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RESUMO

A musculatura esquelética em peixes corresponde mais de 70% do peso corporal total desses animais
e o desenvolvimento, crescimento e manutencdo do feno6tipo muscular envolvem o balango dindmico
entre as vias de anabolismo e catabolismo muscular, sendo influenciado por diversos fatores, como a
disponibilidade alimentar. Periodos com baixa ou nenhuma disponibilidade de alimento é
frequentemente observado na natureza e talvez, por isso, garantem aos peixes uma alta capacidade
adaptativa para enfrentar periodos de jejum prolongado. Com a realimentacdo e 0s niveis
metabdlicos restabelecidos, o animal pode apresentar um processo de crescimento acelerado,
chamado crescimento compensatorio. Existe um grande interesse da aquicultura nos processos de
crescimento compensatdrio apos jejum, uma vez que bem estabelecido pode gerar diminui¢do do
custo com a alimentacdo e aumento dos niveis de producdo. Uma ferramenta para o estudo do
musculo de peixes durante periodos de jejum e realimentacdo é a protebmica. A protebmica permite
identificar o conjunto de proteinas expressas por uma célula ou tecido em determinadas situacdes e
modificacfes ambientais e possui a vantagem de caracterizar eventos pés-traducionais, algo
impossibilitado pela genémica e transcriptoma. Dessa forma, nds testamos a hipotese de que juvenis
de pacu (Piaractus mesopotamicus) submetidos a 30 dias de jejum e 30 e 60 dias de realimentacéo
apresentam crescimento compensatorio e alteraces no perfil de expressdo proteico da musculatura
esqueléetica. Para isso dois grupos de animais foram utilizados: grupo Controle (C) alimentado
continuamente por 90 dias e grupo experimental (E), submetidos a 30 dias de jejum e 60 dias de
realimentacdo. Amostras do musculo branco foram coletadas apds 30 dias de jejum e apos 6, 24, 48
horas, 30 e 60 dias de realimentacdo. O peso corporal total, comprimento padrdo, taxa de
crescimento, morfologia e morfometria das fibras musculares foram analisados, assim como o
proteoma do musculo branco de pacu. N6s demonstramos que 0S peixes apresentaram atrofia
muscular apos 30 dias de jejum, crescimento compensatorio parcial apds 30 dias de realimentacgéo e
crescimento compensatorio total apos 60 dias de realimentacdo. A analise protebmica sob estratégia
de shotgun identificou 99 proteinas apos jejum, sendo 21 proteinas diferencialmente expressas entre
0 grupo E e C e 71 proteinas apos 30 dias de realimentacdo, com 14 proteinas diferencialmente
expressas. Entre as proteinas com expressdo diferencial, nos validamos a expressdo génica e proteica
para parvalbumina que mostrou-se diminuida durante atrofia muscular no masculo branco de pacu
apos 30 dias de jejum e 30 dias de realimentacdo. A andlise protedmica por 2D-PAGE demonstrou
diminuicdo no nimero de spots proteicos identificados apds jejum e aumento no nimero de spots
proteicos apds 30 e 60 dias de realimentacdo nos geéis do grupo E. Os spots proteicos mais
signficativos foram extraidos e caracterizados por espetrometria de massas. As proteinas
caracterizadas foram classificadas em vias envolvidas, principalmente, no anabolismo e catabolismo
muscular, enzimas do metabolismo celular, biosintese de aminoacidos, citoesqueleto e contracdo
muscular, que foram profundamente afetadas pelo jejum e crescimento compensatorio. Além disso, o
periodo de jejum prolongado promoveu intenso estresse celular e identificou proteinas que podem
estar relacionadas com mecanismos para compensacao de danos negativos. Dessa forma, esse estudo
pode auxiliar na identificacdo de possiveis biomarcadores para monitoramento do bem-estar animal,
qualidade da carne e seguranca alimentar, além de melhorar o entendimento das necessidades
alimenticias e do impacto da dieta administrada a producéo.



