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Resumo 

Nos peixes, o crescimento muscular ocorre por hipertrofia e hiperplasia a partir da 

proliferação e diferenciação das células satélites, processos regulados pela expressão de 

fatores de transcrição e de crescimento. Os objetivos desse trabalho foram: (1) avaliar a 

morfologia, morfometria e expressão gênica da MyoD, miogenina e IGF-I na musculatura 

branca do pacu (Piaractus mesopotamicus) com 45, 90, 180, 400 dias pós-eclosão (dpe) e 

adultos (n=8) e (2) avaliar a expressão gênica da MyoD, miogenina e miostatina na 

musculatura branca e vermelha de pacus adultos (n=8). Em todos os grupos, fragmentos da 

musculatura branca foram dissecados e congelados em nitrogênio líquido. Nos adultos, 

também foram coletados fragmentos de músculo vermelho. Cortes histológicos (10 µm) da 

musculatura branca, obtidos em criostato, foram corados com hematoxilina-eosina para 

avaliação da morfologia e morfometria. Em cada animal, foi determinado o menor diâmetro de 

100 fibras musculares brancas que foram distribuídas em classes, na dependência do seu 

diâmetro (<20 µm, 20-50 µm, >50 µm), para avaliar a hiperplasia e hipertrofia. A expressão 

gênica foi analisada por reação em cadeia da polimerase após transcrição reversa em tempo 

real. A morfologia da musculatura branca foi semelhante em todos os grupos. No grupo 45 

dpe, a alta freqüência de fibras brancas com diâmetro <20 µm indica intensa hiperplasia; nos 

adultos, a alta freqüência de fibras com diâmetro > 50 µm indica intensa hipertrofia. Nos 

grupos 90, 180 e 400 dpe, a alta freqüência de fibras com diâmetro entre 20 e 50 µm indica a 

ocorrência de hiperplasia e hipertrofia. A expressão gênica da MyoD e miogenina foi 

semelhante nos grupos 45, 90, 400 dpe e adultos, aumentando significativamente nos animais 

com 180 dpe; nos grupos 180 dpe e adultos, essa expressão foi similar. Nossos resultados 

sugerem que a alta expressão de MyoD e miogenina no grupo 180 dpe está relacionada com a 

proliferação e diferenciação de células satélites, respectivamente, contribuindo para a 

hiperplasia e hipertrofia. Nos adultos, essa expressão está controlando a hipertrofia. A 

expressão gênica de IGF-I foi semelhante nos grupos 45 e 90 dpe, diminuindo nos animais 

com 180 dpe e adultos; os grupos 45, 90 e 400 dpe apresentaram expressão similar. Nos 

grupos 45 dpe e adultos, a expressão de IGF-I está relacionada com a proliferação de células 

satélites durante a hiperplasia e hipertrofia, respectivamente; nos animais com 90, 180 e 400 

dpe, essa expressão está controlando ambos os mecanismos de crescimento. Entre os músculos 

branco e vermelho dos animais adultos, a expressão de MyoD, miogenina e miostatina foi 
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semelhante. No músculo branco, a expressão de MyoD e miogenina está relacionada com a 

proliferação e diferenciação das células satélites, respectivamente, durante a hipertrofia. Na 

musculatura vermelha, essa expressão é responsável pela manutenção do fenótipo das fibras 

musculares. A expressão de miostatina, nas fibras brancas e vermelhas, está relacionada com a 

regulação do crescimento e manutenção da massa muscular constante nesses compartimentos.  
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Abstract 

In fish, skeletal muscle growth occurs by hypertrophy and hyperplasia and is 

dependent of the proliferation and differentiation of satellite cells, events regulated by the 

expression of transcription and growth factors. The purposes of this study were: (1) to evaluate 

the morphology, morphometry and MyoD, myogenin and IGF-I gene expression in white 

skeletal muscle from pacu (Piaractus mesopotamicus) at 45, 90, 180, 400 days post- hatching 

(dph) and adult (n=8) and (2) to analyze the MyoD, myogenin and myostatin gene expression 

in white and red muscles of adult pacu (n=8). In all groups, white skeletal muscle fragments 

were dissected out and frozen in liquid nitrogen. In adults, red muscle fragments were also 

collected. Transverse sections (10 µm) from white muscle fragments, obtained in a cryostat, 

were stained with haematoxilin-eosin to evaluate muscle morphology and morphometry. In 

each animal fiber cross-section diameter (µm) was determined by measuring 100 white muscle 

fibers which were grouped into three diameter classes (<20µm, 20-50µm, and >50µm) to 

evaluate the hyperplasia and hypertrophy. Gene expression was analyzed by reverse 

transcription quantitative real-time polymerase chain reaction. White muscle morphology was 

similar at all groups. The high frequency of <20µm diameter white fiber in 45 dph indicates 

intense hyperplasia; the high frequency of >50µm diameter fiber in adults shows intense 

hypertrophy. In 90, 180, and 400 dph groups the high frequency of 20-50µm diameter fibers 

indicates the occurrence of hyperplasia and hypertrophy. MyoD and myogenin gene 

expression was similar in 45, 90, and 400 dph and adult fish, peaking at 180 dph; in 180 dpe 

and adult groups this expression was similar. Our results suggest that the high MyoD and 

myogenin expression at 180 dph is related to the satellite cells proliferation and differentiation, 

respectively, during hyperplasia and hypertrophy. In adult fish, this expression is controlling 

the hypertrophy. The IGF-I gene expression was similar in 45 and 90 dpe stages, decreasing in 

180 dpe and adult fish; the 45, 90 and 400 dpe groups have showed similar expression. In 45 

dpe and adult groups, IGF-I expression is related to satellite cells proliferation during 

hyperplasia and hypertrophy, respectively; in 90, 180 and 400 dpe fish, this expression is 

controlling the both muscle growth mechanims. In red and white muscles from adults the the 

MyoD, myogenin and myostatin gene expression was similar. In white muscle, the MyoD and 

myogenin expression is related to the satellite cells proliferation and differentiation, 

respectively, during hypertrophy. In red muscle, this expression is responsible to the 
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maintenance of fiber-type phenotype. Myostatin expression in white and red muscles is related 

to the growth regulation and maintenance of constant muscle mass in these compartments.  
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1. Considerações iniciais 

Nos peixes, a taxa de crescimento é um parâmetro importante para o sucesso da 

aqüicultura e está diretamente relacionada com o crescimento da musculatura estriada 

esquelética que corresponde à maior parte da massa corporal. Entre os peixes de grande 

interesse econômico na aqüicultura, destaca-se o pacu (Piaractus mesopotamicus), que 

representa a terceira espécie nativa mais cultivada no Brasil, com produção correspondendo a 

4,5% da piscicultura de peixes de água doce (IBAMA, 2007). Suas excelentes características 

zootécnicas, como qualidade da carne e crescimento acelerado, têm despertado um grande 

interesse dos produtores e consumidores.  

Nos peixes, a musculatura estriada esquelética apresenta-se organizada em 

compartimentos ou camadas, contendo diferentes tipos de fibras musculares. O compartimento 

vermelho é formado por fibras vermelhas de contração lenta e metabolismo oxidativo. O 

compartimento branco, que corresponde à maior parte do tecido muscular, é formado por 

fibras brancas com contração rápida e metabolismo glicolítico. Entre esses compartimentos, 

encontra-se o compartimento intermediário com fibras que apresentam propriedades 

morfofisiológicas intermediárias entre as das fibras brancas e vermelhas (Sänger & Stoiber, 

2001). Nos peixes, a distribuição dos tipos de fibras em compartimentos difere do padrão 

encontrado nos demais vertebrados. Nos mamíferos, por exemplo, a maioria dos músculos é 

formada por uma população heterogênea de fibras, distribuídas de maneira a formar um 

mosaico ou pequenos grupos de fibras de um mesmo tipo (Armstrong et al., 1982; Armstrong 

& Pheleps, 1984). 

 O crescimento muscular é dependente da ativação, proliferação e diferenciação de 

mioblastos adultos indiferenciados, também conhecidos como células satélites (Koumans & 

Akster, 1995). Nos peixes, esse crescimento ocorre através dos mecanismos de hiperplasia e 

hipertrofia das fibras musculares. Na hiperplasia, a fusão entre células satélites ativadas resulta 

na formação de novas fibras musculares na superfície das fibras existentes. Na hipertrofia, as 

células satélites ativadas fundem-se com fibras musculares existentes, aumentando o número 

de núcleos para maior síntese de miofibrilas, levando ao aumento na área da fibra muscular 

(Koumans & Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001).  
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 O crescimento muscular é controlado positiva e negativamente por uma série de 

fatores transcricionais e de crescimento, entre os quais estão os fatores de regulação miogênica 

(MRFs), a miostatina e o IGF-I (Insulin-like Growth Factor-I).  

Os MRFs são fatores transcricionais dos quais fazem parte a MyoD, Myf5, miogenina 

e MRF4 (Weintraub, 1993; Watabe, 1999, 2001). Os MRFs ligam-se à região promotora dos 

genes músculo específicos, ativando sua transcrição (Murre et al., 1989, 1994; Lassar et al., 

1991). Durante o crescimento, a proliferação das células satélites é controlada pela expressão 

dos MRFs MyoD e Myf5, enquanto a expressão de miogenina e MRF4 está relacionada com 

os processos de diferenciação das células satélites em fibras musculares maduras (Megeney & 

Rudnicki, 1995; Rudnicki & Jaenisch, 1995; Watabe, 1999, 2001).  

Além dos MRFs, o IGF-I também está envolvido com o controle do crescimento 

muscular em peixes. O IGF-I estimula a proliferação de mioblastos e células satélites in vitro 

(Pozios et al., 2001; Castillo et al., 2004; Funkenstein et al., 2006; Bower & Johnston, 2010). 

No entanto, a maioria dos trabalhos, envolvendo o IGF-I, está relacionada com a 

caracterização do gene e seu padrão de expressão em diferentes tecidos (Reinecke et al., 1997; 

Moriyama et al., 2000; Patruno et al., 2006). Poucos trabalhos têm relacionado a expressão do 

IGF-I com o crescimento muscular em peixes (Patruno et al., 2008), embora sua ação 

mitogênica sobre as células satélites seja bem estabelecida em algumas espécies.  

Diferentemente dos MRFs e do IGF-I, a miostatina regula negativamente o 

crescimento muscular (McPherron et al., 1997) pela inibição da proliferação e/ou 

diferenciação de células satélites (Thomas et al., 2000; Langley et al., 2002), processo bem 

estabelecido em mamíferos. O gene da miostatina tem sido descrito em várias espécies de 

peixes e sua expressão tem sido detectada predominantemente no músculo esquelético, 

embora níveis menores de expressão sejam observados em outros tecidos (Maccatrozzo et al., 

2001a,b; Østbye et al., 2001; Rescan et al., 2001; Roberts & Goetz, 2001; Kocabas et al., 

2002; Radaelli et al., 2003). Assim, nos peixes, a função da miostatina parece ser mais ampla 

se comparada à dos mamíferos, não sendo restrita apenas ao controle do crescimento 

muscular, mas, possivelmente, participando da fisiologia e regulação de outros tecidos (Østbye 

et al., 2001; Acosta et al., 2005; Patruno et al., 2008).  
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Trabalhos que envolvem a análise da expressão gênica dos MRFs MyoD e miogenina 

e do IGF-I no músculo estriado esquelético de peixes poderiam auxiliar na melhor 

compreensão do controle molecular da proliferação e diferenciação de células satélites durante 

o  crescimento muscular. As análises do padrão de expressão desses genes e da contribuição 

da hiperplasia e hipertrofia ao longo do crescimento, podem fornecer valiosas informações 

para a elaboração de estratégias viáveis que potencializem o crescimento muscular em 

espécies de importância econômica na aqüicultura, em condições naturais ou experimentais de 

criação. Em relação à miostatina, são escassos os estudos descrevendo seu modo de ação da 

sobre a proliferação e diferenciação das células satélites e, consequentemente, sobre a 

hiperplasia e hipertrofia muscular. Além disso, poucos estudos descrevem as possíveis ações 

dessa proteína no metabolismo dos demais tecidos onde é expressa. A compreensão da função 

da miostatina, no controle do crescimento muscular em peixes, pode representar uma 

interessante ferramenta para a aquicultura. Por outro lado, muitos estudos devem ser 

realizados para melhor avaliar os efeitos da inibição da miostatina sobre o crescimento 

muscular e a fisiologia dos peixes. 
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2. Introdução geral 

 

2.1 Organização da musculatura estriada esquelética nos peixes 

Nos peixes, a maior parte da massa corporal é representada pelo tecido muscular 

estriado esquelético que constitui de 40 a 60% do peso total do animal. Essa abundante massa 

muscular não representa apenas um mecanismo específico para a adaptação desses animais ao 

meio aquático (Bone, 1978), mas também serve como o principal estoque de proteínas a serem 

utilizadas em atividades que requerem grande demanda de energia (Weatherley & Gill, 1985).  

Os principais músculos locomotores, nos peixes, são representados pelos músculos 

esqueléticos miotomais laterais. Na maioria das espécies, a musculatura miotomal está 

organizada em unidades morfofuncionais, os miômeros, que se repetem ao longo do corpo do 

animal, e são separados por bainhas de tecido conjuntivo, os miosseptos (Alexander, 1969) 

(Figura 1A). Os miosseptos transmitem, através dos tendões, a força de contração das fibras 

musculares para o esqueleto axial e a nadadeira caudal, resultando na ondulação e propulsão 

do corpo (Sänger & Stoiber, 2001). Esse padrão de organização anatômica da musculatura 

maximiza a eficiência mecânica dos músculos em relação à limitada capacidade de flexões do 

corpo no plano lateral (Patruno et al., 1998).   

Os miômeros apresentam formato em “W” e cada um contém uma região superficial, 

em formato de cunha, disposta imediatamente abaixo da linha lateral, onde as fibras 

musculares têm disposição paralela ao eixo corporal, e uma região mais profunda, com as 

fibras musculares apresentando uma disposição em hélice, formando ângulos maiores que 40º 

em relação ao eixo corporal (Figura 1B).  Esse padrão peculiar de orientação das fibras 

musculares está relacionado com a necessidade de todas as fibras contraírem a uma mesma 

velocidade, qualquer que seja a sua posição dentro dos miômeros, para resultar na flexão do 

corpo (Alexander, 1969; Patruno et al., 1998; Sänger & Stoiber, 2001).  
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O compartimento vermelho, normalmente, corresponde a menos de 10% e nunca 

excede 30% de toda a musculatura miotomal (Greer-Walker & Pull, 1975; Sänger & Stoiber, 

2001). Pode estar localizado na região subdermal, como uma camada fina e uniforme ao longo 

de todo o corpo do animal (Egginton & Johnston, 1982; Dal Pai-Silva et al., 1995), ou 

apresentar uma distribuição mais localizada, aparecendo somente na região do nervo da linha 

lateral, onde assume um aspecto triangular (Hoyle et al., 1986; Sänger & Stoiber, 2001). Esse 

compartimento é constituído por fibras musculares vermelhas, de contração lenta e 

metabolismo oxidativo. As fibras vermelhas apresentam pequeno diâmetro (entre 25 e 45 µm), 

excelente suprimento de capilares sanguíneos, grande concentração de mioglobina, grande 

quantidade de mitocôndrias (na região subsarcolemal e entre as miofibrilas) e muitas gotículas 

de lipídios (Bone, 1978; Johnston, 1981; Sänger & Stoiber, 2001). As fibras vermelhas são 

recrutadas durante a realização de movimentos lentos e de sustentação, como a migração 

(Johnston et al., 1977; Bone, 1978).  

O compartimento branco corresponde de 70 a 90% do volume total do tecido 

muscular (Weatherley & Gill, 1989; Kilarski, 1990). É formado por fibras musculares brancas, 

de contração rápida e metabolismo glicolítico (Driedzic & Hochachka, 1976). Quando 

comparadas às fibras vermelhas, as fibras brancas apresentam maiores diâmetros (entre 50 e 

100 µm), menor suprimento de capilares sanguíneos, baixa concentração de mioglobina, 

poucas mitocôndrias e poucas gotículas de lipídios (Driedzic & Hochachka, 1976; Bone, 1978; 

Sänger & Stoiber, 2001). Esse tipo de musculatura é recrutado nos movimentos bruscos de 

natação, como a captura de alimento e fuga de predadores (Johnston et al., 1977; Bone, 1978). 

Esse compartimento apresenta importância na aqüicultura, constituindo a principal parte 

comestível dos peixes (Zhang et al., 1996). O aumento no tamanho corporal desses animais 

ocorre, principalmente, devido ao crescimento das fibras musculares brancas (Zimmerman & 

Lowery, 1999).  

Entre os compartimentos vermelho e branco, encontra-se o compartimento 

intermediário (musculatura intermediária), com fibras que apresentam propriedades 

morfofisiológicas intermediárias entre as das fibras musculares brancas e vermelhas, como 
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contração rápida e metabolismo oxidativo/glicolítico (Johnston et al., 1977; Sänger & Stoiber, 

2001).  

 

2.2 Miogênese nos peixes 

Nos peixes, a formação das primeiras fibras musculares ocorre nas fases iniciais do 

desenvolvimento embrionário. O tecido muscular estriado esquelético origina-se do 

mesoderma paraxial que sofre segmentação, na direção rostro-caudal do embrião, formando 

blocos pareados de células mesodérmicas, os somitos, localizados lateralmente à notocorda e 

ao tubo neural. Cada somito é subdividido nas regiões esclerótomo, miótomo e dermótomo, 

cada uma contendo tipos celulares específicos (Christ & Ordahl, 1995). A porção 

ventromedial do somito, o esclerótomo, dará origem ao esqueleto axial do embrião. O 

dermótomo, de localização dorsal, formará a derme, enquando o miótomo, originará os 

músculos do tronco e da cauda (Devoto et al., 1996; Currie & Ingham, 2001). Nos peixes, o 

esclerótomo é altamente reduzido, pois, no ambiente aquático, o animal apresenta maior 

facilidade em sustentar o peso do corpo. Dessa forma, a maior parte do somito é constituída 

pelo miótomo (Bone, 1966; Currie & Ingham, 2001).  

