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1. Resumo 
 

         A maior parte da massa corporal dos peixes é composta pelo músculo 

esquelético, sendo que o crescimento pode ocorrer por dois mecanismos: a 

hipertrofia e/ou hiperplasia de fibras, processos que podem ser influenciados por 

vários fatores como o estado nutricional. O crescimento, desenvolvimento e o 

fenótipo muscular ocorrem pelo balanço entre a ativação e/ou inibição de vias de 

sinalização que são responsáveis por controlar as atividades do anabolismo e 

catabolismo do tecido muscular. Sendo assim, estudos que buscam esclarecer o 

envolvimento dessas vias de sinalização, os mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos com o controle da massa muscular são necessários para melhor 

entendimento dessas vias no controle do crescimento muscular, tanto em condições 

de homeostase, quanto em situações de restrição alimentar seguida de 

realimentação. O objetivo desse trabalho foi avaliar na musculatura branca de 

juvenis de pacu (150g) submetidos a curto período de jejum (10 dias, Grupo J) 

seguido de realimentação (60 horas, Grupo R), a expressão de genes envolvidos 

com o anabolismo e catabolismo muscular. Em cada período, amostras do músculo 

branco foram retiradas (n=10)e congeladas em nitrogênio líquido para as análises de 

expressão gênica (Reação em Cadeia da Polimerase após Transcrição Reversa em 

Tempo Real (RT-qPCR) Os dados obtidos foram submetidos a análises estatísticas 

após testes de normalidade e homocedasticidade. O período de jejum promoveu 

aumento na expressão dos genes do complexo mTORC1 (mTOR, RAPTOR e 

mTOR) e o IGF-1 não apresentou diferença estatística. O gene envolvido na via no 

catabolismo muscular, FBXO25, apresentou aumento durante o jejum. No período 

de realimentação não houve diferença estatística na expressão dos genes 

estudados quando em comparação ao controle. Nossos dados mostraram que 10 

dias de jejum promoveu aumento na expressão de genes envolvidos com o 

catabolismo e anabolismo muscular, no músculo branco do pacu (Piaractus 

mesopotamicus) com a normalização na expressão após 60 horas de realimentação, 

O aumento do anabolismo muscular durante o jejum pode ter influenciado a taxa de 

síntese proteica como um mecanismo para a manutenção da demanda metabólica e 

do fenótipo muscular.  
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2. Introdução 
 

         A maior parte da massa corpórea dos peixes é representada pelo músculo 

estriado esquelético, sendo que este constitui de 40 a 75% do peso total do animal 

(Bone, 1978). O tecido muscular encontra-se distribuído em três compartimentos 

(branco, intermediário e vermelho), que possuem diferentes características 

1metabólicas (Driedzic & Hochachka, 1976; Sänger & Stoiber, 2001). 

 O compartimento branco é constituído por fibras musculares brancas, de 

contração rápida, com metabolismo glicolítico, possuem grandes diâmetros (50-100 

μm), baixo suprimento sanguíneo, baixa concentração de mioglobina, com poucas 

mitocôndrias e gotículas de lipídio (Driedzic & Hochachka, 1976; Sänger & Stoiber, 

2001). É o tipo de musculatura recrutado em movimentos bruscos de natação, como 

a captura de alimento e fuga de predadores (Johnston et al., 1977). O 

compartimento vermelho é formado por fibras musculares vermelhas que 

apresentam contração lenta, metabolismo oxidativo, pequeno diâmetro (25-45 μm), 

grande concentração de mioglobina, muitas mitocôndrias, lipídios e alto suprimento 

sanguíneo. Essa musculatura é utilizada durante a realização de movimentos lentos 

e de sustentação, como a migração (Johnston et al., 1977; Sänger & Stoiber, 2001). 

Entre esses dois compartimentos, encontra-se o compartimento intermediário, que 

possui características intermediárias, com fibras de contração rápida e metabolismo 

oxidativo/glicolítico (Johnston et al., 1977; Sänger & Stoiber, 2001). 

