

Olympus) e foi considerado o menor diâmetro de cada fibra. As fibras musculares 

foram distribuídas nas seguintes classes, de acordo com seu diâmetro (d, μm), classe 

10 = d ≤ 10; classe 20 = 10 < d ≤ 20; classe 30 = 20 < d ≤ 30; classe 40 = 30 < d ≤ 40; e 

classe 50 = d > 40, baseando-se na metodologia utilizada por Assis et al. (2004). 

 

• Fígado 

As amostras da região ventral dos juvenis de pacu foram fixadas em solução de 

paraformoldeído 4% durante 24 horas e mantidas em solução tampão (fosfato de 
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Sorensen 0,2M pH 7,2). As amostras foram incluídas em Historesina® segundo 

recomendações do fabricante com modificações. Depois de retiradas da solução de 

fixação, foram lavadas em água e pré-infiltradas por 4 horas com solução de glicol-

metacrilato + ativador (Embedding kit®, Leica) e água destilada (1:1 v/v), em seguida 

seguiu-se com o método indicado. O uso da água em substituição ao álcool teve a 

intenção de preservar o conteúdo lipídico das estruturas.  

Após a inclusão foram obtidos cortes histológicos longitudinais (Leica, modelo 

RM 2245), com três micrômetros de espessura, corados com hematoxilina-floxina B a 

0,5 % e ácido periódico de Schiff (PAS) para observação do glicogênio hepático.  

Posteriormente, as lâminas foram observadas e microfotografadas em 

microscópio óptico (câmera Olympus DP73®) para avaliação da histologia geral do 

fígado (CelSens Stardart, Olympus®). 

 

 Análises da Expressão Gênica  

 Paralelamente às coletas para análise histológica e morfométrica das fibras 

musculares, foram amostrados fragmentos da musculatura dorsal (n=8 peixes/unidade 

experimental) para análise da expressão gênica. Estes foram cuidadosamente 

retirados, congelados em nitrogênio líquido e posteriormente armazenados em freezer 

-80°C. Para a avaliação quantitativa da expressão gênica na musculatura esquelética do 

pacu realizada por Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real após Transcrição 

Reversa (RT-qPCR) dos genes MURF-1, MAFbx, MyoD1-a, Miogenina,  IGF-I e 

Miostatina-b, foram utilizadas as amostras coletadas após o fim do período de jejum e 

comparadas ao controle positivo alimentado.  

 

Extração do RNA total 

Para a análise os tecidos que estavam congelados em nitrogênio líquido foram 

homogeneizados com o homogeneizador de tecidos (IKA Ultra Turrax/T-25) em 1ml de 

TRIzol para cada 100 mg tecido (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). O 

material insolúvel resultante da homogeneização foi retirado por centrifugação a 

12.000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e incubado por 5 minutos 

à temperatura ambiente, para permitir a completa dissociação dos complexos 

nucleoproteicos. Em seguida, adição de 0,2 mL de clorofórmio e incubação por 3 



20 
 

minutos à temperatura ambiente. O material foi centrifugado a 12000xg por 15 

minutos a 4°C e a fase aquosa formada foi separada. O RNA foi precipitado com 0,5 mL 

de álcool isopropílico por 10 minutos à temperatura ambiente e posteriormente 

centrifugado a 12000xg por 10 minutos a 4°C. O pelete de RNA formado foi lavado 

com 1 mL de etanol 75%, centrifugado a 7500xg por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante 

removido cuidadosamente. O pellet de RNA foi seco em temperatura ambiente e 

dissolvido em água ultrapura. 

Uma alíquota de 2 µl da solução de RNA total extraído foi quantificado, com 

auxílio de um espectrofotômetro  NanoVue (ND-1000 - Thermo Scientific). A 

integridade do RNA foi avaliada pela presença das bandas correspondentes aos RNAs 

ribossomais 28S e 18S, após eletroforese de 1 µg de RNA em gel de agarose 1% corado 

com GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA). Após essa análise, observou-se que o 

tratamento J11 não apresentava integridade necessária para a realização da RT-qPCR. 

Sendo assim, esse tratamento foi excluído das análises moleculares. 

 

Tratamento do RNA com DNase 

Conforme as instruções do protocolo DNase I - Amplification Grade (Invitrogen 

Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1 µg do RNA total destinado à reação de 

transcrição reversa foi transferido para um microtubo estéril, onde foram adicionados 

1 µL de 10x DNase I Reaction Buffer, 1µL de DNase I Amp Grade (1U/µL) e água-DEPC 

(tratada com Dietilpirocarbonato-DEPC 0,01% - SIGMA) na quantidade suficiente para 

completar 10 µL de solução. Essa solução permaneceu à temperatura ambiente 

durante 15 minutos e, em seguida, foi adicionado de 1 µL de EDTA (25 mM) e incubado 

a 65°C por 10 minutos, para a total inativação da enzima DNase I. 

 

Transcrição Reversa (RT) 

A reação de transcrição reversa (RT) foi realizada utilizando-se o Kit High 

Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), onde 2 µg de RNA total obtido do 

músculo esquelético foram acrescidos de 10 µl de tampão de transcriptase reversa 

(10X RT buffer), 4 µL de dNTP (25X), 10 µL de Randon Primers (10X), 5 µL de enzima 

transcriptase reversa (50 unidades/µl), 5 µL de inibidor de ribonuclease recombinante 

RNaseOUT (40 unidades/µL) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e o 
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volume final da reação ajustado para 100 µL com água ultrapura. As amostras foram 

incubadas durante duas horas no termociclador: 10 minutos à 95° C, 40 ciclos de 15 

segundos para denaturação à 95° C e anelamento a 55° C e extensão à 72° C por uma 

hora. Em seguida, os produtos da reação de RT foram armazenados a -20°C. 