Nos miótomos, uma população de células mesodérmicas dispõe-se em uma única 

camada que flanqueia ambos os lados da notocorda. Pela morfologia e padrão de expressão 

gênica, essas células são denominadas células adaxiais, células musculares não-pioneiras do 

músculo slow ou mioblastos slow (Devoto et al., 1996; Currie & Ingham, 2001). Sob o 

estímulo de glicoproteínas secretadas pela notocorda e pelo tubo neural (Blagden et al., 1997), 

essas células sofrem alongamento e migram radialmente em direção à superfície do miótomo, 

formando uma monocamada de células musculares localizadas logo abaixo da epiderme. As 

células adaxiais fundem-se umas às outras, formando miotubos que se diferenciam em fibras 

musculares vermelhas, originando a musculatura vermelha do embrião. Uma subpopulação de 

células adaxiais, denominadas células musculares pioneiras do músculo slow, emite processos 

citoplasmáticos que as mantêm conectadas à notocorda, possivelmente para orientar a 

migração das demais células adaxiais em direção à superfície do miótomo (Devoto et al., 

1996; Du et al., 1997; Currie & Ingham, 2001). Nessa região medial, forma-se uma estrutura 

especializada, o miossepto horizontal, que divide o miótomo nas regiões ventral (hipoaxial) e 
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contração muscular depende do deslizamento dos filamentos finos sobre os filamentos grossos 

(Huxley, 1969, 1971, 1983). 

Durante a diferenciação dos miotubos, ocorre a organização dos sarcômeros da 

periferia em direção ao centro desse miotubo, enquanto os núcleos migram do centro para a 

periferia e as miofibrilas passam a ocupar quase todo o sarcoplasma (Sänger et al., 1990, 

Sänger, 1992). Paralelamente, ocorre o desenvolvimento do sistema de membranas constituído 

por túbulos T e retículo sarcoplasmático, ambos envolvidos no processo de contração 

muscular. Ao final desses processos, o miotubo passa a ser chamado de fibra muscular adulta 

(Schiaffino & Margreth, 1969; Kelly, 1971; Flutcher et al., 1992).  

A miogênese nos peixes difere significativamente da miogênese dos mamíferos. Nos 

mamíferos, alguns mioblastos fundem-se para formar miotubos primários. Esses miotubos 

primários constituem um suporte para a fusão de outros mioblastos, os quais formam miotubos 

secundários (Ontell & Kozeka, 1984; Ashby et al., 1993). O padrão de inervação das fibras 

musculares em um músculo influencia o tipo de fibra muscular a ser formada (Harris, 1988). 

Contrariamente, nos peixes, os diferentes tipos de fibras desenvolvem-se a partir de distintas 

zonas de proliferação de mioblastos e a formação de cada tipo de fibra é espacial e 

temporalmente separada (Koumans & Akster, 1995; Rowlerson et al., 1995).  

  

2.3 Controle molecular da miogênese 

Todos os eventos da miogênese são iniciados e controlados pela expressão diferencial 

de fatores transcricionais conhecidos como fatores de regulação miogênica (myogenic 

regulatory factors ou MRFs), dos quais fazem parte a MyoD, Myf5, miogenina e MRF4 

(Weintraub, 1993; Watabe, 1999, 2001). Os MRFs compartilham um domínio altamente 

conservado, conhecido como basic Helix-Loop-Helix (bHLH), que apresenta 80% de 

similaridade na sua seqüência de aminoácidos (Edmonson & Olson, 1993).  A região Helix-

Loop-Helix é caracterizada por duas α-hélices separadas por um loop. A região básica (basic) 

compreende uma extensão de uma das α-hélices da região HLH (Cole et al, 2004) (Figura 4). 

Os MRFs reconhecem, através de seu domínio básico, uma seqüência consenso no 

DNA conhecida como E-box (5´-CANNTG-3´), presente na região promotora da maioria dos 

genes músculo-específicos (Lassar et al., 1989; Murre et al., 1989; Blackwell & Weintraub, 
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1990). A região Helix-Loop-Helix dos MRFs constitui o domínio de ligação dessa molécula 

com proteínas E, como E12 e E47 (Murre et al., 1989). A ligação do heterodímero MRF-

proteína E ou de homodímeros dos MRFs à seqüência E-box ativa a transcrição de genes 

músculo-específicos, levando à sua expressão (Murre et al., 1989, 1994; Lassar et al., 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estrutura cristalográfica do complexo formado pelo dímero do fator transcricional da família basic 

Helix-Loop-Helix (bHLH) MyoD e o DNA (Ma et al., 1994). 

 

Em várias espécies de peixes, muitos estudos têm caracterizado as sequências 

codificantes completas dos RNAs mensageiros (RNAm) referentes à MyoD e à miogenina. 

Essas sequências apresentam alta similaridade com as mesmas sequências descritas em outras 

espécies de vertebrados, principalmente em relação ao domínio de ligação ao DNA bHLH. Na 

carpa, a sequência nucleotídica completa da MyoD apresenta 93, 81, 73 e 71% de similaridade 

com a MyoD de zebrafish (Weinberg et al., 1996), truta arco-íris (Rescan et al., 1994), sapo 

(Hopwood et al., 1989) e galinha (Lin et al., 1989), respectivamente. A sequência nucleotídica 

completa da miogenina apresenta 69, 55 e 51% de similaridade com a miogenina da truta arco-

íris (Rescan et al., 1995), galinha (Fujisawa-Sehara et al., 1990) e camundongo (Edmondson et 

al., 1994), respectivamente. A comparação da sequência de aminoácidos dos MRFs da carpa 

com a de outros vertebrados mostrou que a sequência da MyoD é mais conservada que a da 

miogenina, inclusive em relação ao domínio bHLH (Kobiyama et al., 1998). No Laboratório 

de Biologia do Músculo Estriado (LBME), do Departamento de Morfologia, da UNESP-

Botucatu, foram obtidas as sequências nucleotídicas parciais referentes à MyoD e miogenina, 

expressas no músculo estriado esquelético do pacu (números de acesso do Genbank – MyoD: 
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2.4 Crescimento muscular pós-embrionário em peixes 

 Nos peixes, o crescimento pós-embrionário da musculatura estriada esquelética é 

dependente da ativação, proliferação e diferenciação das células satélites, que são responsáveis 

pelos mecanismos de crescimento hiperplásico e hipertrófico das fibras musculares (Koumans 

& Akster, 1995). Na hiperplasia, a fusão entre células satélites ativadas resulta na formação de 

novos miotubos na superfície das fibras existentes, com posterior diferenciação em novas 

fibras musculares. Na hipertrofia, as células satélites ativadas fundem-se com fibras 

musculares existentes, aumentando o número de núcleos para maior síntese de miofibrilas, 

levando ao aumento na área da fibra muscular (Koumans & Akster, 1995; Johnston, 1999; 

Rowlerson & Veggetti, 2001) (Figura 7).  

O crescimento muscular hiperplásico ocorre em duas fases sucessivas. A primeira 

fase, denominada hiperplasia estratificada, é uma continuação da miogênese embrionária e 

ocorre no final do desenvolvimento embrionário e durante todo o período larval da maioria das 

espécies de peixes. Esse tipo de hiperplasia inicia-se com a formação de novas fibras 

musculares em zonas de proliferação de mioblastos, localizadas imediatamente abaixo da 

monocamada de fibras vermelhas e estendendo-se dorsalmente do septo horizontal até o ápice 

do miótomo (Figura 8A). A hiperplasia estratificada resulta no espessamento dos três 

compartimentos musculares (Rowlerson & Veggetti, 2001).  

Após o período larval, inicia-se a segunda fase de hiperplasia, denominada 

hiperplasia em mosaico, onde a formação de novas fibras musculares não é mais restrita às 

zonas de proliferação de mioblastos, mas ocorre por toda a extensão do miótomo a partir da 

proliferação, fusão e diferenciação das células satélites. Quando esse tipo de hiperplasia está 

ocorrendo, observa-se, em cortes transversais do músculo esquelético, um mosaico de fibras 

de diferentes tamanhos e estágios de diferenciação, melhor observado na musculatura branca 

(Johnston, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001) (Figura 8B). A hiperplasia em mosaico ocorre, 

principalmente, durante o período juvenil e contribui para o crescimento muscular de espécies 

de peixes de interesse comercial na aqüicultura, como aquelas que atingem um grande 

tamanho final (Rowlerson & Veggetti, 2001). 
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Figura 8. Representação esquemática da hiperplasia estratificada (A) e hiperplasia em mosaico (B) durante o 

crescimento da musculatura estriada esquelética. (A) Na hiperplasia estratificada, novas fibras musculares são 

formadas a partir das zonas de proliferação de mioblastos (ZPM), resultando no espessamento dos 

compartimentos musculares (detalhe à direita). (B) Na hiperplasia em mosaico, novas fibras musculares 

originam-se por todo o miótomo, a partir das células satélites, resultando em um mosaico de fibras de diferentes 

tamanhos (detalhe à direita). Abreviações: TN = Tubo neural, N = notocorda, BE = fibras musculares brancas 

embrionárias, V = monocamada de fibras musculares vermelhas, LL = linha lateral, CV = Coluna vertebral, B = 

fibras musculares brancas, I = fibras musculares intermediárias (adaptado de Rowlerson & Veggetti, 2001).  

  

 Entre todos os vertebrados, os peixes apresentam uma característica peculiar, 

principalmente em relação ao crescimento muscular. Com poucas exceções, muitas espécies 

de peixes tendem a apresentar crescimento indeterminado, pois a hiperplasia e a hipertrofia 

contribuem por todo o período de crescimento pós-embrionário da musculatura estriada 

esquelética (Mommsen, 2001). Diferentemente, na maioria dos outros vertebrados, o 

crescimento muscular pós-natal ocorre exclusivamente por hipertrofia. Nos mamíferos, por 

exemplo, a hiperplasia cessa em um curto período após o desenvolvimento embrionário 

(Mommsen, 2001; Rowlerson & Veggetti, 2001).  

Nos peixes, as contribuições da hiperplasia e hipertrofia para o crescimento muscular 

são variáveis, dependendo da fase de crescimento e da espécie considerada. Nas espécies que 

atingem um tamanho final de poucos centímetros, o crescimento muscular envolve 

principalmente a hipertrofia de fibras formadas nas fases iniciais da embriogênese e o período 

de crescimento hiperplásico é mais curto. Nas espécies que atingem um tamanho final maior, 
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como aquelas de interesse para a aqüicultura, novas fibras musculares são continuamente 

recrutadas em todas as fases do crescimento (Weatherley et al., 1988; Alami-Durante et al., 

1997; Rowlerson & Veggetti, 2001).  

Muitos trabalhos têm mostrado que a contribuição da hiperplasia para o crescimento 

muscular diminui com a idade (Alfei et al., 1994; Almeida et al., 2008, 2010). Alguns estudos 

sugerem que a hiperplasia cessa quando o animal atinge 44% do seu tamanho final, podendo 

variar de acordo com a espécie; a partir desse período, o crescimento muscular ocorre por 

hipertrofia das fibras musculares (Johnston et al., 2003; Weatherley et al., 1988; Zimmerman 

and Lowery, 1999). Entretanto, em termos comerciais, para a maioria das espécies na 

aquicultura, não há um tamanho final fixo e determinado. Alguns trabalhos desenvolvidos no 

Laboratório de Biologia do Músculo Estriado (LBME), do Departamento de Morfologia, da 

UNESP-Botucatu, têm caracterizado as contribuições da hiperplasia e hipertrofia para o 

crescimento muscular do pacu. Nessa espécie, a hiperplasia e a hipertrofia são observadas 

durante todo o período de crescimento, com a hiperplasia sendo mais intensa na fase juvenil e 

a hipertrofia, na fase adulta (Dal Pai et al., 2000; Dal Pai Silva et al., 2003; Almeida et al., 

2008, 2010).  

  

 2.5 Controle molecular do crescimento muscular 

 O crescimento muscular é controlado pela ação coordenada de diferentes substâncias, 

entre as quais, hormônios, fatores de transcrição e de crescimento e citocinas (Funkenstein et 

al., 2006). Embora existam diferenças entre as espécies, a participação desses fatores e seus 

mecanismos de ação são, geralmente, bem conservados entre os vertebrados (Nicoll et al., 

1999).  

 Durante o crescimento hiperplásico e hipertrófico da musculatura, é observada a 

retomada dos eventos ocorridos durante a miogênese. O crescimento muscular é controlado 

positiva e negativamente por uma série de fatores transcricionais e de crescimento, que 

controlam a proliferação e diferenciação das células satélites. Entre esses fatores estão os 

MRFs, a miostatina e o IGF-I (Insulin-like Growth Factor-I).  
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2.5.1 Fatores de regulação miogênica (MRFs) 

 Os MRFs são expressos durante a miogênese e o crescimento muscular. Durante o 

crescimento, a proliferação das células satélites é controlada pela expressão dos MRFs MyoD 

e Myf5, enquanto a expressão de miogenina e MRF4 está relacionada com os processos de 

diferenciação das células satélites em fibras musculares maduras (Megeney & Rudnicki, 1995; 

Rudnicki & Jaenisch, 1995; Watabe, 1999, 2001).  

 A maioria dos estudos envolvendo os MRFs, em peixes, é realizada para a 

caracterização de suas sequências nucleotídicas (Kobiyama et al., 1998; Kim et al., 2004; 

Gregory et al., 2004; Zhang et al., 2006; Xu et al., 2007). Alguns estudos descreveram a 

expressão dos MRFs durante a miogênese e início do desenvolvimento após a eclosão (Zhang 

et al., 2006; Steinbacher et al., 2007); outros trabalhos demonstraram a influência de fatores 

externos, como temperatura (Wilkes et al., 2001; Assis et al., 2004; Galloway et al., 2006; 

Macqueen et al., 2007) e restrição alimentar (Johansen & Overturf, 2006) na expressão dos 

MRFs. Poucos trabalhos têm relacionado a expressão dos MRFs com o crescimento muscular. 

Johansen & Overturf (2005) demonstraram uma expressão diferencial dos MRFs MyoD e 

miogenina ao longo do crescimento da truta arco-íris, desde o início do desenvolvimento até a 

fase adulta. Esses autores relacionaram a expressão de MyoD com a proliferação de células 

satélites e hiperplasia e, a expressão de miogenina, com a diferenciação dessas células e 

hipertrofia. Almeida et al. (2008) demostraram que a expressão de MyoD foi 

significativamente maior no músculo branco de pacus na fase juvenil, em relação à fase adulta, 

e que essa expressão diferencial está relacionada com o predomínio da hiperplasia na fase 

juvenil. Estudos realizados no Laboratório de Biologia do Músculo Estriado (LBME), do 

Departamento de Morfologia, da UNESP-Botucatu, sugerem que a MyoD e a miogenina 

controlam a proliferação e diferenciação de células satélites, respectivamente, as quais podem 

contribuir para a hiperplasia e/ou hipertrofia, dependendo da fase de crescimento considerada 

(Almeida et al., 2010).  
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2.5.2 Miostatina 

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

8), é um membro da superfamília dos fatores de crescimento TGF-β (Transforming Growth 

Factor- β) (McPherron et al., 1997) e está envolvida com a regulação do crescimento do 

músculo estriado esquelético nos vertebrados (McPherron et al., 1997; Joulia-Ekasa & 

Cabello, 2007; Funkestein & Rebhan, 2007; Patruno et al., 2007). 

 Semelhantemente a outros membros da família dos TGF-β, a miostatina é sintetizada 

como uma proteína precursora (prepropeptídeo), contendo três regiões distintas: (1) uma 

sequência sinal na região N-terminal; (2) um propeptídeo ou peptídeo associado à latência 

(LAP: latency associated peptide) e (3) um fragmento contendo a região C-terminal que 

corresponde à porção madura e biologicamente ativa da proteína (McPherron et al., 1997). A 

proteína precursora passa por duas etapas de clivagem proteolítica para gerar a proteína ativa 

(McPherron et al., 1997). A primeira clivagem remove o peptídeo sinal e, a segunda, ocorre 

numa região da proteína contendo a sequência de aminoácidos RXXR (arginina-XX-arginina), 

separando o LAP da porção madura C-terminal (Lee & McPherron, 2001; Lee, 2004).  Essa 

porção madura sofre dimerização e corresponde à proteína biologicamente ativa, que se liga 

aos receptores de membrana específicos na célula-alvo (Thomas et al., 2000). O LAP tem a 

capacidade de ligar-se a esse dímero, inibindo sua atividade biológica por impedir a sua 

ligação aos receptores de membrana (Lee & McPherron, 2001). A clivagem proteolítica do 

LAP ativa o dímero C-terminal latente (Wolfman et al., 2003) (Figura 9). 
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Figura 10. Esquema mostrando a via de sinalização da miostatina. O complexo formado inicialmente pela 

miostatina (MSTN) e seu receptor ativina do tipo II fosforila e ativa o receptor do tipo I correspondente. O 

complexo tetramétrico de receptores ativado fosforila proteínas Smads ligadas ao receptor (R-Smads) que 

interagem com outras Smads, por exemplo, a Smad4. O complexo de proteínas Smad é translocado para o núcleo, 

onde interagem com proteínas da maquinaria de trancrição e cofatores, regulando a transcrição de genes-

específicos (adaptado de Kollias & McDermott, 2008).  