 A miogênese embrionária tem seu início a partir de mioblastos localizados nos 

somitos. Os mioblastos proliferam e fundem-se uns aos outros, formando miotubos 

multinucleados que irão se diferenciar em fibras musculares (Devoto et al., 1996).      

Durante esse processo, alguns mioblastos não se fundem, permanecendo como 

células indiferenciadas no tecido muscular. Essas células indiferenciadas são 

conhecidas como mioblastos adultos, precursores miogênicos ou células satélites, 

localizando-se na periferia das fibras musculares. (Mauro, 1961; Campion,1984). 

Essas células expressam marcadores específicos, como o Pax-7 (paired box), que 

através de sua expressão, determina o estado quiescente das mesmas, mantendo a 

população celular que fornecerá núcleos durante o processo de crescimento 

muscular (Hawke & Garry, 2001). 
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         Para que ocorra o crescimento muscular pós-embrionário em peixes, é 

necessária a ativação, proliferação e diferenciação das células satélites, que são 

responsáveis pelo crescimento hiperplásico e hipertrófico das fibras musculares 

(Koumans & Akster, 1995). Durante a hiperplasia, ocorre a fusão entre as células 

satélites ativadas, resultando na formação de novos miotubos na superfície das 

fibras já existentes, que irão se diferenciar em novas fibras musculares. Já, no 

processo de crescimento por hipertrofia, as células satélites ativadas fundem-se com 

fibras musculares já existentes, aumentando desse modo o número de núcleos para 

que ocorra maior síntese de miofibrilas, o que leva a um aumento na área da fibra 

muscular (Koumans & Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001).  

A hipertrofia e a hiperplasia têm contribuições variáveis para o crescimento 

muscular, podendo depender da espécie, fase de crescimento e do estado 

nutricional do animal (Dal Pai et al., 2000; Almeida et al., 2008, 2010, Bonaldo e 

Sandri,2013). 

 

 A ativação ou inibição dos componentes das várias vias de sinalização são 

necessárias durante os processos de desenvolvimento, crescimento e manutenção 

do fenótipo muscular, entre as quais, destacam-se as vias anabólicas (síntese) e 

catabólicas (degradação) (Medeiros et al., 2009, Kirby e McCarthy, 2013).  Entre as 

moléculas que podem ser ativadas ou inibidas, está o fator de crescimento IGF-1 

(insulin-like growth factor), que é descrito como um potente controlador do equilíbrio 

entre as vias do catabolismo e anabolismo muscular (Seiliezet al, 2008a,b; Rahimi et 

al., 2010,Bower et al., 2013; Fuentes et al., 2013). 

         A via do IGF-1 tem sido descrita como uma das principais envolvidas no 

crescimento muscular (Schiaffino et al., 2013). A ativação do IGF-1 leva a 

estimulação da síntese protéica pela ativação de PI3K (phosphatidyl-inositol-3 

kinase), que ativa a AKT (serine-threonine kinase). Quando ativa, essa quinase leva 

a fosforilação do complexo mTORC1 (mammalian target of rapamycin), constituído 

pelas subunidades (mTOR, mLST8 e RAPTOR), que atua estimulando a síntese 

proteica através da ativação da proteína p70S6K (Figura 1) (Schiaffino et al, 2013). 

      Condições como a falta de exercício, envelhecimento, diabetes, estresse e 

hormônios podem diminuir os níveis de IGF-1 resultando numa queda da síntese 

proteica que pode comprometer o crescimento  muscular (Bower e Johnston, 2010; 
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Bower et al.,2010; Johnston et al., 2011; Fuentes et al., 2013; Schiaffino et al, 2013). 

Os baixos níveis de IGF-1 levam a inativação da via AKT e a desfosforilação do 

FOXO (fator transcricional da família Forkhead Box O) que está envolvido com o 

catabolismo celular (Eijkelenboom e Burgering, 2013). Quando desfosforilado, o 

FOXO é translocado para o núcleo, regulando a transcrição de fatores atrogênicos, 

como o MuRF (Muscle RING Fingerprotein), MAFbx (MuscleAtrophyF-box ou 

atrogina-1) desencadeando a degradação protéica e o FBXO25 (F-box Protein 25) 

(Figura 1) (Bower, et al., 2010, Eijkelenboom e Burgering, 2013). 