 

Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) 

Os primers utilizados nesse trabalho (genes MyoD, Miogenina, IGF-Ia, 

Miostatina-b, MURF1a e MAFbx e para o gene de referência hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1 (hprt1),  foram desenhados utilizando os dados do 

projeto “Caracterização do transcriptoma do músculo estriado esquelético do pacu 

(Piaractus mesopotamicus)” sob orientação da Profa. Dra. Maeli Dal Pai Silva da 

(Universidade Estadual Paulista - Campus de Botucatu) pesquisadora colaboradora do 

presente estudo (Tabela 1). 

 A avaliação quantitativa da expressão gênica dos genes MyoD, Miogenina, IGF-

Ia, Miostatina-b, MuRF1a e MAFbx foi realizada através da técnica de PCR em Tempo 

Real com a utilização do Kit Power SYBR


 Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA). Para cada amostra muscular, utilizou-se 2 µL cDNA (equivalente 

a 40 ng de RNA total), 12,5 µL de Power SYBR


 Green Mix (2,5X), 1,5 µL de primers 

“sense” e 1,5 µL de primer “anti-sense” e 7,5 µL de água ultrapura, suficiente para um 

volume final de 25 µL de solução. As reações para cada gene foram realizadas em 

duplicatas, no Sistema Real Time PCR 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

As condições de termociclagem da reação de qPCR foram padronizadas de acordo com 

as instruções do fabricante do equipamento. Os valores obtidos de “corrida” foram 

normalizados pelos valores obtidos dos genes de referência hprt1 e ao término de 

cada PCR foi realizada a análise da curva de dissociação dos fragmentos amplificados. 
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Gene Sequência do primer 

MyoD1a 
F: TGCTTGCCTTCCTCTACGAT 

R: GCGAAAGTCCTCAACCTCAG 

Miostatina-b 
F:TGGGACCCTCTGAGATTTTG 

R:CGGGGATCGAGATAAATGC 

Miogenina 
F:CCGCCTACAACTCCACTCAT 

R:TAGCCTCTGTGCCTGTGATG 

IGF-I 
R:ATTTCAGCAAGCCAACAGGT 

F:CGCACAATACATCTCAAGTCG 

MAFbx 
R:TCTTTGGTGCTCCCCTTGTG 

F:TAAAACCGAGGACGGCTGG 

MuRF1a 
R:CCATTGATGCCTTGGTTGC 

F:CCTTCTCGTCCTGCTCTTTG 

hprt1pacu 
F:TGGGCTAAAGGAAGGATGAG 

R:TACAAAGCGTGAGGTGGCTA 

 

 Análises estatísticas 

 Aos resultados de crescimento e de sobrevivência das larvas foram aplicados 

análise de variância ou teste t, ao nível de 5% de probabilidade, para comparação 

entre as amostras (tratamento e respectivo controle) sendo os dados analisados pelo 

programa SAS System versão 8.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Os 

resultados percentuais foram transformados em arcoseno antes da aplicação da 

ANOVA e todas as variáveis foram avaliadas quanto à normalidade (Cramer Von Mises) 

e homocedasticidade das variâncias (Levene). 

Para a análise de expressão gênica os dados foram analisados através da 

análise de variância não paramétrica (Kruskal-Wallis) seguido do teste de comparações 

múltiplas de Dunn, considerando o nível de 5% de significância (ZAR, 2009).  

 

6. RESULTADOS 

6.1 Sobrevivência, Mortalidade e Canibalismo aparente 

O jejum afetou negativamente a sobrevivência dos juvenis de pacu; a 

sobrevivência foi menor quanto maior o período do jejum (Figura 3). Após o período 

de realimentação, não houve diferença estatística para esse parâmetro entre os 

Tabela 1. Primers usados para a RT-PCR quantitativa em tempo real para a 
amplificação dos genes MyoD1a, miogenina, miostatina-b, IGF-I, MAFbx, MuRF1a e 
do gene de referência hprt1. 
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animais mantidos em jejum durante quatro dias (J4) e o controle positivo (ART). Já 

para os outros tratamentos, a sobrevivência foi menor quanto maior o período de 

jejum. 

Consequentemente, a mortalidade foi maior no tratamento em que os animais 

ficaram onze dias em jejum (Figura 4), sendo que nesse tratamento o pico de 

mortalidade ocorreu próximo ao 10° dia da fase de restrição alimentar. O controle 

negativo apresentou mortalidade total entre o 13° e 14° dia experimental.  
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Figura 3. Sobrevivência ao final do experimento (médias ± desvio padrão) de juvenis de pacu 
submetidos a diferentes períodos de jejum: J4: quatro dias; J8: oito dias; J11: onze dias, e o 
controle positivo (Art) em que foram alimentados por todo o período experimental.  
* Letras diferentes demonstram diferença estatística (ANOVA, p<0,05) em cada parâmetro 
analisado. 

B 

Figura 4. A: Mortalidade por período (jejum e realimentação) e B canibalismo aparente de 
juvenis de pacu submetidos a diferentes períodos de jejum: J4: quatro dias; J8: oito dias; 
J11: onze dias, Art representa o controle positivo em que os juvenis foram alimentados por 
todo o período experimental. Letras diferentes demonstram diferença estatística (ANOVA, 
p<0,05) entre os tratamentos.  
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8. 2. Crescimento 

O crescimento em peso e em comprimento total também foi afetado pela 

privação alimentar. Observou-se diferença estatística (P<0,05) entre os animais 

mantidos em jejum durante quatro, oito e onze dias e o respectivo controle positivo 

(Tabela 2). Essa diferença se manteve até o final do experimento nos peixes dos 

tratamentos J4 e J8. Porém, no presente estudo, após o período de realimentação, não 

houve diferença estatística entre o peso final dos peixes em jejum por onze dias e o 

controle (Tabela 2).  