  

 Nos mamíferos, a miostatina apresenta duas funções regulatórias distintas e bem 

estabelecidas. A primeira função é regular o número final de fibras a serem formadas durante a 

miogênese, através do controle da proliferação e/ou diferenciação dos mioblastos. O controle 

da proliferação dos mioblastos ocorre pela capacidade da miostatina em aumentar os níveis da 

proteína p21, diminuindo os níveis do complexo ciclina-Cdk2 e a fosforilação da proteína 

retinoblastoma, impedindo que os mioblastos iniciem o ciclo celular e sua proliferação 

(Thomas et al., 2000; Joulia et al., 2003). O controle da miostatina sobre a diferenciação dos 

mioblastos se dá pela down-regulação da expressão dos MRFs MyoD, miogenina e Myf-5 

(Langley et al., 2002; Ríos et al., 2002; Joulia et al., 2003). A segunda função da miostatina é 

regular o crescimento pós-natal das fibras musculares através da inibição da proliferação e/ou 
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predominantemente expressa no músculo esquelético, embora níveis menores de expressão 

tenham sido observados no tecido adiposo (McPherron et al., 1997), na glândula mamária (Ji 

et al., 1998), nas fibras de Purkinje do coração e nos cardiomiócitos (Sharma et al., 1999).  

 O gene da miostatina tem sido descrito em várias espécies de peixes (Maccatrozzo et 

al., 2001a; Østbye et al., 2001; Rescan et al., 2001; Rodgers et al., 2001; Rodgers & Weber, 

2001; Kocabas et al., 2002; Ko et al., 2007; Xu et al., 2003; Ye et al., 2007). Nesses animais, 

os maiores níveis de expressão do gene da miostatina foram observados no músculo 

esquelético; níveis menores de expressão foram detectados nos rins, pâncreas, intestino, 

brânquias, cérebro e coração (Maccatrozzo et al., 2001a,b; Østbye et al., 2001; Rescan et al., 

2001; Roberts & Goetz, 2001; Kocabas et al., 2002; Radaelli et al., 2003). Assim, nos peixes, 

a função da miostatina parece ser mais ampla se comparada à dos mamíferos, não sendo 

restrita apenas ao controle do crescimento muscular, mas, possivelmente, participando da 

fisiologia e regulação de outros tecidos (Østbye et al., 2001; Acosta et al., 2005; Patruno et al., 

2008).  

Em algumas espécies de peixes, a expressão gênica da miostatina foi analisada no 

músculo estriado esquelético ao longo do desenvolvimento e crescimento. No ínicio do 

desenvolvimento embrionário, onde o crescimento muscular ocorre, predominantemente, por 

hiperplasia, os níveis de expressão de miostatina, no músculo esquelético, são baixos, 

aumentando significativamente nos estágios finais de desenvolvimento, quando a hiperplasia 

torna-se menos intensa (Xu et al., 2003; Johansen & Overturf, 2005; Patruno et al., 2008). 

Esses resultados demonstram um possível envolvimento da miostatina com o controle 

negativo do crescimento muscular em peixes.  

   

 2.5.3 IGF-I 

 O sistema IGF, constituído pelo hormônio do crescimento (GH), hormônios IGF-I e 

IGF-II, seus receptores e pelas proteínas de ligação ao IGF (IGFBPs: IGF binding proteins), é 

essencial para a formação, crescimento e manutenção do músculo esquelético (Funkenstein et 

al., 2006). Sob estímulo do hipotálamo, a hipófise produz e libera o hormônio do crescimento 

(GH) na corrente sanguínea. O GH liga-se a receptores específicos nas células-alvo, 
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estimulando a síntese e liberação de IGF-I (Moriyama et al., 2000). Dessa forma, o IGF-I é o 

mediador das funções de crescimento pós-natal exercidas pelo GH (Schwander et al., 1983).  

 A proteína IGF-I é bastante conservada entre os vertebrados (Barton, 2006). 

Inicialmente, o IGF-I é sintetizado como uma molécula precursora, denominada pré-pró-IGF-

I, que contém (1) uma sequência sinal na região N-terminal, (2) a região madura, constituída 

pelos domínios A, B, C e D, e (3) uma porção denominada de domínio E, localizada na região 

C-terminal (Moriyama et al., 2000). A sequência sinal e o domínio E são removidos do pré-

pró-IGF-I, por proteólise, liberando a porção madura do IGF-I, contendo 70 aminoácidos. A 

estrutura terciária da porção madura é mantida por pontes dissulfeto (Moriyama et al., 2000) 

(Figura 12). 

 

 

 

Figura 12. Representação esquemática do pré-pró-IGF-I e da proteína madura correspondente. A sequência-sinal 

e o domínio E são removidos, enquanto a proteína madura é constituída pelos domínios A, B, C e D. Entre os 

domínios A e B são estabelecidas pontes dissulfeto entre resíduos de aminoácidos cisteína (adaptado de 

Moriyama et al., 2000). 

  

 O IGF-I, produzido nos tecidos, é liberado na corrente sanguínea, onde permanece 

complexado a proteínas de ligação específicas, as IGFBPs. As IGFBPs transportam as 

moléculas de IGF-I pelo plasma, controlam o seu efluxo na circulação, além de prolongarem 

sua meia-vida e modularem a sua interação com receptores específicos, de forma a controlar 

indiretamente suas ações biológicas (Jones & Clemmons, 1995).  
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 As ações biológicas do IGF-I são mediadas pelo receptor de IGF-I (IGF-IR), expresso 

em uma variedade de tipos celulares. O IGF-IR apresenta estrutura tetramérica, sendo formado 

por duas subunidades α e duas β (α2β2) unidas por pontes dissulfeto. As subunidades α são 

extracelulares e constituem o domínio de ligação ao IGF-I; as subunidades β possuem uma 

região extracelular, uma região transmembrana e um domínio tirosina-quinase na região 

citoplasmática (Jones & Clemmons, 1995; LeRoith et al., 1995).  

 O IGF-I está envolvido com a regulação do metabolismo celular de proteínas, 

lipídios, carboidratos e minerais, com a proliferação e diferenciação celular e com o 

crescimento corporal (Moriyama et al., 2000). Uma ampla variedade de tecidos, como o 

cérebro, músculo, rins e intestino produzem IGF-I localmente, embora o fígado seja o sítio 

primário de sua produção, fornecendo aproximadamente 75% de todo o IGF-I circulante do 

corpo (Schwander et al., 1983). A importância do IGF-I para o crescimento normal foi 

demonstrado em modelos de animais knockout. Camundongos knockout para o IGF-I 

mostraram um retardo severo no crescimento, já os animais que não expressavam o receptor 

do IGF-I não sobreviveram após o nascimento (Barton, 2006). Entretanto, em outros 

experimentos, nos quais somente a produção de IGF-I proveniente do fígado foi interrompida 

após o nascimento, não foi observada deficiência no crescimento corporal (Sjögren et al., 

1999), mostrando que a produção local de IGF-I, por outros tecidos, e sua ação autócrina ou 

parácrina é suficiente para garantir o crescimento normal (Barton, 2006).  

 As funções do IGF-I sobre o músculo esquelético são bem estabelecidas em 

mamíferos. O IGF-I está envolvido com a regulação do desenvolvimento e crescimento 

muscular devido às suas potentes ações metabólica e mitogênica (Reinecke & Collet, 1998; 

Florini et al., 1993, 1996; Musarò et al., 1999). O IGF-I regula as vias anabólicas do músculo 

esquelético, levando ao aumento ou manutenção da massa muscular (Otto & Patel, 2010). O 

aumento da massa muscular (hipertrofia) pode ocorrer pela incorporação de núcleos de células 

satélites, após sua proliferação, às fibras musculares em crescimento ou em regeneração 

(Florini et al., 1993, 1996; Musarò et al., 1999) e pelo aumento nos níveis de proteínas dentro 

da fibra muscular (Otto & Patel, 2010). Para essas ações, a ligação do IGF-I ao seu receptor 

pode resultar na ativação de duas principais vias de sinalização. Primeiramente, o IGF-I pode 

estimular a cascata de sinalização mediada pela MAPK (mitogen activated protein kinase) que 

resulta na proliferação de mioblastos, durante a miogênese, ou de células satélites, durante o 
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de truta arco-íris (Castillo et al., 2006) e de salmão (Bower & Johnston, 2010), a ativação de 

uma ou ambas as vias de sinalização, pelo IGF-I, é dependente do estágio de desenvolvimento 

dessas células. Nos mioblastos em proliferação e diferenciação da truta, o IGF-I ativa as vias 

da MAPK e PI3k/Akt; nos miotubos em diferenciação, ocorre ativação da via da PI3k/Akt 

(Castillo et al., 2006). No salmão, nos estágios iniciais de cultura de mioblastos em 

proliferação, ocorre ativação da via da MAPK, enquanto nos estágios mais tardios, ocorre a 

ativação da via PI3k/Akt (Bower & Johnston, 2010).  

 Além dos estudos envolvendo a via de sinalização do IGF-I em peixes, alguns 

trabalhos têm demonstrado seu efeito mitogênico sobre mioblastos e células satélites em 

cultura (Pozios et al., 2001; Castillo et al., 2004; Funkenstein et al., 2006; Bower & Johnston, 

2010). No entanto, a maioria dos trabalhos, envolvendo o IGF-I, está relacionada com a 

caracterização do gene e seu padrão de expressão em diferentes tecidos (Reinecke et al., 1997; 

Moriyama et al., 2000; Patruno et al., 2006). Além do músculo esquelético, a expressão do 

gene IGF-I tem sido observada em outros órgãos, como cérebro, brânquias, coração, intestino, 

fígado e rins (Vong et al., 2003).  

 

 2.6 Piaractus mesopotamicus  

 Nesse estudo foi utilizada a espécie Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), 

popularmente conhecida como pacu (Figura 14). O pacu apresenta grande interesse 

econômico, sendo extensivamente utilizado nos programas brasileiros de aqüicultura 

(Hernandez, 1989), com sua criação correspondendo a 4.5% da psicultura de peixes de água 

doce. O pacu e o híbrido P. mesopotamicus X Colossoma macropomum são responsáveis por 

11.1% da produção pesqueira nacional (IBAMA, 2007).   

 É representante da superordem Ostariophysi, na qual se incluem os peixes de maior 

valor comercial na pesca e na piscicultura brasileiras, e pertence à ordem Characiforme, grupo 

dominante entre os peixes de água doce da América do Sul (Urbinati & Gonçalves, 2005).  
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Figura 14. Piaractus mesopotamicus (imagem obtida de http://haroldopalojr.files.wordpress.com). 

. 

 O pacu é originário da Bacia do Rio Prata e do Pantanal do Mato Grosso, sendo 

encontrado nas Bacias dos rios Paraná, Paraguai e Uruguai (Godoy, 1975). Sua maior 

distribuição ocorre nas planícies alagadas da região Centro-Oeste, principalmente nos estados 

de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Petrere, 1989). No entanto, a disponibilidade do pacu 

oriundo da piscicultura vem aumentando e pode ajudar a popularizar o seu consumo em outras 

regiões do Brasil. Sua carne é saborosa e pode apresentar alto teor de gordura dependendo da 

idade, época de captura ou tipo de alimento utilizado na criação (Bernardino & Colares de 

Melo, 1989). Além da carne saborosa e do alto valor comercial, suas características de 

precocidade, rusticidade, ótimo crescimento e adaptação à alimentação artificial propiciam o 

sucesso da sua criação em sistemas de criação intensiva (Castagnoli & Cyrino, 1986).  

 No seu habitat natural, o pacu apresenta hábito onívoro, alimentando-se de folhas, 

caules, flores, frutos e sementes. Havendo necessidade, ele pode alimentar-se de insetos, 

aracnídeos, moluscos e peixes (Bernardino & Colares de Melo, 1989; Urbinati & Gonçalves, 

2005). 

 O pacu possui crescimento rápido, com peso variando de 1,0 a 1,5 kg no primeiro ano 

de criação, podendo, posteriormente, atingir até 20 kg (Bernardino & Colares de Melo, 1989). 

Os mecanismos de crescimento por hiperplasia e hipertrofia das fibras ocorrem ao longo de 

todo o período de crescimento (Dal Pai et al., 2000; Almeida et al., 2008, 2010).  
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Pouco é sabido sobre a expressão dos genes que controlam os mecanismos de 

crescimento muscular nas espécies brasileiras de peixes. A maioria dos estudos envolvendo a 

expressão dos MRFs, IGF-I e miostatina em peixes é realizada com espécies nativas da 

Europa, América do Norte e espécies modelos, como o zebrafish. Trabalhos, nessa mesma 

linha de investigação, com espécies de peixes da América do Sul são escassos. Esse estudo 

mostra, pela primeira vez, a expressão quantitativa dos genes MyoD, miogenina, IGF-I e 

miostatina na musculatura do pacu. Nesse estudo, a caracterização da hiperplasia e hipertrofia 

e do padrão de expressão de fatores que controlam esses mecanismos de crescimento podem 

servir como referência para pesquisas envolvendo outras espécies brasileiras de peixes de 

interesse econômico e contribuir para a elaboração de estratégias que potencializem o 

crescimento muscular.  

 

3. Hipóteses 

Considerando que os MRFs MyoD e miogenina, o IGF-I e a miostatina estão 

envolvidos com o controle do crescimento muscular em peixes, a primeira hipótese desse 

trabalho é que há uma expressão gênica diferencial dos MRFs MyoD e miogenina e do fator 

de crescimento IGF-I durante o crescimento muscular do pacu, desde a fase juvenil até a 

adulta. A segunda hipótese é que ocorre uma expressão diferencial dos genes MyoD, 

miogenina e miostatina entre os músculos branco e vermelho de pacus na fase adulta. 

 

4. Objetivos 

 Avaliar a morfologia, os mecanismos de crescimento hiperplásico e hipertrófico e a 

expressão quantitativa dos genes MyoD, miogenina e IGF-I, na musculatura branca do pacu 

(Piaractus mesopotamicus) em diferentes fases de crescimento. 

Avaliar a expressão quantitativa dos genes MyoD, miogenina e miostatina nos 

músculos branco e vermelho de pacus adultos. 
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5. Material e métodos 

 

5.1 Condições de criação dos animais 

Esse experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) do Instituto de Biociências da UNESP de Botucatu (protocolo no 74/07).  

Nesse estudo, foram utilizados exemplares de pacu (Piaractus mesopotamicus) 

provenientes do Centro de Aqüicultura da UNESP (CAUNESP – Jaboticabal, SP). Larvas 

foram obtidas por reprodução induzida de um único casal de reprodutores no Laboratório de 

Reprodução de Peixes do Centro de Aqüicultura da UNESP. O experimento de larvicultura foi 

desenvolvido em tanques de polietileno, abastecidos com 100 litros de água proveniente de 

poço artesiano, em fluxo contínuo e com aeração artificial constante. As larvas foram contadas 

e distribuídas em 10 tanques, na densidade de 20 larvas/litro. As larvas foram alimentadas com 

náuplios de artêmia, quatro vezes ao dia, em quantidades diárias crescentes ajustadas a cada 

três dias (250; 500; 1000; 1500 e 2000 organismos/larva). Após 15 dias de alimentação 

exógena, a quantidade final de náuplios foi mantida e, ao mesmo tempo, introduzida ração 

artificial comercial contendo 40% de proteína bruta. Diariamente, pela manhã e à tarde, foram 

monitorados a temperatura e, a cada três dias, os valores de pH e oxigênio dissolvido. Após 15 

dias, as larvas foram transferidas para viveiros escavados com 200 m2 de área, na densidade de 

1 peixe m-3. A taxa de oxigenação da água foi de 4,0 mg/L. A temperatura da água variou de 

25 a 28° C no verão e de 19 a 25º C no inverno (Squassoni, 2010). O fluxo de água no tanque 

foi em torno de 0,4 litros por segundo. Os peixes foram alimentados com ração comercial 

balanceada (32% PB) até saciação aparente.  

 

5.2 Coleta das amostras musculares 

Os exemplares de pacu, utilizados nesse experimento, foram divididos nos seguintes 

grupos experimentais: 

1. Grupo com 45 dias após a eclosão (n=8); 

2. Grupo com 90 dias após a eclosão (n=8); 

3. Grupo com 180 dias após a eclosão (n=8); 

4. Grupo com 400 dias após a eclosão (n=8); 
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5. Grupo de animais adultos, com dois anos de idade (n=8). 

Os peixes foram trazidos para o Laboratório de Biologia do Músculo Estriado 

(LBME), do Departamento de Morfologia – Instituto de Biociências – UNESP, Botucatu. Em 

cada coleta, os peixes foram sacrificados por uma overdose de anestésico MS-222 (Tricaine 

Methanensulfonate – SIGMA) colocado na água. Em seguida, foram determinados o peso (g) 

e o comprimento total (cm) dos exemplares.  

Os exemplares de 45 dias foram seccionados para separar a região corporal dorsal 

(com predominância do tecido muscular estriado esquelético) da cabeça, cauda e cavidade 

abdominal. Nos demais grupos, foram retirados fragmentos da musculatura branca dorsal, na 

proximidade da linha lateral. Nos animais adultos, também foram retirados fragmentos de 

músculo vermelho, na região dorsal próxima à linha lateral. Todas as amostras musculares 

foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a -80ºC.  

 

5.3 Morfologia e morfometria da musculatura branca 

Cortes histológicos (10 µm) dos fragmentos de músculo branco coletados foram 

obtidos em criostato a –20C e submetidos à coloração hematoxilina-eosina (Bancroft & 

Steven, 1990) para a avaliação da morfologia das fibras musculares. Utilizando um sistema de 

análise de imagens (Leica Qwin, Germany), foi determinado o menor diâmetro de todas as 

fibras musculares brancas presentes em campos aleatórios da lâmina histológica até que 

aproximadamente 100 fibras musculares fossem analisadas, por animal, em cada grupo 

experimental (Dubowitz & Brooke, 1973). Após a mensuração, as fibras musculares foram 

distribuídas em classes, na dependência de seu diâmetro (<20 m; entre 20 m e 50 m; >50 

m), de acordo com Almeida et al. (2008). Essa classificação das fibras permite avaliar o grau 

de crescimento hipertrófico e hiperplásico das fibras musculares. 