         Fatores ambientais como jejum também pode afetar a homeostase dos peixes, 

promovendo a desregulação entre o anabolismo e o catabolismo muscular (Bower, 

et al., 2010, Johnston et al., 2011). Em peixes, períodos de jejum são comuns no 

ambiente natural e até em sistemas de criação fechado, podendo ocorrer quando há 

a superpopulação de animais no tanque e em períodos de migração em ambientes 

naturais (Zamal e Ollevier, 1995; Castranova et al., 2011; Gallo e Jeffery, 2012; 

Bower, et al., 2010). Com a restrição alimentar, os níveis de IGF diminuem, 

resultando na inativação da via AKT e ativação da via FOXO, ou seja, ocorre queda 

da síntese protéica e ativação da degradação das proteínas musculares. Quando 

restabelecidas as condições favoráveis à espécie, a homeostase e o crescimento 

muscular são retomados (Johnston et al., 2011, Fuentes et al., 2013, Bower et 

al.,2013). 

 Para investigar o envolvimento da via do IGF no controle da massa muscular 

durante a transição do catabolismo para o anabolismo celular, protocolos de jejum e 

realimentação têm sido utilizados (Bower e Johnston, 2010, 2012; Cleveland & 

Weber, 2013).  Os resultados demonstram que períodos de jejum seguidos de 

realimentação podem levar a retomada do crescimento muscular, dependendo do 

estágio nutricional do peixe, duração do jejum, fase de desenvolvimento e espécie 

estudada (Johnston et al., 2011). 
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Figura 1: Vias de sinalização envolvidas com os processos de anabolismo e 

catabolismo muscular. A partir de um estímulo (intrínseco ou extrínseco), a liberação 

de IGF-1 é induzida e este se liga ao receptor IGFR na superfície celular, ativando 

eventos através da via IRS1 – PI3K – AKT – mTORC1, aumentando a síntese 

protéica. Com a inativação da via AKT, ocorre a desfosforilação do FBXO25 

regulando o fator atrogênico MAFbx, levando a degradação  protéica. 

 

2.1Características do Piaractus mesopotamicus 
         

          O pacu (Piaractus mesopotamicus) é um peixe neotropical com excelentes 

características zootécnicas como rusticidade, fecundidade elevada, rápido 

crescimento, ótima adaptação à alimentação artificial em situações de baixa 

disponibilidade de alimento. Sendo assim, estudos que buscam esclarecer as vias 

de sinalização e os mecanismos celulares e moleculares envolvidos com o controle 

da massa muscular são necessários visando melhor entender a real contribuição 

dessas vias no crescimento muscular em condições de quebra de homeostase entre 

anabolismo e catabolismo como em situações de restrição alimentar seguida de 

realimentação. 
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3. Objetivo 
 

         O objetivo desse trabalho foi investigar a expressão dos genes envolvidos com 

o anabolismo (IGF-1 e complexo mTORC1 (mTOR, mLST8 e  RAPTOR) e 

catabolismo  (MAFbx e FBXO25) na musculatura branca de juvenis de pacu 

(Piaractus mesopotamicus) submetidos a um curto período de jejum seguido de 

realimentação. 
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4. Metodologia 

 

         Os peixes foram cultivados no Pólo Regional da Alta Sorocabana, da Agência 

Paulista de Tecnologia dos Agronegócios (APTA), com sede em Presidente 

Prudente (SP). Juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) com aproximadamente 

150g, foram distribuídos em caixas d’água (0,5m3) em sistemas de recirculação 

distintos. O oxigênio dissolvido da água foi monitorado diariamente e os parâmetros 

amônia, nitrito e nitrato, semanalmente. Os peixes foram alimentados três vezes ao 

dia, até a saciedade, com ração comercial apropriada para a fase de 

desenvolvimento destes, durante sete dias para adaptação dos animais ao 

delineamento experimental. Após esse período, os animais foram submetidos a um 

período de jejum de 10 dias, seguido de um período de realimentação de 60 horas. 