Antes do início do experimento, o peso médio dos juvenis era 90,03 ± 4,07 e 

acentuada perda de peso foi observada conforme o jejum foi se prolongando (Tabela 

2).  A taxa de crescimento específico, durante o período de jejum, foi maior no 

controle positivo. A TCE manteve-se negativa nos tratamentos J4, J8 e J11.  No período 

de realimentação (20 dias), houve diferença significativa (p<0,05) para a TCE entre os 

peixes mantidos por oito (J8) dias em jejum e o controle positivo (ART), 

diferentemente do observado entre os tratamentos J4 e J11 seus respectivos  controle 

positivo, onde essa taxa foi estatisticamente igual. 

 
 

 
 
 

 
 

Tabela 2. Valores médios (± desvio padrão do comprimento total (CT, mm), peso ( P, mg), 
taxa de crescimento específico (TCE), ganho em peso (GP, mg) e fator de condição de Fulton 
(FC) de juvenis de pacu submetidos aos diferentes períodos de jejum e seu respectivo 
controle, ao final do período restrição alimentar e ao final do experimento. Peso dos animais 
ao início do experimento: 90,30mg ± 4,07 mg. 

*As médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (teste-t, p<0,05) comparadas entre o 

tratamento e seu respectivo controle. 
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8.3 Morfometria das fibras musculares 

As análises morfométricas das fibras musculares de juvenis de pacu 

demonstraram que houve diferença estatística entre os juvenis mantidos em jejum por 

quatro dias e o controle positivo (alimentadas) apenas nas fibras da classe 40. Já em 

relação aos peixes mantidas em jejum por oito dias (J8), houve um aumento das fibras 

de menor diâmetro nos tratamentos J8 (classe 20) e J11 (classes 10 e 20) quando 

comparados com o tratamento controle positivo (Figura 5A).  

Nos animais que permaneceram maior tempo em jejum (J11) houve maior 

incidência de diminuição do diâmetro das fibras musculares (Figura 5B), revelada pelo 

aumento das frequências de fibras das classes 10 e 20, comparadas com os 

tratamentos J4 e J8. Ainda, nos tratamentos em que as larvas ficaram em jejum por 

oito e onze dias, a frequência de fibras das classes de maior tamanho (classes 40 e 50 

em J8, e classes 30, 40 e 50 em J11) foi menor.  

Avaliando-se as 5  fibras de maior e menor diâmetro observou-se que ao final 

do período de jejum os tratamentos J8 e J11 apresentaram as menores médias de 

diâmetro das fibras, devido ao consumo do tecido muscular (Figura 6 A)  
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De maneira geral, os dados mostram que a celularidade dos juvenis após o 

período de realimentação foi bastante semelhante ao grupo controle (ART), o que 

Figura 5.  Distribuição das fibras musculares do compartimento profundo de acordo com o 
diâmetro (d, μm) e peso médio de juvenis de pacu ao final do período de restrição alimentar. 
(A) Juvenis com quatro (J4), oito (J8) e onze (J11) dias em jejum e seus respectivos controles 
(ART). (B) Comparação da frequência de fibras dos diferentes diâmetros entre os 
tratamentos em jejum ao final de cada período de restrição alimentar. 
Classes de diâmetro: classe 10 = d ≤ 10, classe 20 = 10<d ≤ 20; classe 30 = 20<d ≤ 30, classe 
40=30<d ≤ 40, classe 50 = D>40). Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente (p>0,05). Em 5A a comparação é pelo teste-t entre as classes de fibras do 
tratamento e seu respectivo controle. Em 5B a comparação é por ANOVA entre as classes nos 
diferentes tratamentos em jejum.  
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confirma a recuperação do crescimento. Nessa fase, nota-se que os peixes mantidos 

em jejum durante 4 dias não demonstraram diferença significativa quando 

comparados ao controle positivo para as fibras das classes 10 e 30. Já para as fibras da 

classe 20 houve maior frequência no tratamento J4 (Figura 6A). Já os tratamentos que 

permaneceram em jejum por 8 e 11 dias (J8 e J11), apresentaram menor frequência de 

fibras da classe 10 (Figura 6B). 

Em relação ao diâmetro das cinco menores e maiores fibras, após o período de 

realimentação, não houve diferenças estatísticas em relação ao diâmetro das maiores 

fibras entre os tratamentos e seu respectivo controle positivo. Porém, em relação ao 

diâmetro das menores fibras, o tratamento J11 diferiu estatisticamente do controle 

alimentado (Figura 7C), demonstrando maior incidência de fibras de menor diâmetro, 

indicativo de hiperplasia, nos tratamentos onde não houve a privação alimentar, ou ela 

foi feita por menor período. 
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Figura 6: Distribuição das fibras musculares do compartimento profundo de acordo com o diâmetro (d, 
μm) e peso médio de juvenis de pacu ao final do experimento. (A) Juvenis com quatro (J4), oito (J8) e 
onze (J11) dias em jejum e seus respectivos controles (ART). (B) Comparação da frequência de fibras dos 
diferentes diâmetros entre os tratamentos em jejum ao final do experimento. 
Classes de diâmetro: classe 10 = d ≤ 10, classe 20 = 10<d ≤ 20; classe 30 = 20<d ≤ 30, classe 40 = 30<d 
≤40, classe 50 = D>40). Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente (p>0,05). Em 6A 
a comparação é pelo teste-t entre as classes de fibras do tratamento e seu respectivo controle. Em 6B a 
comparação é por ANOVA entre as classes nos diferentes tratamentos em jejum.  
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Morfologia das fibras musculares  
 

Aos quatro dias de jejum não foram observados sinais de atrofia muscular nos 

cortes histológicos quando comparadas ao tratamento controle (Figuras 8A e 8B). Já 

com 8 e 11 dias em jejum (Figuras 8C e 8E), houve a degradação do tecido muscular 

caracterizado por: preenchimento do espaço intersticial por tecido conjuntivo,  e 

localização periférica extrema dos núcleos, desorganização das estruturas celulares e 

perda de miofibrilas (Figuras 8D e 8F).  