 

5.4 Obtenção das seqüências gênicas parciais da miogenina, miostatina e IGF-I  

Em espécies brasileiras de peixes, como o pacu, não há estudos que descrevam a 

expressão quantitativa de genes que controlam o crescimento muscular, como os MRFs, a 

miostatina e o IGF-I. Antes da análise quantitativa da expressão gênica, foi necessário obter as 
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sequências desses genes expressos na musculatura do pacu. Nesse estudo, foram obtidas as 

seqüências gênicas parciais da miogenina, miostatina e IGF-I. As sequências gênicas parciais 

da miogenina e miostatina foram obtidas no Laboratório de Biologia do Músculo Estriado 

(LBME) e no Laboratório de Genômica Integrativa (LGI) do Departamento de Morfologia, do 

Instituto de Biociências, da UNESP-Botucatu. A sequência gênica parcial do IGF-I foi obtida, 

durante realização de estágio no exterior, no Laboratório de Anatomia e Fisiologia do 

Departamento de Ciências Experimentais Veterinárias da Universidade de Pádua, na cidade de 

Pádua-Itália. A metodologia utilizada para a obtenção da sequência do gene IGF-I está descrita 

no anexo 1. 

 

5.4.1 Obtenção das sequências parciais dos genes miogenina e miostatina 

Foram utilizadas as seguintes metodologias: 

 

5.4.1.1 Extração do RNA total 

O RNA total dos fragmentos congelados dos exemplares de pacu foi extraído com o 

reagente Trizol (Life Technologies - EUA), seguindo a metodologia descrita no manual do 

produto. As amostras musculares foram individualmente homogeneizadas com o 

homogeneizador de tecidos (IKA UltraTurrax/T-25) em 1 mL de TRIzol para 50-100 mg de 

tecido. Cada homogenato foi incubado durante 5 minutos, à temperatura ambiente. Foram 

acrescentados 200 L de clorofórmio em cada amostra, por mL de TRIzol utilizado, 

homogeneizando vigorosamente e incubando por 3 minutos à temperatura ambiente. Após 

essa segunda incubação, o material foi centrifugado a 12000 x g por 15 minutos a 4°C.  O 

RNA permaneceu na fase aquosa.  

A fase aquosa, formada após a centrifugação do material, foi transferida para um 

novo tubo, onde o RNA foi precipitado com 500 L de álcool isopropílico (por mL de 

TRIzol), durante 10 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado 

a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O precipitado de RNA foi seco à temperatura ambiente, 

lavado com 1 mL de etanol 75% (por mL de TRIzol) a 4ºC e centrifugado a 7500 x g por 5 

minutos a 4°C. 
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O RNA total foi dissolvido em água ultrapura (Gibco, Life Technologies - EUA), 

incubado por 10 minutos à temperatura de 60ºC, para a inativação de qualquer possível 

resíduo de RNase, e armazenado em freezer a - 80ºC.  

O RNA total obtido foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 

(Nanodrop Technologies - EUA) a 260 e 280 nm. A pureza do RNA foi confirmada pela 

obtenção da razão 260/280 nm, aproximadamente, igual a 2.0. A qualidade do RNA extraído 

foi avaliada por eletroforese de uma alíquota de 1 µL de cada amostra, em gel de agarose 1%, 

a 110 volts por 1h30. Após a corrida, o gel foi corado com SYBR Safe (Life Technologies - 

EUA), durante 40 minutos, e a integridade das amostras foi confirmada pela visualização das 

bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. 

 

5.4.1.2 Tratamento do RNA com DNase 

Para remoção do DNA genômico contaminante, foi realizado o tratamento do RNA 

total extraído com DNase, conforme as instruções do protocolo Deoxyribonuclease I - 

Amplification Grade (Life Technologies - EUA). O volume de solução de RNA total, 

equivalente a 2 µg de RNA, foi transferido para um microtubo estéril, onde foram 

acrescentados 2 L de tampão para a reação da DNase I (10X), 2 L da enzima DNase I (1 

unidade/µL) e volume de água ultrapura suficiente para completar 20 µL de solução. Essa 

solução foi incubada à temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida, foram 

adicionados 2 µL de EDTA (25 mM, pH 8,0) à cada amostra, com posterior incubação a 65ºC 

por 10 minutos. 

 

5.4.1.3 Transcrição Reversa (RT) do RNA total 

Para a reação de RT do RNA total, foi utilizado o High Capacity cDNA Archive Kit 

(Life Technologies - EUA). A cada reação de RNA total tratado, foram adicionados 10 L de 

Tampão para Transcrição Reversa (10X), 4 L de dNTPs (25X), 10 L de random primers 

(10X), 2.5 L da enzima MultiScribe Reverse Transcriptase (50 unidades/l), 2.5 L de 

Inibidor de RNases (40 unidades/L) (Ambion, Life Technologies - EUA) e volume de água 
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ultrapura  suficiente para completar 100 L de solução. Cada amostra foi incubada a 25 °C por 

10 minutos, 42°C por duas horas e, em seguida, estocadas em freezer a -20ºC.  

 

5.4.1.4 Reação em Cadeia da Polimerase após Transcrição Reversa (RT-PCR) 

Para a obtenção das sequências parciais dos genes miogenina e miostatina, foram 

realizadas as reações de RT-PCR tradicional, conforme as instruções descritas no protocolo 

Platinum PCR SuperMix (Life Technologies - EUA). Alíquotas de 1 L da reação de RT 

(cDNA) foram adicionadas a 24 L de uma mistura contendo 22.5 L de Platinum PCR 

SuperMix, 0.5 L de primer senso (10 M),  0.5 L de primer  antisenso (10 M) e 0.5 L de 

água ultrapura, totalizando 25 L de reação.  

Cada amostra foi submetida às seguintes condições: denaturação inicial a 94ºC por 2 

minutos, seguida de 35 ciclos de denaturação por 30 segundos, com temperatura de 

anelamento dos primers a 55ºC durante 30 segundos e 1 minuto de extensão a 72ºC, seguidos 

de uma etapa de extensão final a 72ºC por 10 minutos. 

Os primers utilizados para a amplificação do cDNA, referente aos genes miogenina e 

miostatina, foram construídos a partir das sequências nucleotídicas codificantes desses genes 

descritas em diferentes espécies de vertebrados, incluindo os teleósteos. Para cada gene, foram 

desenhados vários conjuntos de primers senso e antisenso, utilizando-se o software Primer3 

(Rozen & Skaletsky, 2001). Os primers foram sintetizados comercialmente (Life Technologies 

- EUA) e diluídos em água ultrapura para uma concentração final de 10 µM. Para cada gene, 

foram testadas todas as possíveis combinações entre os primers senso e antisenso adquiridos, 

variando diferentes parâmetros da reação, como a concentração de cDNA e primers e 

diferentes temperaturas de anelamento dos primers ao cDNA-alvo.  

Após o término dos ciclos da RT-PCR, 7 L de cada produto de reação foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão TBE 1x (Tris - Ácido bórico - 

EDTA), a 110 volts por 1h30. Após a corrida, o gel foi corado com SYBR Safe (Life 

Technologies - EUA) durante 40 minutos e os produtos visualizados foram clonados e 

seqüenciados para confirmar a amplificação específica dos genes de interesse. 
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5.4.1.5 Clonagem e identificação dos insertos  

A clonagem dos produtos referentes aos genes miogenina e miostatina foi realizada 

conforme as instruções do kit pGEM-T Easy Vector System I (Promega Corporation - EUA).  

Para a reação de ligação dos fragmentos de cDNA ao plasmídeo, em um tubo 

esterilizado foi preparada a reação contendo 2 L do inserto de interesse, 1 L da enzima 

DNA ligase, 1 L de tampão de reação 10X, 1 L do plasmídeo pGEM-T (50 ng) e 5 L de 

água ultrapura. Essa solução foi misturada cuidadosamente com uma micropipeta e incubada à 

4ºC de 12 a 16 horas.  

Para a reação de transformação, em um tubo esterilizado foram colocados 50 l de 

bactérias Escherichia coli competentes (acondicionadas a -80ºC) e 10 L da reação de ligação 

(inserto-plasmídeo), misturando cuidadosamente com uma micropipeta. Os tubos foram 

mantidos a 4ºC por 30 minutos, seguido de um choque térmico a 37ºC por 45 segundos e nova 

incubação a 4ºC por 2 minutos. Em cada amostra, foram adicionados 950 L de meio LB 

líquido (peptona 1%, NaCl 0.17M, extrato de levedura 0.5%, pH 7.5), à temperatura de 25ºC, 

seguida de uma incubação a 37ºC por 1 hora, sob agitação a 225 rpm. Os tubos foram 

centrifugados por 5 segundos a 13000 rpm e o sobrenadante foi descartado. O produto de 

transformação foi espalhado em placas de Petri estéreis com meio LB sólido (peptona 1%, 

NaCl 0.17M, extrato de levedura 0.5%, ágar 1.5%, pH 7.5), contendo 2 l de ampicilina (50 

mg/mL de LB) e 50 L de X-Gal [5-bromo-4-cloro-3-indolil-(-D-galactoside) - 50mg/mL], 

para posterior seleção dos recombinantes (colônias brancas). As placas foram incubadas, com 

o meio de cultura voltado para cima, em estufa a 37ºC, por um período de 16 horas. 

Para verificar a incorporação dos insertos de interesse nos clones obtidos, as colônias 

brancas (potencialmente portadoras do inserto de interesse) foram repicadas em meio sólido 

LB e submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Nessa reação, foram utilizados os 

primers M13F (5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’)  e M13R (5’-

CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’) que anelam nas regiões flanqueadoras do local de 

inserção do fragmento no plasmídeo. Os clones de interesse, depois de identificados, foram 

estocados em freezer a -80ºC.  
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Para a PCR, em um tubo esterilizado foram adicionados uma fração de cDNA, obtido 

diretamente da colônia, 2.5 μL de tampão de PCR 10X, 1.25 μL (200 mM) de dNTPs, 1.25 μL 

de primer M13F (10 µM), 1.25 μL de primer M13R (10 µM), uma unidade de DNA 

polimerase e 18.5 μL de água ultrapura, totalizando um volume final de 25 μL. As condições 

da reação foram: denaturação inicial a 95ºC por 3 minutos, seguida de 34 ciclos a 95ºC por 30 

segundos (denaturação), 50ºC por 1 minuto (anelamento dos primers) e 72ºC por 2 minutos 

(extensão da fita de DNA), seguidos de um passo de extensão final a 72º C por 5 minutos.  

Os produtos de PCR dos clones foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1%, em tampão TBE 1X, a 110 V por 1h30 para confirmar a incorporação dos insertos, em 

cada amostra. Após a corrida, o gel foi corado com SYBR Safe (Life Technologies - EUA) por 

40 minutos. 

  

5.4.1.6 Reação de PCR de seqüenciamento 

Após a confirmação da presença dos produtos de PCR, referentes aos genes 

miogenina e miostatina, em algumas colônias, um total de dez clones, para cada gene, foi 

seqüenciado. Para a reação de PCR de seqüenciamento, foi preparada uma solução contendo 1 

µL do produto de PCR dos clones, 2 µL de primer senso (M13F) ou antisenso (M13R), na 

concentração de 3 µM, e 2 µL do pré-mix fornecido pelo kit DYEnamic Terminator Cycle 

Sequencing (GE Healthcare Bio-Sciences Corporation - EUA). Em seguida, essas amostras 

foram incubadas a 95ºC por 2 minutos para a denaturação inicial, seguida de 35 ciclos com 

denaturação a 96ºC por 45 segundos, anelamento dos primers a 50ºC por 30 segundos e 

extensão a 60ºC por 4 minutos. 

Para a limpeza (purificação) da reação de PCR de seqüenciamento, em cada amostra 

foram adicionados 2 µL de acetato de sódio (4.5 mM) e 80 µL de etanol 95%. Em seguida, 

cada amostra foi centrifugada por 14000 rpm durante 20 minutos a 4ºC. Seguida a 

centrifugação, o sobrenadante foi removido por aspiração e o pellet de cDNA (invisível) foi 

lavado com 400 L de etanol 70%. Essa amostra foi novamente levada à centrífuga a 14000 

rpm durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi removido por aspiração e o pellet foi levado 

à estufa a 37ºC por 1 hora, protegido da luz, até que secasse completamente. Após esse 
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período, cada amostra foi dissolvida em solução de formamida e blue dextran (Formamide 

Loading Dye 5:2).  

A placa dupla de vidro do sequenciador foi limpa com álcool, antes da colocação do 

gel de poliacrilamida e, em seguida, colocada em forno de luz ultravioleta. O gel de 

poliacrilamida (RapidGelTM-XL6% - GE Healthcare Bio-Sciences Corporation, EUA) foi 

inserido na placa e polimerizado com irradiação de luz ultravioleta durante 3 minutos. A placa 

de vidro foi novamente limpa, para evitar erros de leitura no seqüenciamento, e o gel foi 

colocado no seqüenciador automático (Perking-Elmer ABI Prism 377 DNA Sequencer, Life 

Technologies - EUA) com as cubas imersas em tampão TBE 1X (Tris - Ácido bórico - 

EDTA).  

As amostras de cDNA foram denaturadas a 80ºC por 4 minutos, em termociclador, e 

colocadas imediatamente a 4ºC. A voltagem (1400 volts) e a intensidade do laser de leitura das 

bases (100) foram determinadas no programa computacional e as linhas de leitura foram 

identificadas com o número correspondente das amostras. Cerca de 2 L de cada amostra 

foram aplicados na sua linha correspondente no gel. Em seguida, foram realizadas a corrida do 

gel e a leitura dos resultados. 

 

5.5 Análise da expressão quantitativa dos genes MyoD, miogenina e miostatina 

A análise da expressão dos genes MyoD, miogenina e miostatina foi realizada pela 

RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). O RNA ribossomal 18S (RNAr 18S) foi 

utilizado como gene de referência para a normalização dos resultados de expressão dos genes-

alvo. Para cada gene, foi desenhado um conjunto de primers senso e antisenso, com base na 

respectiva sequência parcial codificante expressa na musculatura do pacu, utilizando-se o 

software Primer Express 3.0 (Life Technologies - EUA) (Tabela 1).   
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Tabela 1. Primers utilizados na RT-PCR quantitativa em tempo real para a amplificação dos 

genes MyoD, miogenina, miostatina e do gene de referência RNA ribossomal 18S (RNAr 

18S). 

 

Gene Seqüência do primer (5’ → 3’) Tamanho do produto (pb) 

MyoD 
S: TACTACCCCGTCCTGGATCA 

140 
A: GTCAGAGCCGCTTCAGTGTC 

miogenina 
S: AGCGCAGCACATTGATGAAC 

57 
A: TCCTCAGGATTTCCACTTTTGG 

miostatina 
S: GACGGAAGGAGGCACATAAGAA 

60 
A: CGTGACCCCAGCGTTCAC 

RNAr 18S 
S: CGGAATGAGCGTATCCTAAACC 

64 
A: GCTGCTGGCACCAGACTTG 

S: primer senso; A: primer antisenso 

 

 

Os primers foram sintetizados comercialmente (Life Technologies - EUA) e diluídos 

em água ultrapura para uma concentração final de 5 µM.  

A eficiência de cada conjunto de primers foi testada construindo-se curvas-padrão 

para os genes-alvo e o gene de referência (RNAr 18S), a partir de um pool de cDNA de todas 

as amostras, na ordem de diluição 1:2. Para cada amostra, a reação de amplificação foi 

constituída por 2 L de um pool de cDNA (20 ng/L), 12.5 L de Power SYBR Green Master 

Mix 2.5X (Life Technologies - EUA) e 2 L de cada primer (400 nM), em um volume final de 

25 L. Para cada gene, foram incluídos um controle negativo da PCR (amostra de cDNA 

substituída por água ultrapura) e um controle negativo para a reação de transcrição reversa 

(amostra substituída por mistura inicial contendo quantidades iguais de RNA de todas as 

amostras).  As reações para cada gene foram realizadas, em duplicatas, no Sistema Real Time 

PCR 7300 (Life Technologies - EUA), utilizando-se as condições de termociclagem universal 

(configuradas no software): 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 

segundos e 60°C por 1 minuto. Após a corrida, foi analisada a curva de dissociação para 

confirmar a amplificação específica dos produtos de RT-qPCR de cada gene.  
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Para cada reação de RT-qPCR, foram determinados, manualmente, os parâmetros 

baseline e threshold, gerando para cada amostra um ciclo threshold (Ct). O Ct corresponde ao 

ciclo da RT-qPCR no qual a fluorescência gerada cruza o limiar threshold. A partir das 

curvas-padrão construídas foi determinada a eficiência de amplificação de cada conjunto de 

primers de forma a obter um valor de 100% ± 5%, com os valores de inclinação das retas 

(slope) inclusos no intervalo de -3.32 a -3.4, de acordo com o User Bulletin #2 (Applied 

Biosystems, 2001).  

Após a análise das curvas-padrão e da eficiência da reação de PCR para cada gene, 

foi realizado um experimento de validação do Método do ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001), 

de acordo com o User Bulletin #2 (Applied Biosystems, 2001), para a quantificação relativa da 

expressão dos genes-alvo. Essa validação permitiu confirmar que as eficiências de 

amplificação dos genes-alvo e de referência foram iguais. Os valores de Ct obtidos, a partir 

das curvas-padrão dos genes-alvo e do gene de referência RNAr 18S, foram utilizados para 

construir gráficos representando, no eixo y, o valor de CT  (onde Ct = Ct gene alvo – Ct gene de 

referência) e, no eixo x, o valor do log das diluições utilizadas (log dos valores de 100 a 1.5625). 

Como o valor da inclinação da reta estava entre os valores de -0.1 e 0.1, o Método do ΔCt 

pôde ser utilizado.  