Abstract

The skeletal muscle in fish corresponds more than 70% of the total body weight and the
development, growth and maintenance of the muscle phenotype involves the dynamic balance
between muscle anabolism and catabolism pathways, being influenced by several factors, such as
food availability. Periods with low or no food availability are often observed in nature and may
therefore, ensure a high adaptive capacity in fish to deal with prolonged fasting periods. With
refeeding and metabolic levels restored, the animal may exhibit accelerated growth, called
compensatory growth. There is a great interest of aquaculture in the processes of fasting/refeeding,
once well-established can generates decrease of the feeding costs and increase of the production
levels. An important tool to analyze muscle fish during fasting/refeeding is Proteomics. The
proteomics allows to identify a set of proteins expressed by a cell or tissue in some situations and
environmental changes and has the advantage of characterizing post-translational events, something
impossible to detect by genomic and transcriptome analysis. This way, we tested the hypothesis that
juveniles pacu (Piaractus mesopotamicus) submitted to 30 days of fasting and 30 and 60 days of
refeeding present compensatory growth and alterations in the protein expression profile of the
skeletal muscle. For this, we used two animals groups: Control group (C) fed continuously for 90
days and experimental group (E), submitted to 30 days of fasting followed by 60 days of refeeding.
White muscle samples were collected after 30 days of fasting and after 6, 24, 48 hours, 30 and 60
days of refeeding. The total body weight, standard length, growth rate, morphology and
morphometry of the muscle fibers were analyzed, as well as the white muscle proteome of pacu.We
demonstrated that fish presented muscle atrophy after 30 days of fasting, partial compensatory
growth after 30 days of refeeding and total compensatory growth after 60 days of refeeding.
Proteomic analysis by shotgun aproach identified 99 proteins after fasting, being 21 differentially
expressed between E and Cgroup and 71 proteins after 30 days of refeeding, being 14 differentially
expressed. Among the differential expression proteins, we validated gene and protein expression for
parvalbumin that was down-regulated during muscle atrophy in white muscle of pacu after 30 days
of fasting and 30 days of refeeding. Proteomic analysis by 2D-PAGE demonstrated decreased in the
number of protein spots identified after fasting and increased number after refeeding in the gels of E
group. The most significant protein spots were extracted and characterized to mass spectrometry.
The proteins characterized were classified into pathways mainly involved in muscle anabolism and
catabolism, cellular metabolism enzymes, amino acid biosynthesis, cytoskeleton and muscle
contraction, and they were deeply affected by fasting and compensatory growth. In addition, the
prolonged fasting period promoted intense cellular stress and presented proteins that may be related
to compensation mechanisms for negative damages. Thus, this study can help identify possible
biomarkers for monitoring animal welfare, meat quality and food safety, as well as, improving the
understanding of food needs and the diet impact into aquaculture.
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INTRODUCAO

Organizacao da musculatura esquelética nos peixes

Nos peixes, 0 musculo estriado esquelético pode ocupar de 40 a 75% da massa corporal total
do peso do animal, o que representa um mecanismo especifico para a adaptacdo desses animais ao
meio aquatico(1,2), mas também serve como principal estoque de proteinas a serem utilizadas em
atividades que requerem grande demanda de energia(3).

Os principais musculos locomotores sdo representados pelos muasculos esqueléticos
miotomais laterais, que estdo organizados em unidades morfofuncionais, os midmeros, que se
repetem ao longo do corpo do animal, e sdo separados por bainhas de tecido conjuntivo, 0s
miosseptos(1) (Fig. 1a). Os midmeros apresentam formato em “W” e cada um contém uma regido
superficial, em formato de cunha, disposta imediatamente abaixo da linha lateral, onde as fibras
musculares tém disposicdo paralela ao eixo corporal, e uma regido mais profunda, com as fibras
musculares apresentando uma disposi¢do em helice, formando angulos maiores que 40° em relacéo
ao eixo corporal(1) (Fig. 1b). A orientacéo das fibras musculares em peixes esta relacionada com a
necessidade de todas as fibras contrairem a uma mesma velocidade, qualquer que seja a sua posicao
dentro dos mibmeros, para resultar na flexdo do corpo(2,4,5). Os miosseptos, por sua vez,
transmitem a forca de contragéo das fibras musculares, através dos tenddes, para o esqueleto axial e a
nadadeira caudal, resultando na ondulagdo e propulsdo do corpo(2). Esse padrdo de organizagédo
anatdmica da musculatura esquelética em peixes maximiza a eficiéncia mecanica dos masculos em

relacdo a limitada capacidade de flexdes do corpo no plano lateral(5).

midémero miossepto

Fig. 1 - (A) Organizacdo anatdbmica da musculatura esquelética em peixes: unidades morfofuncionais,
midmeros, separados por bainhas de tecido conjuntivo, miosseptos. (B) Detalhe de trés miémeros isolados,

com formato em “W”, cada um apresentando uma regido superficial (setas brancas) e profunda (setas em
preto)(6).

Dependendo do tipo de movimento executado, como movimentos sustentados ou de alta

velocidade, a extensdo da forca de contracdo da musculatura estriada esquelética em peixes pode ser
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variavel. Devido a essa capacidade funcional do sistema muscular, a musculatura estriada esquelética
apresenta-se organizada em compartimentos ou camadas distintas, contendo diferentes tipos de fibras
musculares que possuem diferentes velocidades de contragdo(2,5). Os diferentes tipos de fibras
musculares apresentam-se organizados nos compartimentos vermelho (superficial), intermediario e
branco (profundo)(7,8) (Fig. 2). Essa organizacdo pode variar, ainda, de acordo com a espécie e a
fase de crescimento estudada(3).