Ao final do período de realimentação as fibras musculares dos animais 

mantidos em jejum por quatro, oito e onze dias (Figuras 9A, 9C e 9E) estavam 

semelhantes ao controle alimentado por todo experimento (Figuras 9B, 9D e 9F), com 

recuperação da forma e diâmetro das fibras. 

Figura 7. Diâmetro médio das cinco fibras musculares de menor e maior diâmetro. Em (A) e 
(C), fibras de menor diâmetro ao final do período de jejum e ao final do experimento, 
respectivamente. Em (B) e (D), fibras de maior diâmetro ao final do período de jejum e ao 
final do experimento, respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente (teste-t, p>0,05) na comparação entre os tratamentos e seus respectivos 
controles. 
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Figura 8. Fotomicrografia dos cortes histológicos da musculatura epaxial de juvenis de 
pacu. A, C e E: Peixes em jejum por quatro (J4), oito (J8) e onze (J11) dias, 
respectivamente. Seta curta: núcleos periféricos, estrela: infiltração tecido conjuntivo 
no espaço intersticial, (*) fibras da classe 10 devido à perda da massa muscular.  B, D e 
F: Peixes do tratamento controle (alimentado) dos respectivos tratamentos em jejum: 
quatro (J4), oito (J8) e onze (J11) dias. J4, J8 e J11, ao final do período jejum. Seta longa: 
fibras pequenas rodeadas por fibras grandes.  Coloração: Hematoxilina-floxina-B.  

* 

* 
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Figura 9. Fotomicrografia dos cortes histológicos da musculatura epaxial de juvenis de 
pacu. A, C e E: Peixes ao final do experimento que passaram pelo jejum de quatro (J4), 
oito (J8) e onze (J11) dias, respectivamente; B, D e F: Peixes do tratamento controle 
(alimentado) dos respectivos tratamentos: J4, J8 e J11 ao final do experimento. Seta: 
fibras menores rodeadas por fibras maiores. Coloração: Hematoxilina-floxina-B.  
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 8.5 Efeitos no fígado 
 
 Ao final dos períodos de restrição alimentar, a análise microscópica de 

fragmentos de fígado revelou discreto desarranjo cordonal dos hepatócitos devido à 

vacuolização observada nas células hepáticas dos fígados dos juvenis do tratamento 

controle, alimentado durante todo o período (Figura 10D). Observou-se que o fígado 

desses animais apresentava muitas granulações PAS positivas durante todo período 

experimental (Figura 10H). Já para os animais mantidos em jejum, a vacuolização era 

menos evidente (Figuras 10 B,C), portanto com arranjo cordonal mais característico 

(Figuras 10 B,C,D). Nos tratamentos J8 e J11, foram observadas áreas de necrose e 

infiltração de tecido conjuntivo (Figuras 10 B,C). A reação ao PAS foi menos intensa 

nesses tratamentos, principalmente nos tratamentos J8 e J11 (Figuras 10 F,G). O 

tratamento J4 ainda apresentava alguma reação positiva ao PAS (Figura 10H).  

Após o período de realimentação, os fígados dos peixes de todos os 

tratamentos mantidos em jejum (J4, J8 e J11) apresentaram características 

morfológicas similares ao controle positivo (Figuras 11 A,B,C,D, respectivamente). Em 

todos os grupos foi observado deslocamento do núcleo do hepatócito para periferia e 

reação positiva ao PAS (Figuras 11 E,F,G,H, respectivamente). 
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Figura 10. Fotomicrografias do fígado de juvenis de pacu ao final do perído de jejum. (A) Jejum 4 dias: 
hepatócitos em arranjo cordonal (seta longa) com núcleos deslocados para periferia devido ao acúmulo de 
glicogênio (seta curta); (B) jejum 8 dias: hepatócitos em arranjo cordonal (seta longa) e (*) infiltração do tecido 
conjuntivo; (C) jejum 11 dias: hepatócitos em arranjo cordonal (seta longa) e (*) infiltração do tecido 
conjuntivo e aumento da vacuolização hepática (seta vazada); (D) controle alimentado: hepatócitos com 
núcleos deslocados para periferia devido ao acúmulo de glicogênio (seta curta). Coloração: H-F. (E) Jejum 4 
dias: presença de glicogênio nos hepatócitos (estrela); (F) jejum 8 dias: reação negativa ao PAS; (G) jejum 11 
dias: reação negativa ao PAS; (H) controle alimentado: reação negativa ao PAS (estrela). Coloração: PAS.  