 Após o período experimental, os animais (n=10) nos períodos iniciais (Grupo 

Controle), após 10 dias de jejum (Grupo J) e após 60 horas de realimentação (Grupo 

R) foram anestesiados com benzocaína (100-200mg/L de água) e eutanasiados.

 
Figura 2: Grupos utilizados na análise da expressão gênica: C (controle): antes do 

jejum; J (jejum): após 10 dias de jejum; R (realimentação): após 60 horas de 

realimentação. 

 

 

 As amostras musculares foram retiradas, congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer a -80°C até o processamento 

         Para avaliação dos genes foi extraído o RNA total das amostras com o 

reagente TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, USA), conforme instruções do 

protocolo. Para a quantificação do RNA foi utilizado o espectrofotômetro NanoVueTM 
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Plus (GE Healthcare, USA) pelo qual foi possível estimar a qualidade da extração 

pela medida da densidade óptica a 260 nm (quantidade de RNA) e 280 nm 

(quantidade de proteínas). A pureza do RNA foi garantida pela obtenção de uma 

razão 260/280 nm superior a 1,8. A integridade do RNA total extraído foi avaliada 

por eletroforese em gel de agarose 1% e pelo sistema 2100 Bioanalyzer 

(Agilent,USA)  que utiliza plataforma baseada em micro fluídos para fornecer um 

número de integridade do RNA (RIN). Amostras com RIN superior a 7.0 foram 

consideradas íntegras. O RNA total extraído das amostras musculares foi submetido 

ao tratamento com o kit DNase I Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies, 

USA) para eliminar qualquer possível resíduo de DNA genômico contaminante das 

amostras. Para a análise da expressão dos mRNAs dos genes selecionados foi 

realizada a transcrição reversa do RNA extraído pelo  High Capacity cDNA archive 

kit (Applied Biosystems,USA), seguindo as orientações do fabricante. 

Os níveis de expressão dos mRNAs dos genes escolhidos foram detectados por RT-

qPCR, através da plataforma ABI 7300 Real Time PCR System  (Applied 

Biosystems, USA). O DNA complementar (cDNA) dos genes escolhidos foram 

amplificados utilizando-se o GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, USA) e primers 

sintetizados pela Life Technologies (USA) que foram desenhados através do 

software Primer Express 3.0 ® (Applied Biosystems, USA). Quantificação relativa da 

expressão foi realizada pelo método do CT comparativo (Livak & Schmittgen, 2001). 

A expressão do mRNAs dos genes selecionados foi normalizada pela expressão do 

gene de referência da β-actina. 
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Tabela 1: Sequência dos primers utilizados na amplificação dos genes analisados. 

F: forward, R: reverse. 

 
 

Gene Sequência dos primers 

 
mTOR 

 

F: TTGGGAGAGACGTACTGC 
 
R: CACAGGACTGGTGTAGGAA 

 
GAPDH 

 

F: ACACACGACGACAAGACCAA 
 
R: GTCCCTCTCGCTGAAAACTG 

 
RAPTOR 

 

F: TGTTTACGACTGCTCCAA 
 
R: GAGGGTGGTTCGGGTTTATT 

 
mLST8 

 

F: TCCCAAGACCAAAATTCCTG 
 
R: AAAGTTTGAGGTTCGCCAGA 

 
IGF-1 

 

F: ATTTCAGCAAGCCAACAGGT 
 
R: CGCACAATACATCTCAAGTCG 

 
FBXO25 

 

F: CGTAGGTGAAGTAGCCGCCA 
 
R: GGAGAAGTCCAGCCTGTTGA 

 
MAFbx 

 

F: TCTTTGGTGCTCCCCTTGTG 
 
R: TAAAACCGAGGACGGCTGG 

 
 
 

 