Após a validação do Método do ΔCt para todos os genes-alvo, a expressão gênica 

relativa, em cada animal, foi obtida a partir da construção de placas de reação contendo 2 µL 

de cDNA do respectivo animal, 12.5 L de Power SYBR Green Master Mix 2.5X (Life 

Technologies - EUA) e 2 L de cada primer (400 nM), em um volume final de 25 L. Os 

parâmetros da reação foram os mesmos descritos na reação para  teste de eficiência dos 

primers, descrito anteriormente. Cada placa de reação foi construída de modo a permitir a 

amplificação de um gene-alvo e do gene de referência, além de conter um controle negativo 

para a reação de PCR. Os valores de expressão obtidos para cada gene-alvo foram 

normalizados pelos valores obtidos para a expressão do gene de referência RNAr 18S. A 

estabilidade do gene de referência foi confirmada pela sua expressão constante entre todas as 

amostras (p = 0.56). 

Para cada animal foi obtido o valor de Ct para o gene-alvo e o valor de Ct para o gene 

de referência a partir da média dos Cts de cada reação em duplicata. Para cada animal, foi 

calculado o valor de Ct (Ct gene-alvo – Ct gene de referência). Todos os valores foram normalizados 
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pelo valor de Ct do calibrador para obter o valor de Ct (Ct obtido para cada animal - Ct 

calibrador). O calibrador é definido como uma amostra utilizada como base de comparação dos 

resultados, podendo representar um animal não tratado ou um estágio particular de 

desenvolvimento animal (User Bulletin #2, Applied Biosystems, 2001). Pelo Método do Ct, 

a quantificação relativa da expressão gênica é dada pela fórmula 2-∆∆CT, expressa em unidades 

arbitrárias (User Bulletin #2, Applied Biosystems, 2001) e normalizada pelo gene de referência 

RNAr 18S. 

 

 5.6 Análise estatística dos resultados 

 Os resultados referentes ao peso e comprimento total dos animais foram expressos 

como valor mínimo, mediana e valor máximo. Os dados referentes à freqüência de fibras 

brancas em cada classe de diâmetro e à expressão gênica relativa da MyoD, miogenina, 

miostatina e IGF-I foram expressos como valor mínimo, 1º quartil, mediana, 3º quartil e valor 

máximo. Para a análise de todos os resultados foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis complementado com o teste de comparações múltiplas de Dunn. Uma diferença de 5% 

(p<0,05) foi considerada estatisticamente significativa. 
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7. Resultados 

 

7.1 Análise das sequências nucleotídicas da miogenina e miostatina 

A seqüência parcial da miogenina foi obtida utilizando-se os primers senso (5'-

GCTTACAGGGGGATTTGATC-3') e antisenso (5'-TGGAGCTTTTYGAGACCAAC-3') desenhados 

com base nas seqüências codificantes de Cyprinus carpio (número de acesso no Genbank: 

AB012881.1) e Ictalurus furcatus (número de acesso no Genbank: AY540993.1), 

respectivamente. Para a obtenção da seqüência parcial da miostatina, foram desenhados 

primers senso (5´-TTCTCCTTCAGCCCGAAGAT-3´) e antisenso (5´-GGGATCTTGCCGTAGATGAT-

3´) a partir das seqüências codificantes de Ictalurus furcatus (número de acesso no Genbank: 

AY540992.1).   

Os produtos de RT-PCR referentes aos genes miogenina e miostatina, visualizados 

em gel de agarose, foram clonados em bactérias E. coli. A incorporação dos insertos, em cada 

amostra, foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampão TBE 1X, a 110 V 

por 1h30, dos produtos de PCR dos clones. Após a corrida, o gel foi corado com SYBR Safe 

(Life Technologies - EUA) por 40 minutos. Os clones contendo o inserto de interesse 

apresentaram peso de molecular de 200 pares de bases (correspondente ao peso molecular do 

plasmídeo) acrescido do peso molecular de cada produto de PCR.   

Para cada gene, foram obtidas as seqüências nucleotídicas dos dez clones 

selecionados contendo os insertos referentes aos produtos de PCR da miogenina e miostatina. 

Essas seqüências foram alinhadas, utilizando-se como ferramentas os softwares Bioedit 

Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) e Molecular Evolutionary Genetics Analysis – MEGA 

3.1 (Kumar et al., 2004). Para cada gene, esse alinhamento revelou uma alta similaridade entre 

as seqüências obtidas dos clones. Essas sequências foram submetidas ao banco de dados 

BLASTN (Altschul et al., 1997) do site NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmar a sua similaridade com as 

sequências dos genes miogenina e miostatina previamente publicadas e expressas em 

diferentes vertebrados, incluindo teleósteos. Para cada gene, o alinhamento das seqüências dos 

clones resultou em uma sequência consenso parcial para cada gene. Essas sequências foram 

submetidas à publicação no banco de dados GenBank do site NCBI 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Os números de acesso para as sequências da 

miogenina e miostatina são FJ810421 e HM561964, respectivamente.  
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Abstract 

 

Skeletal muscle growth is regulated by differential expression of myogenic regulatory 

factors (MRFs). We evaluated hyperplasia, hypertrophy and quantitative expression of MRFs 

MyoD and myogenin in 45, 90, 180, and 400 days post- hatching (dph) and adult pacu 

(Piaractus mesopotamicus) skeletal muscle. Transverse sections of white dorsal muscles were 

obtained to evaluate hypertrophy and hyperplasia. MyoD and myogenin gene expression was 

determined by reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-

qPCR). Pacu skeletal muscle had similar morphology at all stages. The highest and the lowest 

frequencies of fiber diameters <20µm were found at the 45 dph and adult stages, respectively.  

Their frequency was similar in the 90, 180, and 400 dph stages. The highest percentage of 

>50µm diameter fibers were found in 180 and 400 dph, and adult fish. Hyperplasia was the 

main mechanism observed in pacu skeletal muscle growth at 45 dph; this declined through 90, 

180, and 400 dph and remained low in adult fish; the latter presented hypertrophy as the main 

mechanism responsible for skeletal muscle growth. The high frequencies of 20-50µm diameter 

fibers at 90, 180, and 400 dph can be related to intense hypertrophy. The mRNA levels for 

MyoD and myogenin were similar in 45, 90, and 400 dph and adult fish, peaking at 180 dph. 

The high MyoD expression at 180 dph can be related to intense myoblast proliferation and 

hyperplasia, while high myogenin expression can be related to intense myoblast differentiation 

and fusion during hypertrophy. MyoD and myogenin expression patterns in adults can 

respectively be associated with myoblast proliferation and differentiation, which both 

contribute to hypertrophy. Differential MyoD and myogenin expression in pacu white muscle 

probably is associated with differences in growth patterns during the stages analyzed. In this 

study, the 180 dph pacu could represent an interesting phase to investigate suitable strategies 

in commercial fish production focusing on skeletal muscle growth improvement to raise 

healthy, fast-growing fish.  

Keywords: Piaractus mesopotamicus; skeletal muscle growth; hyperplasia; hypertrophy; 

myogenic regulatory factor; quantitative gene expression. 
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1. Introduction 

 

Skeletal muscle makes up 40–60% of body mass in most fishes. As well as being a 

specific mechanical adaptation to aquatic life (Bone, 1978), this muscle mass is also a major 

protein source for man (Weatherley and Gill, 1985). 

Fish skeletal muscle is predominantly composed of white muscle, which never 

comprises less than 70% of the bulk of myotomal muscle and constitutes the edible part of the 

fish (Zhang et al., 1996). Increasing body size in fish is mainly due to the growth of white 

muscle fibers (Zimmerman and Lowery, 1999). White muscle is made up glycolytic 

metabolism and fast-contracting muscle fibers (Driedzic and Hochachka, 1976) used in fast 

swimming such as predation and escape behavior (Altringham and Johnston, 1988). Red 

muscle forms a thin superficial layer, generally making up less than 30% of total musculature 

(Greer-Walker and Pull, 1975; Hoyle et al., 1986; Luther et al., 1995). Red muscle fibers 

display aerobic metabolism and slow contraction; they are associated with slow cruise 

swimming such as migration and foraging (Bone, 1966; Johnston et al., 1977). There is an 

intermediate layer between red and white musculature which has intermediate characteristics 

(Sänger and Stoiber, 2001). 

Fish muscle growth is a plastic mechanism involving populations of myogenic 

precursor cells, also called adult myoblast or myosatellite cells (Johnston, 1999). These cells 

provide the essential nuclei for new muscle fiber formation (hyperplasia) and hypertrophy 

(Koumans and Akster, 1995). During hypertrophic growth, as fibers expand they absorb 

myoblast nuclei in order to maintain a relatively constant ratio between the nucleus and the 

cytoplasm (Koumans et al., 1994).  In hyperplastic growth, new fibers form on the surface of 

existing fibers by myoblasts that fuse to form multinucleated myotubes (Johnston, 1999; 

Rowlerson and Veggetti, 2001). The relative contributions of hypertrophy and hyperplasia to 

muscle growth vary markedly during ontogeny (Greer-Walker, 1970; Stickland, 1983; 

Weatherley et al., 1979, 1980a, 1980b), in different species (Greer-Walker, 1970; Weatherley 

and Gill, 1984; Weatherley et al., 1988), and in different muscle types and growth stages 

(Kiessling et al., 1991; Stickland, 1983). For example, in large fast-growing fishes, that have 

non-determinated growth, hyperplasia is particularly active during the larval and juvenile 

stages (Weatherley and Gill, 1984) and continues in the adult stage past the age of sexual 
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maturity (Zimmerman and Lowery, 1999). However, in small slow-growing species, that have 

determinated growth, hyperplasia during adult life is low and muscle growth primarily 

involves the hypertrophy of fibers formed in the embryo and during the early larval stage 

(Weatherley and Gill, 1984; Weatherley et al., 1988).  

Hyperplasia and hypertrophy are regulated by the sequential expression of members 

of the the myogenic regulatory factors (MRFs) family which include MyoD, Myf5, myogenin, 

and the MRF4 (Watabe, 1999; Watabe, 2001). MRFs are transcription factors that share a 

highly conserved central region termed the basic helix-loop-helix (bHLH) domain (Edmonson 

and Olson, 1993) which mediates sequence-specific DNA binding called E-box, which is 

found in the promoters regions of many skeletal muscle-specific genes (Blackwell and 

Weintraub, 1990; Lassar et al, 1989; Murre et al., 1989).  

The primary MRFs, MyoD and Myf5, direct proliferating myogenic progenitor cells 

towards a myogenic lineage, whereas the secondary MRFs, myogenin and MRF4, control the 

differentiation and fusion of myoblasts to form myofibers (Megeney and Rudnicki, 1995; 

Rudnicki and Jaenisch, 1995; Watabe, 1999).  

Since myotomal muscle is the largest tissue fraction in most fish species (Weatherley 

et al., 1979), fish growth plasticity implies a corresponding responsiveness in muscle growth 

dynamics (Weatherley and Gill, 1984). However, little is known about factors that affect the 

balance between hyperplastic muscle development and hypertrophic muscle growth. 

Understanding molecular control of post-embryonic muscle growth in fish could contribute to 

successful aquaculture, which accounts for almost half of global fish production (Naylor et al, 

2009).  

The freshwater neotropical characid pacu (Piaractus mesopotamicus) is extensively 

used in Brazilian aquaculture programs (Hernandez, 1989; Urbinati and Gonçalves, 2005). It 

is an omnivorous fish and one of the most important food species farmed in the Pantanal 

wetland areas of the Parana-Paraguay basin (Godoy, 1975; Oliveira et al, 2004). It is of 

immense economic importance in South American commercial fisheries (Goulding, 1981). It 

reproduces between October and March when temperatures are hot and rain is frequent 

(Romagosa et al., 1990). Pacu is a fast growing fish with a large final size and can reach 1.2 

kg in its first culture year (Bernardino and Colares de Melo, 1989). This fast growth depends 
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on both hyperplastic and hypertrophic muscle growth mechanisms (Almeida et al., 2008; Dal 

Pai et al., 2000).  

As there are few studies focusing on the molecular basis of muscle growth regulation 

in pacu, the aim of this study was to investigate contributions by hyperplasia and hypertrophy 

and the molecular control by MyoD and myogenin in pacu skeletal muscle during growth. In 

addition to its biological interest, the results could provide valuable information for producers 

on pacu skeletal muscle growth improvement.  

 

2. Materials and methods 

 

2.1 Fish samples 

 

Juvenile (45, 90, 180, and 400 days post hatching [dph], n=8 at each growth stage), and 

adult (2 years, n=8) pacu were obtained from the Aquaculture Center, UNESP, in Jaboticabal, 

São Paulo State, Brazil. All samples were taken from the same group of fertilized eggs 

followed through development. They were sacrificed by an overdose of MS-222 anesthetic 

(tricaine methanensulfonate; Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA).  Body 

weight (g) and total length (cm) were measured at each growth stage. This experiment was 

approved by the Ethics Committee of the Biosciences Institute, UNESP, Botucatu, SP, Brazil. 

 

2.2 Morphological and morphometric analysis 

 

White skeletal muscle fragments from the dorsal region (n=8 at each growth stage) 

were collected from all samples, immersed in n-hexane, cooled in liquid nitrogen (-159ºC), 

and then stored at -80°C in a freezer until sectioning. Transverse 10 µm thick sections were 

obtained in a -20°C cryostat and stained with haematoxilin-eosin (HE) (Bancroft and Steven, 

1990). This was used to evaluate muscle morphology and calculate fiber diameter (Dubowitz 

and Brooke, 1973).  

Fiber cross-section diameter (µm) was estimated by measuring 100 white muscle 

fibers from each animal per group using a compound microscope attached to a computerized 

imaging analysis system (Leica Qwin, Wetzlar, Germany). The smallest fiber diameter was 
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used to avoid any errors that might have been caused by cross-sections not being completely 

true (Dubowitz and Brooke, 1973). White muscle fibers were grouped into three diameter 

classes: <20µm, 20-50µm, and >50µm, based on Almeida et al. (2008). Muscle fiber 

frequency was expressed as the number of fibers from each diameter class relative to the total 

number of fibers measured.  

 

2.3 MyoD and Myogenin mRNA expression  

 

Total RNA was isolated from dorsal white muscle samples using TRIzol Reagent 

(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s 

protocol. Extracted RNA integrity was confirmed by electrophoresis on 1% agarose gel 

stained with SYBR Safe (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). The amount of 

RNA extracted was determined using a NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer 

(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). RNA purity was ensured by obtaining a 

260/280nm OD ratio equal to 2.0. Total RNA (2μg) was treated with Amplification Grade 

Deoxyribonuclease I according to the protocol provided by Invitrogen (Life Technologies 

Corporation, Carlsbad, CA, USA).  Purified total RNA were reverse transcribed with random 

hexamer primers and a High-Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies Corporation, 

Carlsbad, CA, USA), in a total volume of 100µl, according to the manufacturer’s protocol. A 

sample without reverse transcriptase (NoRT) was used to verify DNase treatment efficiency.  

MyoD and myogenin gene expression levels at each growth stage were detected by 

reverse transcription quantitative real-time polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) using an 

ABI 7300 Real Time PCR System (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). A 

sample without cDNA template (NTC) was used to verify that the master mix was free from 

contaminants. Two microliters of cDNA (20ng/µl) then was amplified using Power SYBR 

Green PCR Master Mix 2x (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), and 400 nM 

of each primer (Table 1), to yield a final volume of 25 µl. Real-time conditions were: 10 min 

at 95ºC, 40 cycles of denaturation at 95ºC for 15s, and annealing/extension at 60ºC for 1 min. 

The 18S ribosomal RNA (18S rRNA) gene was used as a reference to normalize quantification 

of mRNA targets; this gene showed invariant expression across all samples (P=0.58).  
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Primer pairs for MyoD, myogenin, and 18S rRNA were designed with reference to 

the cDNA nucleotide sequence from Piaractus mesopotamicus using Primer Express 3.0 

software (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) (Table 1).   

 

Table 1 

 

RT-qPCRs for target and reference genes were run in the same RT reaction using two 

replicates of each sample and reference gene. The fluorescence signal baseline and threshold 

were set manually for each detector (MyoD, Myogenin and 18S rRNA), generating a threshold 

cycle (Ct) for each sample. An amplification plot graphically displayed the fluorescence 

detected over the number of cycles that were performed.  

The PCR efficiency of each individual assay was determined by creating standard 

curves for both targets and the reference gene. Standard curves were obtained by using serial 

dilutions (1:2) of sample cDNA and represented a semi-log regression line plot of Ct value vs. 

the logarithm of the starting amount of cDNA. The standard curve slope showed acceptable 

values, included between -3.4 and -3.32, as reported by Patruno et al., 2008.  

Before using the ΔΔCT method (comparative method) for relative quantification 

(Livak and Schmittgen, 2001), a validation experiment was performed to demonstrate that the 

efficiency of the target amplification and that of the reference amplification were 

approximately equal, according to Applied Biosystems User Bulletin #2 (P/N 4303859). The 

absolute value of the slope of log input cDNA vs. ΔCT was < 0.1.  

The difference between Ct values was calculated for each mRNA by taking the mean 

Ct of duplicate reactions and subtracting the mean Ct of duplicate reactions for the reference 

RNA measured on an aliquot from the same RT reaction (ΔCt= Cttarget gene − Ctreference gene). All 

samples were then normalized to the ΔCt value of a calibrator sample to obtain a ΔΔCt value 

(ΔCttarget − ΔCtcalibrator). The 45 dph stage was chosen as the calibrator sample to evaluate target 

gene putative differential mRNA expression relative to this stage.  

For the comparative method, relative quantifications were calculated in relation to 

calibrator sample (2−ΔΔCt) concentrations, expressed in arbitrary units and normalized to 

reference gene (18S rRNA). Therefore, by using the 2−ΔΔCt method, data were recorded as the 

fold-change in gene expression normalized with the reference gene and relative to the 
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calibrator sample (Livak and Schmittgen, 2001). The specificity of each primer was confirmed 

by the presence of a single peak in the dissociation curve analysis.  