* 

* 

* 
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Figura 11. Fotomicrografias do fígado de juvenis de pacu ao final do experimento (realimentados por 
20 dias). (A) Juvenis mantidos em jejum por 4 dias; (B)  Juvenis mantidos em jejum por 8 dias; (C) 
Juvenis mantidos em jejum por 11 dias; (D) Controle alimentado por todo período experimental. Seta: 
hepatócitos com núcleos deslocados para periferia devido ao acúmulo de glicogênio. Coloração: H-F. 
(E) Juvenis mantidos em jejum por 4 dias; (fr)  Juvenis mantidos em jejum por 8 dias; (G) Juvenis 
mantidos em jejum por 11 dias; (H) Controle alimentado por todo período experimental. Reação 
positiva ao PAS evidenciando acúmulo de glicogênio hepático. Coloração: PAS. 
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8.6 Expressão gênica  

   

Observou-se que a expressão do MAFbx e MuRF1 a foi maior no tratamento J8, 

diferindo estatisticamente do tratamento J4 e, ambos diferindo estatisticamente do 

controle positivo (alimentado por todo o período), que apresentou menor taxa de 

expressão desses genes (Figura 12). Para a miostatina-b, não houve diferença entre o 

tratamento J4 e o controle, apesentando resultados superiores ao tratamento J8.  
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Em relação aos genes relacionados ao crescimento muscular, não houve 

diferença estatística entre os tratamentos em jejum e o controle positivo para a 

expressão da miogenina. Para a Myod, observou-se maior expressão nos peixes em 

Figura 12. Avaliação quantitativa de uma RT-PCR de genes relacionados à atrofia e regulação do 
crescimento muscular realizada no tecido da musculatura branca de juvenis de pacu mantidos 
por 4 e 8 dias em jejum e o controle positivo alimentado por 4 dias.  Os dados foram expressos 
como mínimo 1°quartil, mediana, 3° quartil e valores máximos. Médias seguidas de letras 
diferentes diferem estatisticamente pelo teste este de Dunn a 5%. 
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jejum quando comparados ao controle positivo ART. Já para o IGF-IA, observou-se que 

a expressão foi maior (P<0,05) no tratamento alimentado. E, entre os tratamentos 

mantidos em jejum, não houve diferença significativa (Figura 13). 
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7. DISCUSSÃO 

 
No presente estudo, o jejum afetou negativamente o desempenho e a 

sobrevivência dos juvenis de pacu, e a mortalidade total dos animais mantidos em 

jejum ocorreu por volta de 13 dias em jejum. Em uma fase anterior do 

desenvolvimento,  Kojima (2012) observou a mortalidade de larvas de pacu com cerca 

de oito dias em jejum (13 dias pós eclosão). Já Menossi et al. (2012) observaram 

Figura 13. Avaliação quantitativa de uma RT-PCR de relacionados ao crescimento muscular 
realizada no tecido da musculatura branca de juvenis de pacu mantidos por 4 e 8 dias em jejum 
e o controle positivo alimentado por 4 dias.  Os dados foram expressos como mínimo 1°quartil, 
mediana, 3° quartil e valores máximos. Médias seguidas de letras diferentes diferem 
estatisticamente pelo teste este de Dunn a 5%. 
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mortalidade com cerca de 19 dpe (14 dias em jejum), Leitão et al. (2011) com 18 dpe 

(13-14 dias em jejum) e Tesser et al. (2005a) com 16 dpe (11-12 dias em jejum). 

Primariamente, esse tratamento visava manter os animais em jejum por 12, mas 

devido à grande mortalidade ocorrida, optou-se por adiantar um dia e coletar os 

animais para as análises e já iniciar a realimentação. A resistência das larvas ao jejum 

está intimamente ligada à qualidade dos ovos (RANA 1985; ZHAO et al. 2001), 

temperatura e a fase de desenvolvimento em que os animais se encontram (SHAN et 

al. 2008). Por outro lado, estudos dos efeitos do jejum em outras espécies de peixe 

como carpa (FORGATI 2011) e tilápia-do-nilo (NEBO et al. 2013) demonstram que a 

privação alimentar não afetou tão drasticamente a sobrevivência dos animais, uma vez 

que esses estudos foram conduzidos com animais maiores, com cerca de 35,6±29,4 

mm de comprimento total e 0,6±0,19 g.   

O crescimento dos juvenis de pacu também foi afetado pelo jejum e 

crescimento compensatório total não foi observado ao final da fase de realimentação 

nos tratamentos J4 e J8, uma vez que os indicadores de crescimento dos animais 

mantidos em jejum foram menores quando comparados ao controle alimentados. 

Entretanto, os peixes do tratamento J11 exibiram crescimento superior ao controle no 

final do experimento. Esse resultado pode ser um indicativo de capacidade de 

crescimento compensatório, mas os possíveis efeitos da menos densidade de 

estocagem (decorrente da maior mortalidade) e da ingestão incidental de peixes 

moribundos (por canibalismo) também precisam ser considerados. Segundo Sumpter 

el al. (1991), os efeitos da privação alimentar são mais evidentes em peixes mais 

jovens devido a maior taxa de crescimento dos animais durante essa fase, quando 

comparada aos peixes adultos, levando a um consumo maior das reservas 

armazenadas. Além disso, os autores também afirmam que peixes adultos e de grande 

porte têm maior quantidade de massa muscular armazenada em seu organismo do 

que peixes jovens. No presente estudo, os juvenis de pacu dos tratamentos J4, J8 e J11 

apresentaram TCE negativas durante o período de jejum, sendo um indicativo que as 

reservas nutricionais estavam sendo consumidas. 

A mortalidade foi acentuada no período de jejum, assim como a taxa de 

canibalismo aparente. Embora o pacu tenha hábito alimentar onívoro e não possua 

comportamento agressivo (URBINATI et al. 2010), durante o período experimental foi 
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observada atividade canibal entre os peixes, com maior ocorrência conforme mais 

prolongado o período de privação alimentar. Menores taxas de sobrevivência com o 

aumento do período de jejum também foi observado por Folkvord (1991) com juvenis 

de Gadus morhua. 