“ANEY

Reacédo NADH-TR Reacéo de ATPase em pH acido

Fig. 2 - Corte transversal da musculatura estriada esquelética da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). (V)
Compartimento vermelho superficial, (I) compartimento intermediério e (B) compartimento branco profundo.
A) Reacdo NADH-TR (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-reduzido-tetrazolio-redutase). B) Reagdo de
ATPase em pH acido. Adaptado de Aguiar et al.(9).

O compartimento vermelho pode estar localizado na regido subdermal, como uma camada
fina e uniforme ao longo de todo o corpo do animal ou apresentar uma distribuicdo mais localizada,
aparecendo somente na regido do nervo da linha lateral, onde assume um aspecto triangular(2,8-10).
O compartimento vermelho, normalmente, corresponde a menos de 10% e nunca excede 30% de
toda a musculatura miotomal(2). Esse compartimento € constituido por fibras musculares vermelhas,
de contracdo lenta e metabolismo oxidativo.As fibras vermelhas apresentam pequeno diametro (entre
25 ¢ 45 um), excelente suprimento de capilares sanguineos, alta concentracdo de mioglobina, grande
quantidade de mitocondrias (na regido subsarcolemal e entre as miofibrilas) e muitas goticulas de
lipidios(2,7). As fibras vermelhas sdo recrutadas durante a realizacdo de movimentos lentos e de
sustentacdo, como a migracdo(11,12).

O compartimento branco corresponde entre 70 e 90% do volume total do tecido muscular(3),
sendo formado por fibras musculares brancas, de contragdo rapida e metabolismo glicolitico(12).
Quando comparadas as fibras vermelhas, as fibras brancas apresentam maiores diametros (entre 50 e
100 pum), menor suprimento de capilares sanguineos, baixa concentracdo de mioglobina, poucas
mitocéndrias e poucas goticulas de lipidios(2,12). Esse tipo de musculatura € recrutada nos

movimentos bruscos de natagdo, como a captura de alimento e fuga de predadores(11,12).



CONCLUSOES FINAIS

Concluimos que 30 dias de jejum e 60 dias de realimentacdo promoveu crescimento
compensatério e alterou o perfil de expressdo proteica do muasculo branco de juvenis de pacu,
Piaractus mesopotamicus.

As anélises protebmicas no musculo branco de pacu, apés jejum e 30 e 60 dias de
realimentacdo, demonstraram mudangas de expressdo do proteoma muscular principalmente em
proteinas de vias envolvidas com o metabolismo celular, citoesqueleto, contracdo muscular,
biosintese de aminoacidos, regulacéo e proteinas nucleares. Ap6s 0 jejum observou-se mudancas no
metabolismo das fibras musculares e a alta expressdo de proteinas relacionadas ao estresse e danos
celulares demonstraram quebra da homeostase muscular, sugerindo intenso estresse nutricional.
Durante o jejum ainda foi possivel identificar algumas proteinas inseridas em vias de sinalizacdo que
poderiam estar atuando em mecanismos de compensacao ao catabolismo muscular. A atrofia e o re-
crescimento (re-growth) muscular foi corroborada pelas anélises de expressdo génica, MAFbx e IGF-
1, respectimente, e pelas analises biométricas, taxa de crescimento, morfometria e morfologia das
fibras musculares.

Devido ao intenso processo catabdlico causado no musculo apds 30 dias de jejum, o periodo
de 30 dias de realimentacdo nao foi suficiente para caracterizar o crescimento compensatorio total. A
analise protebmica demonstrou inicio do restabelecimento do metabolismo muscular e sintese
proteica. Nesse periodo ainda foi possivel observar mudancas na morfometria das fibras musculares
e analises biométricas, embora as analises de expressao génica indicassem mudancas trancricionais
apos 48 horas de realimentacao.

Ao final do experimento, 60 dias de realimentacdo, caracterizou-se crescimento
compensatoério total com o restabelecimento da homeostase muscular. As analises morfométricas
foram similares, assim como as analises biométricas e a taxa de crescimento. Entretanto, a anélise
protedmica evidenciou inumeras proteinas diferencialmente expressas, relacionadas principalmente,
com o processo de crescimento compensatorio tardio observado nesse experimento.

As diferentes abordagens protedmicas, shotgun e eletroforese bidimensional, além de
complementares para a identificacdo do perfil proteico, propciaram a observacdo de possiveis futuros
biomarcadores do estresse nutricional, como a pavalbumina, e como possiveis indicadores da
qualidade da carne e seguranca alimentar em protocolos de jejum/realimenta¢do, como Heat Shock

Proteins e proteinas antioxidantes, no musculo branco de pacu.
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