 

2.4 Statistical analysis 

 

Body weight and total length data were expressed as median, minimum, and 

maximum values. Non-parametric ANOVA (Krushal-Wallis Test), complemented with the 

Dunn Multiple Comparisons Test, was utilized to analyze weight and total length data (Zar, 

1999). White muscle fiber diameter data were expressed as minimum, 1st quartile, median, 3rd 

quartile and maximum values, using non-parametric variance analysis for repeated 

measurement models / independent groups model, complemented with the Dunn Multiple 

Comparisons Test (Zar, 1999).  

Relative gene expression data were expressed as minimum, 1st quartile, median, 3rd 

quartile and maximum values, using the Kruskal-Wallis Test complemented by the Dunn 

Multiple Comparisons Test (Zar, 1999). Statistical significance level was set at P<0.05 for all 

analyses. 

 

3. Results 

 

3.1 Anatomical data 

 

Body weight (g) and total length (cm) of the respective growth stages are presented in 

Table 2. These display direct proportionality with a high Spearman correlation coefficient 

(r=0.99; P<0.001).  

 

Table 2 

 

3.2 Morphological and morphometric analysis 

 

HE stain showed white skeletal muscle making up most of the muscle mass in all 

growth stages. Muscle mass increased throughout the experimental period. This muscle 
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consisted of round or polygonal muscle fibers separated by a fine septum of connective tissue, 

the endomysium. Thicker septa of connective tissue separated muscle fibers into fascicles and 

made up the perimysium. Muscle fibers were distributed in a mosaic pattern characterized by 

fibers of different diameters (Figure 1). 

 

Figure 1 

 

The frequency distribution of <20µm diameter white muscle fiber in 45 dph fish was 

significantly higher than in the other stages studied; the frequency was statistically similar 

among the 90, 180, and 400 dph stages. Adult fish had a lower frequency of <20µm diameter 

fibers than the other stages (Figure 2a). The frequency distribution of >50µm diameter fibers 

was significantly low in 45 dph and then increased through 90, 180, and 400 dph stages, 

remaining statistically similar, but higher than observed in 45 dph fish. The frequency of 

>50µm diameter fibers were statistically similar in 180 and 400 dph and adult stages, but 

significantly higher than in 45 and 90 dph stages (Figure 2c). All stages showed a high 

frequency of 20-50µm diameter fibers (Figure 2b). However, adult fish 20-50µm and >50µm 

muscle fiber frequencies were statistically similar (Figure 2b and 2c).  

 

Figure 2 

 

3.3 MyoD and Myogenin mRNA expression 

 

RT-qPCR results showed that MyoD mRNA levels were similar in the 45 and 90 dph 

stages, peaked in the 180 dph, and then declined through the 400 dph stage, which was similar 

to those seen in the 45 and 90 dph stages.  MyoD mRNA expression in adult fish remained at 

the same level as in the 45, 90, 180, and 400 dph stages (Figure 3a). Myogenin mRNA levels 

were similar in 45, 90, 400 dph, and adult fish, but peaked at 180 dph (Figure 3b).  

 

Figure 3 
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According to the Wilcoxon non-parametric test, MyoD expression was always higher 

than myogenin expression in all growth stages. Median, minimum, and maximum gene 

expression levels at all studied stages were 3.33 (1.00; 14.69) for MyoD and 0.95 (0.08; 4.95) 

for myogenin. In addition, there was a strong direct association between the mRNA levels 

expression of MyoD and myogenin during the growth stages studied (Spearman correlation 

coefficient, r=0.897, P<0.001).  

 

4. Discussion 

This is the first study to report the quantitative expression of myogenic regulatory 

factors MyoD and myogenin in reference to hypertrophic and hyperplastic muscle growth 

mechanisms in pacu. We evaluated if during pacu skeletal muscle growth, analyzed by 

measuring white muscle fibers diameter, could occur a differential expression of MyoD and 

myogenin genes. We have observed that the MyoD and myogenin mRNA levels were similar 

in 45, 90, and 400 dph and adult fish, peaking at 180 dph. 

 

4.1 Morphological and morphometric analysis 

Morphological examination of skeletal muscle showed the majority of musculature to 

be composed of the white compartment, at all stages. This muscle mass has considerable 

economic significance (Zhang et al., 1996), similar to other fish species (Aguiar et al., 2005; 

Dal Pai-Silva et al., 2003a, 2003b; Fernandez et al., 2000). Although compartmentalized 

muscle fiber distribution is common in fish (Galloway et al., 1999; Johnston, 1999; Scapolo et 

al., 1988; Veggetti et al., 1993), fiber distribution pattern can vary among species (Dal Pai 

Silva et al., 1995a, 1995b; Te Kronnie et al., 1983) and growth stage (Dal Pai Silva et al., 

2003a, 2003b). In our study, all stages showed muscle fibers in a mosaic distribution pattern 

characterized by different fiber diameters, as previously reported by Almeida et al. (2008) and 

Dal Pai et al. (2000); this characteristic has also reported in others fish species (Rowlerson and 

Veggetti, 2001).  

Morphometric analysis of pacu skeletal muscle showed the highest and lowest 

frequencies of <20µm diameter fiber in 45 dph and adult fish, respectively. The frequency 

distribution of <20µm diameter muscle fibers was similar at 90, 180, and 400 dph fish. The 

presence of <20µm diameter fibers indicates an active hyperplastic growth mechanism 
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(Rowlerson and Veggetti, 2001; Valente et al., 1999; Zimmerman and Lowery, 1999), which 

contributed to pacu skeletal muscle growth at 45 dph, followed by a decline through 90, 180, 

and 400 dph, and which was significantly low in the adult stage (Rowlerson and Veggetti, 

2001; Valente et al., 1999; Zimmerman and Lowery, 1999). 

Hyperplastic growth in teleosts mainly occurs in two waves (Rowlerson and Veggetti, 

2001). The first is a continuation of embryonic myogenesis and takes place during part of 

larval life generating new fibers along a germinal or proliferative zone (Usher et al., 1994); it 

is responsible for thickening muscle mass in early developmental stages (Johnston et al., 2003; 

Rowlerson and Veggetti, 2001). This event is known as stratified hyperplasia and occurs in 

most fish species (Johnston, 1999). In pacu at 45 dph, muscle mass thickening was from 

muscle tissue growth by stratified hyperplasia, as reported by Assis et al. (2004). The second, 

mosaic hyperplasia, occurs in fish which grow to large sizes, such as the pacu, and new fiber 

production is found across the whole myotome. This results in a mosaic pattern of different 

fiber diameters, as seen in pacu skeletal muscle morphological analysis. Mosaic hyperplasia 

causes a large increase in fiber numbers during juvenile growth and is very important for 

commercial aquaculture species including pacu; this characteristic is not seen in small species 

(Rowlerson and Veggetti, 2001).  

Fibers with diameter >50µm were less frequent in 45 dph fish than in other stages 

studied. This shows that muscle fiber hypertrophy was less intense than hyperplasia at this 

stage (Almeida et al., 2008; Dal Pai et al., 2000). In 90, 180, and 400 dph fish the frequency 

was statistically similar, while in 180 and 400 dph and adult stages, the highest percentage of 

>50µm diameter fibers denoted intense muscle fiber hypertrophy (Rowlerson and Veggetti, 

2001; Valente et al., 1999). On the other hand, a high frequency of 20-50µm diameter fibers at 

90, 180 and 400 dph also contributes to a muscle fiber hypertrophy, which contributes to the 

skeletal muscle growth during these stages.  

New fiber recruitment during muscle growth stops when fish reach about 44% of 

their final size, although this can vary among specie; subsequent muscle growth is mainly 

driven by fiber hypertrophy (Johnston et al., 2003; Weatherley et al., 1988; Zimmerman and 

Lowery, 1999). Although the adult pacu used in this study were not indicative of their final 

size and the commercially accepted size of this fish is not fixed, our study showed that muscle 
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fiber recruitment in the adult stage was lower than seen in the juvenile stages, which includes 

45, 90, 180 and 400 dph fish.  

 

4.2. MyoD and Myogenin mRNA expression 

In our study, mRNA levels for MyoD and myogenin were similar in 45, 90, 400 dph 

and adult fish stages, and peaked at 180 dph. The highest levels of MyoD and myogenin 

mRNA at the same development stage have also been described by Johansen and Overturf 

(2005) in rainbow trout.  

The MRFs MyoD and myogenin gene expression could be related to the hyperplasia 

and hypertrophy in muscle growth, events that depend on activation, proliferation, and 

differentiation of adult myoblast or myosatellite cells (Johnston, 1999; Koumans and Akster, 

1995). These processes are regulated by the sequential expression of the MRFs (Watabe, 

1999; Watabe, 2001).  

During skeletal muscle growth, MyoD directly controls proliferating undifferentiated 

myoblasts (myosatellite cells), whereas myogenin controls myoblast differentiation and fusion 

which form myofibers (Megeney and Rudnicki, 1995; Rudnicki and Jaenisch, 1995; Watabe, 

1999). These proliferating cells provide the essential nuclei for new muscle fiber formation 

(hyperplasia) and hypertrophy (Koumans and Akster, 1995). The high MyoD expression at 

180 dph could be associated with an intense myoblast proliferation which mainly contributes 

to the hyperplastic skeletal muscle growth, according to Johansen and Overturf (2005). On the 

other hand, the high myogenin expression at this stage may be related to an intense 

differentiation and fusion of myoblasts to existing myofibers during hypertrophy, as reported 

by Johansen and Overturf (2005). In this stage morphometric analysis showed similar 

frequencies of <20µm diameter muscle fibers which characterize hyperplastic muscle growth 

and >50µm diameter fibers which characterize hypertrophy (Rowlerson and Veggetti, 2001; 

Valente et al., 1999).  

The MyoD and myogenin mRNA levels observed in adult were similar to those seen 

at 45, 90, 180, and 400 dph; this could reflect myoblast proliferation and differentiation, 

respectively, which contribute to hypertrophic muscle growth. In adult morphometric analysis 

revealed the lowest frequency of <20µm diameter fibers indicating low hyperplasia, and high 

frequencies of 20-50µm and >50µm fiber diameter revealing an intense hypertrophic muscle 
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growth mechanism; this has also been observed in other fish species (Aguiar et al., 2008; 

Johansen and Overturf, 2005). Although the high percentage of <20µm at 45 dph indicates 

intense hyperplasia, this was not followed by a high MyoD mRNA level. It is possible that 

keeping these fish a long time in aquaculture tanks could have decreased their myoblast 

proliferation intensity and limited their skeletal muscle growth. 

MyoD expression was higher than myogenin expression in pacu white skeletal 

muscle in all studied stages. This gene expression pattern was similar to that reported by 

Johansen and Overturf (2005) in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Hughes et al. (1999) 

reported an accumulation of myogenin in rat slow fibers, while MyoD was found to be more 

concentrated in fast fibers. Rescan et al. (1995) showed that the red and white fibers in 

rainbow trout present different levels of myogenin mRNA accumulation because myogenin 

mRNA does not accumulate in white muscle fibers, but is more concentrated in red fibers. We 

suggest that the difference between MyoD and myogenin mRNA levels in pacu skeletal 

muscle could play a role in controlling fiber phenotype and fiber type-specific gene expression 

and the strong direct association between the mRNA levels expression of MyoD and 

myogenin during the growth stages studied could be related to the contributions of hyperplasia 

and hypertrophy mechanisms in pacu skeletal muscle growth. 

In summary, the MyoD and Myogenin mRNA levels observed during pacu skeletal 

muscle growth could be associated with the hyperplastic and hypertrophic growth 

mechanisms. The differential MyoD and myogenin expression observed at 180 dph juvenile 

pacu could represent an interesting growth stage to investigate suitable strategies in 

commercial fish production, as different feeding protocols and application of growth factors 

focusing on skeletal muscle growth improvement, which is the most important component in 

terms of aquaculture. Pacu makes up 4.5% of Brazilian freshwater fisheries (IBAMA, 2007). 

In aquaculture, pacu and hybrid P. mesopotamicus X Colossoma macropomum are responsible 

for 11.1% of Brazilian production (IBAMA, 2007).  Our results could provide information for 

both developmental biologists and those seeking to refine pacu musculature for aquaculture. 
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Appendices 

 

Tables 

 

Table 1. GenBank accession numbers and primers used for Real-Time RT-PCR amplification 

of MyoD, Myogenin and 18S ribosomal RNA (18S rRNA) genes in pacu (Piaractus 

mesopotamicus) skeletal muscle.  

 

Gene GenBank 

accession no. 

Sequence (5’-3’) 

MyoD FJ686692 
Forward CGCCATCAGCTACATCGAG 

Reverse ATCCAGGACGGGGTAGTAGG 

Myogenin FJ810421 
Forward TCCCAGACCAGAGGTTTTATGAA 

Reverse TCTTGGTATCCTGCTTGGTCAA 

18S rRNA GQ337002 
Forward CGGAATGAGCGTATCCTAAACC 

Reverse GCTGCTGGCACCAGACTTG 

 

 

Table 2. Body weight (g) and total length (cm) in pacu (Piaractus mesopotamicus) at 45, 90, 

180 and 400 days post hatching (dph) and in adult fish.  

 

Growth Stage Body Weight (g) Total Length (cm) 

45 dph (n=8) 0.12 (0.05; 0.18) a 2.2 (1.7; 2.5) a 

90 dph (n=8) 22.85 (21.46;27.58) b 10.5 (10.4; 11.4) b 

180 dph (n=8) 31.7 (24.0; 39.1) b 12.25 (11.0; 13.0) b 

400 dph (n=8) 126.1 (97.0; 242.0) c 19.0 (18.0; 26.5) c 

Adult (n=8) 950.0 (807.0;1080.0) d 38.5 (35.0; 40.5) d 

Values expressed as median, minimum and maximum values.  

Values in column with the same letter are not statistically significant.  
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Figures 
 

 
 
 

 
 
 
 
Fig. 1. Transverse sections of pacu (Piaractus mesopotamicus) white skeletal muscle at 45 (a), 
90 (b), 180 (c), 400 (d) days post-hatching (dph) and in adult (e) fish. A mosaic pattern of 
different muscle fiber diameters composed of small fibers (arrows) between large fibers 
(arrowhead) can be observed. Muscle fibers are separated by the endomysium (e). Perimysium 
(*) separates muscle fibers into fascicles. Haematoxilin-eosin stain. Bars: 50 µm. 
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Fig. 2. The frequency distribution of <20µm (a), 20-50µm (b) and >50µm (c) white muscle 
fiber diameter in pacu (Piaractus mesopotamicus) at 45, 90, 180 and 400 dph and in adult fish 
(n=8 at each growth stage). Data were expressed as minimum value, lower quartile, median, 
upper quartile and maximum value. Small letters compare stages in the same diameter class. 
Capital letters compare the diameter classes at the same stage. Values with the same letters are 
not statistically significant.  
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Fig. 3. MyoD (a) and myogenin (b) mRNA levels, detected by reverse transcription 
quantitative real-time PCR (RT-qPCR), expressed in white skeletal muscle of pacu (Piaractus 

mesopotamicus) at 45, 90, 180 and 400 days post hatching (dph) and in adult fish (n=8 for 
each growth stage). The Ct (Threshold cycle) is the cycle number at which the fluorescence 
generated within a reaction crosses the threshold line. Ct values are logarithmic and were used 
directly for the quantitative analysis by the ΔΔCt Method after a validation experiment. ΔCt 
was calculated (ΔCt= Cttarget gene − Ctreference gene) for all samples using 18S ribosomal RNA as 
reference gene. These results were normalized to the ΔCt value of a calibrator sample to 
obtain a ΔΔCt value (ΔCttarget − ΔCtcalibrator); the 45 dph stage was chosen as the calibrator 
sample. Relative quantification in relation to calibrator was obtained by the formulae 2−ΔΔCt, 
expressed in arbitrary units. Data were expressed as minimum value, lower quartile, median, 
upper quartile and maximum value. Values with the same letters are not statistically 
significant. 
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7.3 Artigo II 

 

 

 

 

MyoD, myogenin and myostatin expression pattern in red and white skeletal 

muscles of adult pacu (Piaractus mesopotamicus)  
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Abstract 

Myotomal muscle is the largest tissue fraction in most fish species and fish growth 

implies a corresponding responsiveness in muscle growth dynamics. Skeletal muscle growth is 

regulated by a several molecules, including the myogenic regulatory factors (MRFs) and 

myostatin. The aim of this study was evaluate the MyoD, myogenin and myostatin expression 

in white and red skeletal muscles of pacu (Piaractus mesopotamicus) during adult growth 

stage. Adult fish (2 years, n=8) were anesthetized, sacrificed and body weight (g) and total 

length (cm) were determined. White and red muscle fragments from the dorsal region were 

dissected out from all samples, cooled in liquid nitrogen and stored at -80°C. MyoD, 

myogenin and myostatin mRNA levels were determined by reverse transcription quantitative 

real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR). The MyoD, myogenin and myostatin mRNA 

levels were similar between red and white muscle fibers. MyoD and myogenin mRNA levels 

detected in white muscle could be related, respectively, to the proliferation and differentiation 

of satellite cells which have contributed to the hypertrophy, the main growth mechanism in 

adult pacu. In red muscle, the MyoD and myogenin expression could be also involved to the 

control of red muscle fiber-type phenotype. The myostatin mRNA levels detected in white and 

red fibers could be related to the regulation of the muscle fiber growth until it reaches a 

functional maximum diameter. Although no differences in Myod, myogenin and myostatin 

expression have been observed in red and white muscles of adult pacu with 2 years, our results 

suggest that these genes could be involved in the regulation of somatic growth in this specie. 

These results could provide information for understanding the pacu skeletal muscle 

physiology during adult growth stage.  