Durante o jejum pode-se observar alterações na atividade metabólica, sendo 

que, durante este período, processos essenciais são mantidos à custa das reservas 

energéticas endógenas, o que resulta em perda de massa corpórea (ZAMAL e OLLEVIER 

1995). Neste estudo, observou-se extensa perda do tecido muscular dos juvenis de 

pacu submetidos ao jejum mais prolongado, evidenciada pela morfometria e 

morfologia das fibras, taxa de crescimento específico negativa e redução do 

crescimento. Já foi observado em larvas de pacu mantidas em laboratório a diminuição 

do peso na fase de transição alimentar, quando se substitui o alimento vivo 

(geralmente náuplios de artêmia) pela dieta inerte (LEITÃO et al. 2011, MENOSSI et al. 

2012). Esse fato pode ocorrer devido ao fato da larva não reconhecer as partículas da 

ração como alimento, uma vez que estas nem sempre são atrativas (i.e. liberam 

substâncias quimioatrativas), ou então a larva ingere a partícula, porém não é capaz de 

digeri-la eficientemente, resultando em má nutrição. 

No presente estudo, houve acentuada diminuição de peso devido ao consumo 

de tecido muscular gerado pelo jejum imposto aos peixes. Como pode ser observado 

nos cortes histológicos da musculatura esquelética, quanto maior o período de jejum, 

maiores foram os sinais de atrofia do tecido muscular. Em algumas fases do 

desenvolvimento, como nas migrações para maturação gonadal, a degradação da 

proteína muscular supera a síntese, levando à atrofia (JOHSNTON 2011), mas, após a 

normalização da ingestão de alimentos, o tecido muscular tende a se recuperar, fato 

também observado nos juvenis de pacu. 

 Além de afetar o desempenho zootécnico dos peixes, os efeitos deletérios do 

jejum também foram verificados no tecido muscular. Os animais que passaram por 4 

dias em jejum aparentemente não tiveram o crescimento hiperplásico influenciado 

pela privação alimentar, situações observadas tanto no final do jejum quanto no de 

realimentação. Porem, no final do jejum, os animais dos tratamentos J8 e J11 

apresentavam maior quantidade de fibras nas classes menores (10 e 20) devido ao 

consumo do tecido muscular. Mas, ao fim do experimento, os peixes do J11 
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apresentavam menor frequência de fibras da classe 10, e maior frequência das fibras 

das classes 30 e 40 que o controle, sugerindo menor investimento no crescimento 

hiperplásico, já iniciando investimento em hipertrofia. Em peixes, o crescimento 

muscular nas fases iniciais ocorre por hiperplasia (DAL PAI et al.2007; AGUIAR et al. 

2005; ALMEIDA et al. 2008; OSTASZEWSKA et al. 2008;) e é também influenciado pelas 

condições nutricionais (LEITÃO et al. 2011, KOJIMA 2012). Leitão et al. (2011) 

observaram que larvas de pacu alimentadas com dietas formuladas desde o início da 

alimentação exógena apresentavam características musculares semelhantes as larvas 

mantidas em jejum. Em seu estudo, larvas mantidas em jejum por 18 dias exibiram as 

fibras musculares angulares com grande perda de massa muscular, semelhante ao 

ocorrido no presente estudo. 

 Observaram-se menores diâmetros médios das cinco menores e cinco maiores 

fibras musculares dos animais mantidos em jejum por 8 e 11 quando comparados aos 

tratamentos controle, devido ao consumo do tecido muscular. Porém, após a fase de 

realimentação, na avaliação das cinco menores fibras, os peixes do tratamento J11 

apresentaram as 5 menores fibras com maior diâmetro médio maior que o controle, 

indicando que as fibras pequenas já estavam aumentando em diâmetro. Esse fato 

sugere que menor quantidade de fibras novas estavam sendo recrutadas para o 

crescimento pelo processo de hiperplasia, como poderia estar ocorrendo no controle.  

Porém, os peixes do J11 eram maiores que os do controle e também já poderiam estar 

numa fase diferente de crescimento, com maior investimento em hipertrofia das 

fibras. As possíveis consequências desse fato nas etapas subsequentes da criação 

precisam ser investigadas, uma vez que o menor recrutamento de novas fibras, 

ocasionado pelo jejum, pode comprometer o crescimento futuro desses peixes, 

quando o processo de hipertrofia for mais ativo. Diferentemente dos animais mantidos 

em jejum por 8 e 11 dias que apresentavam fibras de menor diâmetro em razão de 

atrofia, os animais do controle positivo apresentavam fibras sadias. Portanto, a 

distribuição nas classes de menor tamanho no controle estava relacionada com o 

processo hiperplásico, ou seja, a formação de novas fibras musculares. 

O jejum promove alterações metabólicas e fisiológicas ativando reações 

catabólicas a fim de obter energia a partir de reservas corporais armazenadas. Como 

em peixes o tecido muscular é uma das fontes de energia armazenada, o processo 
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atrófico oriundo do consumo desse tecido ficou mais pronunciado conforme maior o 

período de jejum uma vez que o músculo foi degradado para fins energéticos 

(MOMMSEN e MOON, 2001). Em peixes, o músculo é o maior reservatório de 

proteínas e serve como uma reserva primária de aminoácidos (KETTELHUT el al. 1988).  

A presença de fibras menores entre as fibras de maior diâmetro é característica 

do processo de crescimento muscular por hiperplasia em mosaico (JOHNSTON, 1999; 

ALMEIDA et al. 2008). Nesse estudo, pela morfometria das fibras musculares, 

observou-se que o jejum prolongado afetou o crescimento muscular posterior dos 

juvenis de pacu. O jejum por 4 dias não afetou o crescimento hiperplásico, uma vez 

que não houve diferenças estatísticas na frequência das fibras da classe 10 entre os 

animais mantidos em jejum e controle alimentado. Contrariamente, os períodos de 8 e 

11 dias em jejum afetaram a distribuição das fibras musculares. Em larvas de pacu, 

Kojima (2012) não observou diferença estatística na frequência das fibras de menor 

classe após a fase de cultivo em tanques externos durante trinta dias, apesar de 

grande heterogeneidade nos tratamentos que passaram por maior tempo em jejum. 