4.1 Análise estatística dos Dados 

 

         Foi utilizado Kolmogorov-Smirnov como teste estatístico de normalidade e para 

comparação entre os períodos analisados, o teste de Mann-Whitney. Para todos os 

testes, o intervalo de confiança adotado foi de 95%. 
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5. Resultados e Discussão 

 
         Observamos que o período de jejum e realimentação estudados promoveu 

alteração na expressão dos genes envolvidos com o anabolismo e catabolismo 

muscular. Dez dias de jejum, no pacu, promoveu o aumento na expressão dos 

genes mLTS8, RAPTOR e mTOR, componentes do complexo da mTORC1, 

envolvido com o anabolismo, na musculatura branca, (Figura 3). Embora a 

expressão do gene IGF-1 não apresentou diferença estatística dentre os períodos 

observados, também houve uma tendência no aumento durante o período de jejum 

e queda no período de realimentação (Figura 4). O período de jejum promoveu 

aumento na expressão dos genes FBXO25 e MAFbx, envolvidos com a via do 

catabolismo (Figura 5). Após 60 horas de realimentação, a expressão de todos os 

genes analisados foi semelhante ao grupo Controle (C).   

         Vários mecanismos regulam o catabolismo muscular, dentre os quais se 

destaca a via ubiquitina-proteossoma, a qual é considerada uma das principais 

responsáveis pela degradação protéica que ocorre no músculo. Essa via é ativada a 

partir da regulação da transcrição de genes E3 ubiquitina-ligases (FBXO25 e 

MAFbx), que participam de processos de atrofia muscular. As E3 ubiquitina-ligaese 

são enzimas importantes no processo de degradação protéica (enzimas-chave) 

ligando-se às proteínas alvo, sendo capazes de promover a ubiquitinação e a 

conseqüente degradação protéica (Bower& Johnston, 2010; Fuentes et al., 2012; 

Tacchi et al., 2010, 2012; Valente et al., 2012). Os níveis elevados de expressão de 

FBXO25 sugerem o aumento da degradação protéica após 10 dias de jejum. 

         O IGF (insulin-like growth factor) é um fator de crescimento considerado 

potente controlador do equilíbrio entre as vias anabólicas e catabólicas através da 

ativação da via PI3K→AKT→mTOR→FoxO, sendo o FOXO responsável pela 

degradação protéica. Quando ligado ao receptor, o IGF promove a ativação da PI3K 

(phosphatidyl-inositol-3 kinase) que fosforila a AKT (Serine-threoninekinase), que 

quando ativa, fosforila o mTOR (mammalian target of rapamycin) possibilitando a 

fosforilação da p70S6K (p70s6 Kinase) dando início a síntese protéica (Seiliez et al, 

2008a,b, Fuentes et al.,2012, 2013).Os picos de expressão de IGF-1 durante o jejum 

e realimentação observados neste estudo corroboram com os dados encontrados 

por Mareco et al, 2015, também em alevinos de pacu, no qual ocorreu aumento da 
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expressão de IGF-1 durante o jejum e queda na expressão no período de 

realimentação. Estudo com juvenis de salmão sob período de jejum (uma semana) 