 

Keywords: Piaractus mesopotamicus; fiber types; myogenic regulatory factor; myostatin; 

quantitative gene expression. 
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1. Introduction 

 

The swimming muscle of teleost fish comprises 40–60% of the total body mass (Bone, 

1978). The main fish locomotor muscles are represented by the metameric myotomal lateral 

muscles which consist of a number of almost identical units, the myotomes, separated from 

each other by connective tissue sheets called myosepta (Alexander, 1969).  

In contrast to mammalian muscle, which is characterized by a mixture of fiber types, 

the myotomal muscle of teleosts shows anatomically separated zones of muscle fiber types 

arranged in layers or compartments: white (deep), intermediate and red (superficial). Red 

muscle, near the lateral line, generally comprises less than 30% of total musculature (Greer-

Walker and Pull, 1975). Red muscle fibers have small diameters, are relatively homogeneous 

in size and display aerobic metabolism and slow contraction; they are associated with slow 

cruise swimming such as migration and foraging (Bone, 1978). The white fibers represent the 

bulk of myotomal muscle, never less than 70%, and show the largest fiber diameters (Sänger 

and Stoiber, 2001). White muscle is made up glycolytic metabolism and fast-contracting 

muscle fibers used in fast swimming such as predation and escape behavior (Driedzic and 

Hochachka, 1976; Bone, 1978). There is an intermediate layer between red and white 

musculature which has intermediate characteristics (Sänger and Stoiber, 2001). 

The growth of axial muscle in fish is a plastic process involving populations of 

myosatellite cells, also called adult myoblasts (Koumans and Akster, 1995; Johnston, 1999). 

These cells are activated and they proliferate and differentiate, providing the essential nuclei 

for new muscle fiber formation (hyperplasia) and hypertrophy (Koumans and Akster, 1995). 

In hyperplastic growth, new fibers form on the surface of existing fibers by satellite cells that 

fuse to form multinucleated myotubes (Johnston, 1999; Rowlerson and Veggetti, 2001). 

During hypertrophic growth, as fibers expand they absorb satellite cell nuclei in order to 

maintain a relatively constant ratio between the nucleus and the cytoplasm (Koumans et al., 

1994).  The relative contributions of hypertrophy and hyperplasia to muscle growth vary 

markedly during ontogeny, in different species and in different muscle types and growth 

stages (Dal Pai et al., 2000; Johansen and Overturf, 2005; Aguiar et al., 2008; Almeida et al., 

2008, 2010).  
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Several molecules have been identified that regulate the skeletal muscle growth in 

fish, which include the myogenic regulatory factors (MRFs) and myostatin. The MRFs, which 

include MyoD, Myf5, myogenin, and the MRF4 (Weintraub, 1993; Watabe, 1999, 2001) are 

transcription factors that share a highly conserved central region termed the basic helix-loop-

helix (bHLH) domain (Edmonson and Olson, 1993) which mediates sequence-specific DNA 

binding called E-box, found in the promoters regions of many skeletal muscle-specific genes 

(Blackwell and Weintraub, 1990; Lassar et al, 1989; Murre et al., 1989). During skeletal 

muscle growth, MyoD and Myf-5 regulate satellite cells activation and proliferation, whereas 

myogenin and MRF4 act in the satellite cell differentiation (Watabe, 1999, 2001).  

Myostatin, also known as “growth and differentiation factor-8” (GDF-8), is a member 

of the “transforming growth factor-β” (TGF-β) superfamily proteins and has been 

demonstrated to negatively regulate skeletal muscle growth in several mammalian species 

(McPherron et al., 1997). In vitro studies have showed that myostatin functions by inhibiting 

satellite cell proliferation and differentiation (Thomas et al., 2000; Langley et al., 2002). In 

fish, myostatin is mainly expressed in skeletal muscle and at a lower level in several organs, 

such as brain, eyes, exocrine and endocrine pancreas, gills, gonads, heart, intestine, kidney, 

liver, oesophagus, pharynx, skin, spleen, and stomach (Maccatrozzo et al., 2001; Østbye et al., 

2001; Rescan et al., 2001; Roberts and Goetz, 2001; Kocabas et al., 2002; Radaelli et al., 

2003; Garikipati et al., 2006; Ko et al., 2007). Then, in fish, the role of myostatin may not be 

restricted to muscle growth regulation, but may have other possible functions in the fish 

muscle or in other tissues in which it is expressed (Østbye et al., 2001; Acosta et al., 2005; 

Patruno et al., 2008). 

Fish growth rate is one of the most important aspects for successful aquaculture. The 

freshwater neotropical characid pacu (Piaractus mesopotamicus) is extensively used in 

Brazilian aquaculture programs (Urbinati and Gonçalves, 2005) and makes up 4.5% of 

Brazilian freshwater fisheries (IBAMA, 2007). It is a large fish (weight up to 20 kg) that 

exhibits a rapid growth rate, reaching 1.2 kg within the first 12 months (Urbinati and 

Gonçalves, 2005). This fast growth depends on both hyperplastic and hypertrophic muscle 

growth mechanisms (Almeida et al., 2008, 2010; Dal Pai et al., 2000). In juvenile pacu, the 

hyperplasia is the main mechanism which contributes to the skeletal muscle growth, whereas 
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in adult is observed a predominance of the hypertrophy (Dal Pai et al., 2000; Almeida et al., 

2008, 2010).  

Myotomal muscle in pacu is composed of the white or deep compartment which 

shows a mosaic distribution pattern characterized by different fiber diameters (Dal Pai et al., 

2000; Assis et al., 2004; Almeida et al., 2008, 2010). The red or superficial compartment 

forms a thin layer in the subdermal region which is more developed in the lateral line nerve 

region; between red and white musculature there is an intermediate muscle compartment 

(Assis et al., 2004). These locomotor muscles are very highly specialized to meet the wide 

range of force production during sustained economical cruising and also in high velocity 

bursts (Sänger and Stoiber, 2001). 

The growth dynamics of red and white muscles can be related to the muscle physiology 

responses that may be regulated by the expression of several molecules, as MyoD, myogenin 

and myostatin. The aim of this study was to investigate the expression of these factors in white 

and red fibers present in the lateral muscle of adult pacu. In Brazilian fish species, as pacu, 

there are no studies focusing the MRFs and myostatin expression patterns in the two distinct 

fiber types. The initial characterization of MRFs and myostatin expression pattern in both 

muscle types could help to understand the basis of molecular mechanisms that are involved in 

the regulation of white and red muscles functions in pacu.  

 

2. Materials and methods 

 

2.1 Fish samples 

 

Adult fish (2 years, n=8) were obtained from the Aquaculture Center, UNESP, in 

Jaboticabal, São Paulo State, Brazil. They were sacrificed by an overdose of MS-222 

anesthetic (tricaine methanensulfonate; Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, 

USA).  Body weight (g) and total length (cm) were measured in all specimens.  

White and red skeletal muscle fragments from the dorsal region were dissected out 

from all samples, cooled in liquid nitrogen (-159ºC), and then stored at -80°C in a freezer until 

molecular analysis.  
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This experiment was approved by the Ethics Committee of the Biosciences Institute, 

UNESP, Botucatu, SP, Brazil (Protocol no 74/07). 

 

2.2 MyoD, Myogenin and myostatin mRNA expression  

 

Total RNA was isolated from the white and red muscle samples using TRIzol 

Reagent (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). The quality of the RNA was 

assessed by 1% agarose gel electrophoresis. The amount of RNA extracted was determined 

using a NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, 

Wilmington, DE, USA). RNA purity was ensured by obtaining a 260/280nm OD ratio equal to 

2.0. Total RNA (2 μg) was treated with Amplification Grade Deoxyribonuclease I (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) and reverse transcribed with random hexamer 

primers and a High-Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies Corporation, Carlsbad, 

CA, USA), according to the manufacturer’s protocols. A sample without reverse transcriptase 

(NoRT) was used to verify DNase treatment efficiency.  

MyoD, myogenin and myostatin mRNA levels were detected by reverse transcription 

quantitative real-time polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) using an ABI 7300 Real Time 

PCR System (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). A sample without cDNA 

template (NTC) was used to verify that the master mix was free from contaminants. Reactions 

were prepared containing the following components: 20 ng/µl of cDNA, Power SYBR Green 

PCR Master Mix 1X (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), and 400 nM of 

each primer (Table 1), to yield a final volume of 25 µl. Real-time conditions were: 10 min at 

95ºC, 40 cycles of denaturation at 95ºC for 15s, and annealing/extension at 60ºC for 1 min. 

The 18S ribosomal RNA (18S rRNA) gene was used as a reference gene to normalize the 

quantification of mRNA targets; this gene showed invariant expression across all samples (p = 

0.1184).  

Primer pairs for MyoD, myogenin, myostatin and 18S rRNA were designed with 

reference to the cDNA nucleotide sequence from Piaractus mesopotamicus using Primer 

Express 3.0 software (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) (Table 1).  The 

specificity of each primer was confirmed by the presence of a single peak in the dissociation 

curve analysis.  
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Table 1. GenBank accession numbers and primers used for Real-Time RT-PCR amplification 

of MyoD, myogenin, myostatin and 18S ribosomal RNA (18S rRNA) genes in white and red 

skeletal muscles from adult pacu (Piaractus mesopotamicus).  

 

Gene GenBank 
accession no. 

Sequence (5’-3’) 

MyoD FJ686692 
Forward CGCCATCAGCTACATCGAG 
Reverse ATCCAGGACGGGGTAGTAGG 

myogenin FJ810421 
Forward TCCCAGACCAGAGGTTTTATGAA 
Reverse TCTTGGTATCCTGCTTGGTCAA 

myostatin HM561964 
Forward GACGGAAGGAGGCACATAAGAA 
Reverse GTGAACGCTGGGGTCACG 

18S rRNA GQ337002 
Forward CGGAATGAGCGTATCCTAAACC 
Reverse GCTGCTGGCACCAGACTTG 

 

 

RT-qPCRs for target and reference genes were run in the same RT reaction using two 

replicates of each sample and reference gene. Ct (threshold cycle) determinations were 

performed by the instrument for each reaction using default parameters. The Ct is the cycle 

number at which the fluorescence generated within a reaction crosses the threshold line. The 

PCR efficiency of each individual assay was determined by creating standard curves for both 

targets and the reference gene. Standard curves were obtained by using serial dilutions (1:2) of 

sample cDNA and represented a semi-log regression line plot of Ct value vs. the logarithm of 

the starting amount of cDNA. The standard curve slope showed acceptable values, included 

between -3.4 and -3.32, as reported by Patruno et al. (2008).  

Before using the ΔΔCt method for relative quantification, a validation experiment was 

performed to demonstrate that the efficiency of the target and reference genes amplification 

was approximately equal, according to Applied Biosystems User Bulletin #2 (P/N 4303859). 

The ΔCt was plotted against logarithm of the dilution factor, and the slope absolute value was 

< 0.1.  

The difference between Ct values was calculated for each mRNA by taking the mean 

Ct of duplicate reactions and subtracting the mean Ct of duplicate reactions for the reference 

RNA measured on an aliquot from the same RT reaction (ΔCt= Cttarget gene − Ctreference gene). All 

samples were then normalized to the ΔCt value of a calibrator sample to obtain a ΔΔCt value 
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(ΔCttarget − ΔCtcalibrator). The white muscle was chosen as the calibrator sample to evaluate 

target gene putative differential mRNA expression relative to this muscle type.  

For the comparative method, relative quantifications were calculated in relation to 

calibrator sample (2−ΔΔCt) concentrations, expressed in arbitrary units and normalized to 

reference gene (18S rRNA). Therefore, by using the 2−ΔΔCt method, data were recorded as the 

fold-change in gene expression normalized with the reference gene and relative to the 

calibrator sample (Livak and Schmittgen, 2001).  

 

2.3 Statistical analysis 

 

Relative gene expression data were expressed mean ± SD. Student’s t-test for 

dependent samples was used to evaluate significant differences in MyoD, myogenin and 

myostatin mRNA expression between the two muscle types. Statistical significance level was 

set at p < 0.05 for all analyses. 

 

3. Results 

 

3.1 Anatomical data 

 

Mean and S.D. of weight and total length for adult fish were 953.1 ± 97.9 g and 38.1 ± 

2.0 cm, respectively.  

 

3.2 MyoD, myogenin and myostatin mRNA expression 

 

RT-qPCR results showed that the mRNA levels of MyoD were not statistically 

different between red and white muscle in pacu adult (2.72 ± 1.75 and 5.24 ± 2.3 for white and 

red muscle, respectively; p = 0.09) (Figure 1a). Similarly, estimated myogenin mRNA levels 

were not different between the two muscle fiber types (0.62 ± 0.28 and 0.95 ± 0.33 for white 

and red muscle, respectively, p > 0.05) (Figure 1b). Myostatin mRNA levels were also similar 

between red and white muscle fibers (0.73 ± 0.33 and 0.50 ± 0.13 for white and red muscle, 

respectively, p > 0.05) (Figure 1c).   
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4. Discussion 

This study is the first description of MyoD, myogenin and myostatin expression 

pattern in white and red muscles of pacu during adult growth phase. These molecules have 

showed similar mRNA levels in red and white muscle fibers from adult pacu.  

White and red muscles show differences in distribution, contractile/metabolic 

properties, initial development and growth dynamics (Sänger and Stoiber, 2001). White 

muscle makes up 70% of myotomal muscle bulk, being the edible part of the fish that reflects 

in the economic importance in the aquaculture (Zhang et al., 1996); red muscle is less 

important in terms of aquaculture production. White and red muscle fibers are recruited in 

specific and different situations; the red or slow fibers are associated with sustained speeds of 

long duration, such as migration and foraging, whereas the white or fast fibers are associated 

with short but intense bursts of speed, such as predation and escape behavior (Bone, 1978).  

Pacu is a fast-growing fish and has non-determined growth. This fast growth depends 

on both hyperplastic and hypertrophic muscle growth mechanisms which remain active for a 

long time, since initial developmental stages (Dal Pai-Silva et al, 2003; Assis et al., 2004) until 

adult phase (Dal Pai et al., 2000; Almeida et al., 2008, 2010). In adult pacu, skeletal muscle 

grows predominantly by hypertrophy and the hyperplasia is less intense (Dal Pai et al., 2000; 

Almeida et al., 2008, 2010).  

In adult pacu, MyoD mRNA levels were similar between red and white muscles. 

Delalande and Rescan (1999) have also showed in adult rainbow trout a similar MyoD mRNA 

expression between red and white muscle fibers, by using Northern Blot, according to our 

results. However, by the same technique, Tan and Du (2002) and Zhang et al. (2006) have 

showed differences in the MyoD expression between the both muscle fiber types. In rodents, 

MyoD protein is differently accumulated in fast and slow muscle fibers and is required for 

normal fiber type balance (Hughes et al., 1997). In the literature there are few studies reporting 

the quantitative MyoD mRNA expression between red and white muscles separately; the most 

studies have conducted this analysis using Northern Blot during embryogenesis and the data 

are not quantitative. In our study, we have analysed MyoD mRNA expression by using RT-

qPCR, a highly sensitive technique to detect mRNA levels expression of specific transcripts. 

MyoD expression pattern observed in red and white muscles of adult fish could be 

characteristic of this specie in adult stage of 2 years and may be related to the physiological 
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and locomotor properties of both muscle types to best adapt this specie to its ecological 

environment (Tan and Du, 2002).  

During skeletal muscle growth, MyoD directly controls proliferating satellite cells, 

whereas myogenin controls satellite cells differentiation and fusion which form myofibers 

(Watabe, 1999, 2001). These proliferating satellite cells provide the essential nuclei for new 

muscle fiber formation (hyperplasia) and hypertrophy (Koumans and Akster, 1995). The 

MyoD mRNA levels detected in white muscle from adult pacu could be associated to the 

satellite cells proliferation during the intense hypertrophic muscle growth in this growth stage 

(Almeida et al., 2010). During hypertrophy, muscle fibers absorb proliferating satellite cells 

nuclei in order to maintain a relatively constant ratio between the nucleus and the cytoplasm, 

increasing the fiber diameter (Koumans et al., 1994).   

Red and white muscles have different growth patterns and the MyoD mRNA levels 

detected in red muscle from adult pacu could not be attributed only to the hypertrophy; this 

mechanism is more intense in white muscle (Dal Pai et al., 2000). We suggest that MyoD 

mRNA expression in red muscle from adult pacu could be related to the control of fiber 

phenotypic characteristics and fiber type-specific gene expression, as reported in rodents by 

Hughes et al. (1997).   

The myogenin mRNA levels were similar between red and white muscle in adult 

pacu. Similarly to that reported for MyoD expression above, there are few studies analyzing 

the myogenin mRNA expression between red and white muscles separately and the data are 

scarce and not quantitative. Rescan et al. (1995) showed by using Northern Blot that the red 

and white fibers in adult rainbow trout present different levels of myogenin mRNA because 

myogenin mRNA does not accumulate in white muscle fibers, but is more concentrated in red 

fibers. Using the same methodology, Hughes et al. (1999) reported an accumulation of 

myogenin in rat slow fibers. Similarly to that discussed for MyoD expression results, we 

suggest that the differences found between our myogenin expression results and those reported 

by Rescan et al. (1995) and Hughes et al. (1999) could be related to the methodology utilized 

(Northern blot x RT-qPCR). Then the myogenin expression pattern observed in adult pacu 

could be also related to the physiological characteristics of both red and white muscle to best 

adapt this specie to its ecological environment (Tan and Du, 2002).  
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In adult pacu, the myogenin mRNA levels detected in white muscle could be related 

to the intense process of satellite cells differentiation in mature myofibers (Watabe, 1999, 

2001), after their proliferation have been stimulated by MyoD expression, during the intense 

hypertrophy (Almeida et al., 2010). Similarly to MyoD, the myogenin expression observed in 

red muscle fibers could be related to maintenance of phenotypic identity and the regulation of 

fiber-type specific gene expression in this fiber type as reported in rodents (Hughes et al., 

1993). In mouse, changes in the levels of MyoD and myogenin induced by manipulation of 

hormone or innervation parallel change the fiber phenotype (Hughes et al., 1993). Then 

muscle phenotypic variation between red and white muscle fibers may depend in part on the 

ratio of individual myogenic regulatory factors, as MyoD and myogenin (Delalande and 

Rescan, 1999). 