Em seu estudo, a autora não observou influência no crescimento das fibras 

musculares, consequentemente, o crescimento muscular parece não ter sido 

influenciado, contrariamente ao que foi observado no presente estudo. 

A diminuição do diâmetro das fibras deve-se ao consumo das proteínas da 

musculatura branca e, segundo Johsnton et al. (1981), a degradação primária desse 

tecido deve-se à sua relativa abundância, quando comparado ao musculatura 

vermelha e intermediária. Assim como no presente estudo, Kojima (2012), ao trabalhar 

com larvas de pacu mantidas em jejum também observou a mesma correlação entre 

diminuição do peso e maior abundância de fibras das menores classes na musculatura 

branca, relacionando esse fato à atrofia muscular.  

Os resultados de expressão gênica dos genes relacionados à atrofia muscular 

nos peixes dos tratamentos mantidos em jejum corroboraram as análises de 

crescimento e histológicas. Esses animais apresentaram diminuição acentuada de 

peso, sinais de atrofia nas fibras musculares e maior expressão dos genes relacionados 

à atrofia musculas, MAFbx e MuRF1a. 

Maior expressão dos genes relacionados à atrofia muscular (MuRF e MAFbx) 

ocorreu nos pacus mantidos em jejum. O RNAm de MuRFs é  expresso em maior 
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abundância no músculo branco e sua expressão está intimamente modulada pelo 

jejum (TACCHI et al. 2011). A maior expressão desses genes também foi relatada por 

Bower et al. (2009) e Tacchi et al. (2010) em peixes que estavam em estado de 

proteólise. Em relação ao MAFbx, observou-se a mesma tendência de maior expressão 

nos juvenis de pacu mantidos em jejum. Bower et al. (2010) também observaram 

aumento da expressão em salmões do Atlântico  (Atlantic salmon) mantidos em jejum, 

sendo que após 24 horas da realimentação, as taxas de expressão desse gene 

decaíram significativamente.  

Em salmões, a expressão dos genes MuRF foi estudada em oito  diferentes 

tecidos que mostram que todas as isoformas e MuRF1 MuRF2 foram expressas em 

outros tecidos (como cardíaco, rim e brânquias), porém, foi maior no músculo branco 

(TACCHI et al. 2012). A expressão desses genes atróficos em outros tecidos dos peixes 

pode ser um indicativo que esses tecidos também codificam proteínas que são 

utilizadas como substratos durante situações de privação alimentar (TACCHI et al. 

2012). Mareco et al. (2014) também observaram altas taxas de expressão de MuRF e 

MAFbx em juvenis de pacu maiores (~15 g) submetidos ao jejum de quatro dias e, após 

24 horas da realimentação, os níveis de expressão desses genes já se aproximavam do 

normal, não apresentando diferenças significativas aos níveis detectados no início do 

experimento, quando os peixes estavam em condições normais.  

A expressão do IGF-I está correlacionada com o estado nutricional e a taxa de 

crescimento (IMSLAND et al. 2007). Neste experimento notou-se que em juvenis de 

pacu bem nutridos a expressão desse gene foi maior do que os mantidos em jejum. 

Assim como no presente estudo, Hagen et al. (2009) também observaram maior taxa 

de expressão do IGF-I em trutas arco-íris alimentadas do que nas que estavam em 

jejum. Os IGF’s no tecido muscular estimulam a proliferação, diferenciação e 

hipertrofia, além de inibir a atrofia muscular (GLASS 2003, 2005). Bower et al. (2011) 

observaram que células musculares tinham seus níveis de expressão de MAFbx-b 

diminuídos na presença de aminoácidos ou tratamento com IGF-I.  Uchida et al. (2003) 

e Dyer et al. (2004) também relataram o relação positiva da expressão do IGF-I e a taxa 

de crescimento de peixes. 

Em relação aos genes estudados relacionados ao crescimento muscular (MyoD, 

Miogenina e Miostatina), a miogenina não apresentou diferença significativa entre os 
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animais mantidos em jejum e o controle, sendo que, as maiores taxas de expressão 

foram encontradas nos animais mantidos em jejum. Isso contrariou as expectativas, 

uma vez que se espera menor expressão desses genes em condições de jejum e atrofia 

muscular.  Segundo Johansen e Overturf (2005), mesmo que observado um pequeno 

crescimento muscular durante o jejum, a diminuição dos genes que promove o 

crescimento muscular era esperada. Nesse estudo, realizado com trutas (~300 g de 

peso médio) os autores também não encontraram diferenças estatísticas ao analisar a 

expressão do  TMyoD2 durante o período de jejum. Da mesma maneira, foi inesperada 

a baixa expressão de miostatina nos juvenis de pacu em jejum por oito dias, uma vez 

que esse gene regula negativamente o crescimento muscular, inibindo a expressão de 

MyoD, miogenina e Myf5 (RÍOS et al. 2002, JOULIA et al. 2003), o que não ocorreu no 

presente estudo. 

Nos animais mantidos em jejum observou-se também o decréscimo do 

glicogênio hepático armazenado nos hepatócitos. Quando os peixes permaneceram 

por oito e onze dias em jejum, além da ausência de glicogênio, pode-se notar áreas de 

necrose no fígado. Como revisado por Gisbert et al. (2008),  a privação de alimento 

mobiliza primariamente o glicogênio hepático e lipídios. Ainda, segundo Lazzo et al. 