seguido de realimentação demonstrou aumento no nível de expressão do gene IGF-

2, também constituinte da via do anabolismo, e diminuição do mesmo após a 

realimentação. (Valente et al, 2012). Desta forma, acreditamos que o IGF-1 foi o 

mediador do aumento dos demais componentes da via ativando a maquinaria da 

síntese protéica durante o período de jejum estudado. Possivelmente o 

comportamento da expressão dos genes do anabolismo (mLTS8, RAPTOR e 

mTOR) foi uma estratégia metabólica para a condição de privação de alimento e 

pode ser explicada com base em outros estudos, como por exemplo o de Yoshiwaza 

et al, 1995 no qual, segundo os autores, a tradução de mRNA aumenta durante a 

realimentação, como demonstrado em ratos submetidos a um período de jejum 

seguido de realimentação, aumentando assim, os níveis protéicos, ou seja, a 

atividade ribossomal. Sendo assim, os níveis de expressão de mRNA dos genes 

analisados (mTOR e seus componentes) na fase de realimentação podem ter 

diminuído devido a um aumento da tradução de mRNA desencadeada pela 

retomada da ingestão de aminoácidos através da alimentação e pela transcrição de 

mRNA iniciada  durante  o jejum. Isso pode vir a ocorrer devido a outro potente 

regulador para a ativação da via da autofagia, o ULK1 (Unc-51 Like Autophagy 

Activating Kinase 1), que é controlado positivamente pela ativação de AMPK (Protein 

KInase, AMP-Activated) em situações com restrição alimentar e negativamente 

regulado pela ativação do complexo mTORC1(Egan et al., 2011; Ganley et al., 2009; 

Hosokawa et al., 2009; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011)., na presença de 

aminoácidos, oriundos do processo de degradação proteica (Zhang et al. 2014). 

Sendo assim, os níveis basais de expressão para os paralógos do gene ULK1 (A e 

B) na musculatura branca na fase de jejum, possa estar envolvido com a ativação do 

complexo mTORC1 durantes esse período, como foi observado nesse estudo. 

         A restrição alimentar pode desencadear a desfosforilação do FOXO (fator 

transcricional da família Fork head Box O) que está envolvido com o catabolismo 

celular e que quando desfosforilado é translocado para o núcleo regulando fatores 

atrogênicos, tais como o MAFbx e a ubiquitina ligase FBXO25 (Valente et al, 2012; 

Gomes et al, 2001).A atividade da via do FOXO que resulta na perda de massa 

muscular, pode ser modulada por interações com fatores transcricionais tal como o 
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PGC1 α (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha) que 

é um cofator essencial para a biogênese mitocondrial (Schiaffino, et al., 2013; 

Puigserver, 2003, Geng, et al., 2011). Desse modo, o aumento na expressão do 

gene do FBXO25 durante o jejum seguido de queda na realimentação pode estar 

envolvido com a ativação da via do catabolismo durante a restrição alimentar, com 

queda após a realimentação. Em condições catabólicas, altos níveis dessa 

molécula, podem atuar inibindo a atrofia muscular, mantendo a massa muscular e 

estimulando a transcrição de IGF. Sendo assim, o aumento na expressão dos genes 

atrogênicos durante o jejum tenha induzido aumento na transcrição de PGC1α, 

tendo em vista uma melhor adaptação dos animais para tentativa de manutenção 

dos processos metabólicos da massa muscular (Sandri, et al., 2006; Fuentes et al., 

2013; Hoppeler, 2016) 

 

 

 

Figura 3: Expressão dos genes do complexo mTORC1 (mTOR, mLST8 e RAPTOR) 

envolvidos com o anabolismo muscular. C: Grupo Controle, J: Grupo Jejum e R: 

Grupo Realimentação. 
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Figura 4: Expressão do gene IGF-1 envolvido na via do anabolismo muscular. C: 

Grupo Controle,J: Grupo Jejum e R: Grupo Realimentação 

 

 

 

Figura 5: Expressão dos genes envolvidos na via do catabolismo muscular. C: 

Grupo Controle, J: Grupo Jejum e R: Grupo Realimentação. 
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6. Conclusão 

         

         Nossos dados mostraram que 10 dias de jejum promoveu aumento na 

expressão de genes envolvidos com o catabolismo e anabolismo muscular, no 

músuclo branco do pacu (Piaractus mesopotamicus) com a normalização na 

expressão após 60 horas de realimentação, O aumento do anabolismo muscular 

durante o jejum pode ter influenciado a taxa de síntese proteica como um 

mecanismo para a manutenção da demanda metabólica e do fenótipo muscular.  

 Os dados obtidos também fornecem informações importantes para a melhor 

compreensão da interação dos componentes das vias de sinalização que controlam 

o balanço entre o anabolismo e o catabolismo na musculatura branca do pacu 

durante condições de jejum/realimentação. 
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