(2011), a organização histológica do fígado é particularmente sensível  à privação de 

alimento e jejum. Essas características fazem que o fígado seja um bom biomarcador 

da condição nutricional e peixes, tanto em relação aos diferentes manejos alimentares 

quanto à qualidade da dieta, fato comprovado com os resultados da presente 

pesquisa. Segundo Lazo et al. (2011), em boas condições nutricionais o fígado deve 

apresentar hepatócitos com os núcleos distintos e frequentemente deslocado 

lateralmente, citoplasma levemente manchado e vacuolizados além do destaque dos 

limites dos hepatócitos. No presente estudo, observam-se essas características, 

indicando que os 20 dias de realimentação foram suficientes para recuperação do 

tecido hepático, não sendo notadas diferenças histológicas entre os animais que foram 

mantidos em jejum e os alimentados por todo período experimental. 

No presente estudo, após o período de realimentação, dentre os períodos de 

jejum avaliados, apenas o J11 não apresentou diferença estatística para o peso final, 

comprimento total, taxa de crescimento específico e fator de condição em relação ao 

controle alimentado, diferindo estatisticamente somente em relação ao ganho em 
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peso, que foi superior  resultado aparentemente inesperado. Apesar da quantidade de 

náuplios de artêmia ter sido proporcional ao número de juvenis de pacu vivos no 

tanque, esses peixes estavam em menor densidade e esse fato pode ter influenciado o 

crescimento compensatório desses animais. Menossi (2007) também observou maior 

crescimento de juvenis de pacu estocados em menor densidade. Mesmo com as taxas 

de crescimento maiores em baixas densidades, em termos práticos esta se torna 

inviável, pois apresenta menor produtividade final, podendo minimizar os lucros do 

produtor (GOMES et al 2000).  

Segundo Jobling (1993), em alguns casos os animais realimentados podem 

apresentar rápida recuperação do crescimento devido a uma melhor conversão 

alimentar, mesmo não se tornando hiperfágicos. Os outros tratamentos podem não 

ter alcançado o peso final dos peixes do controle (alimentados) pois, após períodos de 

jejum, os animais priorizam a restauração dos componentes corporais e das reservas 

energéticas ao invés do crescimento do tamanho corporal (RIOS et al. 2002). 

Em síntese, o jejum prolongado afetou o crescimento e a sobrevivência de 

juvenis de pacu bem como a celularidade das fibras musculares, ocasionando prejuízo 

no crescimento hiperplásico ao final do período de realimentação. O jejum tamb´m 

afetou diretamente a atrofia muscular, e a expressão dos genes MAFbx e MURF-1a 

aumentou nesse período. Além disso, no fígado, observaram-se alterações hepáticas 

como diminuição do glicogênio hepático, necrose e áreas de infiltração de tecido 

conjuntivo. Porém, após o período de realimentação, as fibras musculares e o tecido 

hepático estavam recuperados demonstrando a plasticidade desses tecidos em função 

de alimentação adequada.  

 A compreensão dos fatores que regulam a atrofia muscular é necessária, pois o 

jejum pode afetar o crescimento posterior dos peixes. Particularmente no caso de 

peixes com larvas altriciais como o pacu, na fase de substituição alimentar apresentam 

certa resistência para aceitar a dieta inerte, que pode causar diminuição do peso e 

atrofia das fibras musculares. Assim, ao se conhecer os efeitos do jejum sobre a 

celularidade e desempenho dos juvenis, pode-se utilizá-lo como uma técnica de 

manejo emergencial. Além disso, esse estudo abre novas perspectivas para a utilização 

de substâncias e dietas que possam causar um desbalanço positivo no turnover 
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proteico, visando aumentar a síntese do tecido muscular influenciando no lucro final 

do produtor. 

 

8. CONCLUSÕES 

  

• O jejum afeta negativamente a sobrevivência e o desempenho dos juvenis de 

pacu e, quanto maior o período de jejum, menor a sobrevivência.  

• Mesmo apresentando crescimento satisfatório, peixes mantidos em jejum por 

quatro e oito dias não alcançam desempenho similar ao controle positivo, .  

• A expressão dos atrogenes MuRF1a e MAFbx é influenciada pelo jejum, sendo 

mais acentuada de acordo com o prolongamento do jejum.  

•  O IGF-Ia apresenta menor expressão nos animais em jejum. 

• A expressão da Myod, Miogenina não foi influenciada pelo jejum. 

• O glicogênio acumulado no fígado de animais em jejum diminui à medida que o 

jejum se prolonga ocasionando áreas de necrose e infiltração de tecido 

conjuntivo. 

• Nos peixes mantidos em jejum por oito e 11 dias, a alta frequência de fibras da 

classe 10 e 20 ao fim do período de jejum é um indicativo de atrofia das fibras 

musculares. Vinte dias de realimentação são suficientes para regeneração do 

tecido muscular em juvenis de pacu submetidos aos períodos de jejum 

testados. 

• A privação alimentar afeta o crescimento muscular posterior. Juvenis de pacu 

do tratamento controle e os mantidos em jejum por quatro dias apresentam 

maior crescimento hiperplásico quando comparados aos privados de alimento 

por oito e onze dias. 

• Assim, observa-se que longos períodos de jejum em juvenis de pacu pode 

comprometer a formação de novas fibras musculares e o crescimento futuro 

dos animais.  

• Em situações emergenciais, jejum de até 4 dias pode ser utilizado como 

estratégia de manejo em juvenis de pacu pois não compromete a sobrevivência 

e o crescimento hiperplásico das fibras musculares. 
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