Similarly to MyoD and myogenin, the mRNA levels of myostatin were similar 

between white and red muscle fibers in adult pacu. In mammals, protein and mRNA myostatin 

levels have been characterized in slow and fast-fiber-type dominated muscles. In rats, 

myostatin protein level was higher in the slow-fiber-type dominated muscles (soleus) than in 

fast-fiber-type dominated muscles (tibialis anterior) (Sakuma et al., 2000).  In contrast, 

myostatin mRNA and protein level were higher in fast-fiber-dominated muscles 

(gastrocnemius/plantaris) than in slow-fiber dominated muscles (soleus) of mice (Carlson et 

al., 1999) and rats (Wehling et al., 2000). In humans, there was no difference between fast-

fiber-dominated and slow-fiber-dominated muscles in terms of their myostatin gene 

expression (Gonzalez-Cadavid et al., 1998). 

Roberts and Goetz (2001) have reported by using Northern analysis that myostatin 

mRNA was higher in the red muscle of adult brook trout, king mackerel and yellow perch. In 

little tunny, myostatin was expressed predominately in white muscle, whereas in mahi-mahi 

the expression was similar in both fibers. Using PCR assays, Østbye et al. (2001) have 

demonstrated that, in salmon, the mRNA of myostatin is detectable in red muscle only. 

Patruno et al. (2008) have reported a similar level of myostatin mRNA between white fibers 

and red fibers from juveniles of sea bass, whereas adults (3 years) showed a higher value for 

myostatin mRNA in the red muscle fibers.  

The myostatin mRNA levels observed in the two muscle types of pacu, together with 

previous results obtained in other fish species (Østbye et al., 2001; Roberts and Goetz, 2001; 
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Patruno et al., 2008), suggest that myostatin expression pattern can vary markedly according 

to the fiber types, vertebrate specie and growth stage. The myostatin mRNA levels detected in 

white and red muscle of pacu may be involved to the regulation of the muscle fiber growth 

and to the maintenance of muscle mass in these compartments. Although muscle growth in 

this phase occurs mainly by hypertrophy, white and red fibers always reach a functional 

maximum diameter (Rowlerson and Veggetti, 2001), process which could be controlled by the 

myostatin expression. 

In conclusion, MyoD and myogenin mRNA levels detected in white muscle could be 

related to the proliferation and differentiation of satellite cells respectively, which have 

contributed to the hypertrophy, the main growth mechanism in adult pacu. Furthermore, in red 

muscle, the MyoD and myogenin expression could also be controlling the fiber-type 

phenotype.  The myostatin mRNA levels detected in white and red fibers could be related to 

the maintenance of muscle mass.  

Adult fish represent the main interested growth stage in commercial fish production.  

Researches in this stage could contribute to application of suitable strategies in commercial 

fish production, focusing on skeletal muscle growth improvement, which is the most important 

component in terms of aquaculture. Pacu makes up 4.5% of Brazilian freshwater fisheries 

(IBAMA, 2007). In aquaculture, pacu and hybrid P. mesopotamicus X Colossoma 

macropomum are responsible for 11.1% of Brazilian production (IBAMA, 2007).  Our results 

could provide valuable information for understanding the pacu skeletal muscle physiology 

during adult growth stage.  
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Anexo 1 

 

Estágio de doutorado realizado na Universidade de Pádua, Itália. 

 

1. A Universidade 

A Universidade de Pádua (Università degli Studi di Padova - UNIPD), localizada na 

cidade de Pádua-Itália (em italiano, Padova), é a segunda universidade mais antiga da Europa 

e uma das mais antigas do mundo. Foi fundada em 1222 por um grupo de estudantes e 

docentes que deixaram a Universidade de Bolonha em busca de uma maior “liberdade 

acadêmica” para ensinar, sem ser alvo de repressão pela igreja católica. A partir do século XV 

e até século XVIII, a universidade era conhecida pela pesquisa nas áreas de medicina, 

astronomia, filosofia e direito. Um de seus docentes ilustres foi o italiano Galileu Galilei, 

físico, matemático, astrônomo e filósofo.   

A universidade possui um teatro anatômico, um dos mais antigos da Europa, que, 

desde 1595, atraiu artistas e cientistas para o estudo do corpo humano durante dissecções 

públicas. Por ele, passaram anatomistas importantes como Andreas Vesalius, Gabriele 

Falloppio e William Harvey. Além disso, em 1678, Elena Lucrezia Cornaro Piscopia se tornou 

a primeira mulher no mundo a receber um diploma de graduação. 

Em 2009, a Universidade de Pádua foi considerada a melhor universidade da Itália. 

Nesse ano, a universidade contava com 66000 estudantes, dos quais 12000 formandos por ano, 

e 2396 docentes. A universidade possui uma ampla variedade de cursos distribuídos em 13 

escolas ou faculdades, como a Faculdade de Ciências Agrárias, Economia, Engenharia, 

Direito, Farmácia, Letras e Filosofia, Medicina e Cirurgia, Medicina Veterinária, Psicologia, 

Matemática/Física/Ciências Naturais, Ciências Humanas, Ciências Políticas e Ciências 

Estatísticas. Além disso, a universidade conta com 62 cursos de especialização e 34 cursos de 

doutorado. 

 A parte física da Universidade conta com 64 departamentos, 51 bibliotecas, 51 centros 

de pesquisa e serviços, um hospital clínico e uma fazenda agrária. 
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2. Prof. Dr. Marco Patruno 

O Prof. Dr. Marco Patruno é Professor Associado do Departamento de Ciências 

Experimentais Veterinárias da Universidade de Pádua. Possui 110 publicações internacionais, 

entre as quais, 38 artigos científicos, nove capítulos de livros e, em colaboração com outros 

pesquisadores, um livro-texto de Embriologia.  

Entre suas linhas de pesquisa estão: (a) Biologia de células-tronco isoladas de animais 

de interesse veterinário e (b) Expressão de miostatina e fatores de crescimento durante a 

miogênese e crescimento de diferentes espécies de peixes e mamíferos.  

O Prof. Dr. Patruno, juntamente com outros docentes do Departamento, publicaram 

trabalhos de referência na literatura para o estudo dos padrões de crescimento muscular em 

peixes (Veggetti et al, 1990, 1993; Patruno et al, 1998) e da expressão de genes envolvidos 

com a miogênese e o crescimento muscular, como miostatina, IGF-I e IGF-II (Maccatrozzo et 

al., 2001; Radaelli et al., 2003, 2008; Patruno et al., 2006, 2008).   

 

3. Estágio de doutorado 

O estágio de doutorado no exterior ocorreu no período de 19 de janeiro a 6 de maio 

de 2009. Além do Prof. Dr. Patruno, esse estágio foi orientado pela Dra. Roberta Sacchetto.  

Esse estágio permitiu vivenciar a rotina dos laboratórios do Departmento, 

acompanhando as diferentes metodologias desenvolvidas como técnicas histológicas de rotina 

(inclusão de tecidos em parafina, cortes e colorações), reações imunohistoquímicas, western 

blot, cultura celular e técnicas de biologia molecular, como as reações em cadeia da 

polimerase após transcrição reversa (RT-PCR) tradicional e quantitativa em Tempo Real (RT-

qPCR).  

O objetivo desse estágio foi determinar a sequência nucleotídica parcial dos genes 

IGF-I e beta-actina (gene de referência) expressos na musculatura branca do pacu.  

 

4. Material e métodos 

Amostras de músculo branco foram retiradas da região dorsal de exemplares juvenis 

de pacu e mantidas em solução de RNA Later (Ambion – Life Technologies Corporation, 
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Carlsbad, CA, USA), à temperatura ambiente, até o processamento no Laboratório de 

Anatomia e Fisiologia da Universidade de Pádua.  

As etapas de extração e análise do RNA total e seu tratamento com a enzima DNase 

foram realizadas conforme a metodologia descrita anteriormente. A transcrição reversa do 

RNA foi realizada utilizando-se o kit SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Para cada amostra, em uma alíquota de 

2 µg do RNA total tratado com DNase, foram adicionados 1 L de dNTP mix (10 mM) e 1 L 

de random primers (50 ng/L), com o volume final de 10 L ajustado com água ultrapura 

(Gibco - Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Essa reação foi incubada por 5 

minutos a 65°C e, em seguida, por 1 minuto a 4ºC. Posteriormente, foi adicionado, à cada 

amostra, 9 L de uma solução contendo 2 L de tampão RT 10X, 4 L de MgCl2 (25 mM), 2 

L de DTT (0.1 M) e 1 L de Inibidor de RNase. Cada reação foi levemente agitada e 

incubada a 25°C por 2 minutos, sendo, em seguida, adicionado 1 L da enzima SuperScript II 

RT com incubações sucessivas por 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 42°C e 15 minutos a 

70°C.  

Para a realização da RT-PCR, foram utilizados 1 L do cDNA, 2 L de tampão para 

PCR 10X, 0.4 L de dNTPs (10 mM), 1 L de primer senso (10 M), 1 L de primer  

antisenso (10 M), 0.1 L de Taq polimerase e 12.7 L de água ultrapura, totalizando um 

volume de 20 uL de reação. Os parâmetros da reação foram uma incubação inicial a 94°C por 

3 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 40 segundos (denaturação), 58°C por 40 segundos 

(anelamento) e 72°C por 40 segundos (extensão), com uma etapa de extensão final a 72°C 

durante 2 minutos. 

Para a amplificação de um segmento do gene do IGF-I, foram testados dois conjuntos 

de primers senso e antisenso (primers A-B e C-D, Tabela 1), disponíveis no laboratório, 

desenhados a partir da seqüência codificante do RNAm expressa nos teleósteos Sparus aurata 

(número de acesso no GenBank: AY996779) e Dicentrarchus labrax (número de acesso no 

GenBank: AY800248), respectivamente. Também foram testados conjuntos de primers 

degenerados construídos a partir das regiões conservadas do RNAm (primers senso: E e F e 

antisenso: H e I) e da proteína IGF-I (primers senso G e antisenso J) entre diferentes espécies 

de vertebrados, incluindo os teleósteos (Tabela 1). Em relação aos conjuntos de primers E e F 

e H e I, foram testadas as combinações E-H, E-I, F-H e F-I.  
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Para a amplificação de um segmento do gene da beta-actina, foi utilizado um 

conjunto de primers senso e antisenso, disponível no laboratório, desenhado com base na 

seqüência codificante do RNAm expressa no teleósteo Sparus aurata (número de acesso no 

GenBank: AF384096) (Tabela 2).  

 

Tabela 1. Primers utilizados na reação de RT-PCR tradicional para o gene IGF-I. 

 

Primers Orientação Seqüência nucleotídica (5’→3’) Baseado em Posição 
inicial 

A Senso AGCCCAGAGACCCTGTGC  Sparus aurata 405 
B Antisenso GGCAGGTGCACAGTACATC  Sparus aurata 587 
C Senso GTGTGTGGAGAGAGAGGCTTTTA Dicentrarchus labrax 181 
D Antisenso GTGACCGCCGTGCATTGG Dicentrarchus labrax 247 
E Senso GGTGCNGARYTNGT5GA5AC Degenerado ---- 
F Senso YTNCARTTYGTNTGYGG5GA Degenerado ---- 
G Senso CARTTYGTGTGYGGNGA Degenerado ---- 
H Antisenso YTCRCANSWYTGRAARCARCA Degenerado ---- 
I Antisenso YTCRCANSWYTGRAARCA5CA Degenerado ---- 
J Antisenso TGRAARCARCAYTCRTC Degenerado ---- 

S: primer senso, A: primer antisenso, bases degeneradas - Y: C+T; R: A+G; N: A+T+C+G; S: 
C+G; W: A+T 

 

 

Tabela 2. Primers utilizados na padronização da reação de RT-PCR tradicional para o gene 

beta-actina. 

 

Primers Seqüência de nucleotídeos (5’→3’) Posição inicial 
Senso ACCCTGTCCTGCTCACAGAG 76 

Antisenso GGGAGTCCATAACAATACCAGTG 240 

 

 

Os produtos de PCR referentes aos genes IGF-I e beta-actina, foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TBE 1X (Tris - ácido bórico - EDTA), 

contendo 3 µL de brometo de etídio, durante 40 minutos a 100V.  
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Para confirmar se os produtos da RT-PCR, visualizados no gel de agarose, 

correspondiam à seqüência parcial do gene IGF-I, foi realizada a clonagem e seqüenciamento 

nucleotídico desses produtos. O produto da RT-PCR referente ao gene beta-actina, visualizado 

no gel de agarose, foi diretamente sequenciado, não sendo realizada a clonagem desse produto. 

Para a clonagem do produto de PCR, referente a um segmento do gene do IGF-I, foi 

utilizado o kit TOPO TA Cloning (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Para 

a reação de ligação dos insertos (produto de PCR correspondente ao gene IGF-I) ao 

plasmídeo, em um tubo esterilizado foram adicionados 4 μL do inserto, 1 μL de Salt Solution e 

1 μL do vetor pCR 2.1-TOPO. Essa solução foi misturada cuidadosamente com uma 

micropipeta e incubada a 25ºC durante 10 minutos.  

Para as reações de transformação bacteriana, em um tubo esterilizado foram 

adicionados 50 μL de bactérias Escherichia coli competentes (acondicionadas a -80ºC) e 2 μL 

da reação de ligação inserto-plasmídeo, misturando cuidadosamente com uma micropipeta. Os 

tubos foram mantidos a 4ºC por 5 minutos, seguido de um choque térmico a 42ºC por 30 

segundos. Os tubos foram novamente incubados a 4ºC durante 2 minutos. Em cada amostra, 

foram adicionados 250 μL de meio S.O.C. (2% Triptona, 10 mM NaCl, 0,5% de extrato de 

levedura, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 e 20 mM de glicose), à temperatura 

ambiente, seguida de uma incubação a 37ºC por 1 hora, sob agitação horizontal a 200 rpm. O 

produto de transformação foi espalhado em placas de Petri estéreis com meio LB sólido 

(peptona 1%, NaCl 0.17 M, extrato de levedura 0.5%, ágar 1.5%, pH 7.5), contendo 50 μg de 

ampicilina por mililitro de meio LB e 40 μL de X-Gal [5-bromo-4-cloro-3-indolil-(-D-

galactoside) - 40mg/mL], para posterior seleção dos recombinantes (colônias brancas). As 

placas foram incubadas, com o meio de cultura voltado para cima, em estufa a 37ºC por um 

período de 16 horas. 

Para verificar a presença de insertos de interesse nos clones obtidos, as colônias 

brancas (potencialmente portadoras do inserto de interesse) foram repicadas em meio sólido 

LB e submetidas às reações de amplificação (PCR). Nessa reação, foram utilizados os primers 

M13F (5’- AGCGGATAACAATTTCACACAGG- 3’) e M13R (5’- CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG- 

3’) que anelam nas regiões flanqueadoras do local de inserção do fragmento no plasmídeo. Os 

clones de interesse, depois de identificados, foram estocados em freezer -80ºC.  
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Para a PCR dos clones, foram preparadas reações contendo uma fração de DNA, 

obtido diretamente da colônia, com auxílio de uma ponteira, 1 μL de tampão de PCR 10X, 0.2 

μL de dNTPs (200 mM), 0.5 μL de primer M13F (10 µM), 0.5 μL de primer M13R (10 µM), 

0.5 μL de Taq DNA polimerase e 7.35 μL de água estéril, totalizando um volume final de 20 

μL. A reação de amplificação foi realizada com um ciclo inicial de 95ºC por 3 minutos, 

seguido de 34 ciclos a 95º C por 30 segundos, 50ºC por 1 minuto e 72ºC por 2 minutos 

(extensão da fita de DNA), seguidos de uma etapa de extensão final a 72º C por 5 minutos. A 

incorporação dos insertos, em cada amostra, foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 

a 1% em tampão TBE 1X, contendo 3 µL de brometo de etídio, durante 40 minutos a 100V.  

O produto da RT-PCR para o gene beta-actina e os produtos da PCR de 

sequenciamento para o gene IGF-I foram enviados ao Serviço de Seqüenciamento disponível 

na Universidade. 

 

5. Resultados parciais 

Para a obtenção da sequência parcial do gene IGF-I, a RT-PCR foi realizada 

utilizando-se as combinações A-B, C-D, E-H, E-I, F-H, F-I, G-J entre os primers senso e 

antisenso, disponíveis para esse gene. Apenas a combinação de primers degenerados G-J 

resultou na amplificação de um produto de peso molecular esperado (aproximadamente 100 

pares de bases) (Figura 1a). Esse produto de RT-PCR, referente ao IGF-I e visualizado em gel 

de agarose, foi clonado e sequenciado. 

Para a obtenção da sequência parcial do gene beta-actina, a combinação dos primers 

senso e antisenso específicos resultou na amplificação de um produto de peso molecular 

esperado (aproximadamente 200 pares de bases) (Figura 1b). Esse produto de PCR foi 

diretamente seqüenciado.  
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Para o gene IGF-I, as sequências nucleotídicas obtidas, a partir dos clones 3 e 7, 

foram idênticas. Essas sequências e a sequência parcial obtida para o gene beta-actina foram 

submetidas ao banco de dados BLASTN (Altschul et al., 1997) do site NCBI (National Center 

for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), confirmando amplificação 

específica e alta similaridade com os mesmos genes descritos em outras espécies de 

vertebrados, incluindo os teleósteos.  

As seqüências nucleotídicas (5’→3’) do IGF-I e beta-actina, expressas na 

musculatura do pacu, apresentaram 108 e 156 pares de bases, respectivamente. A sequência 

parcial do gene IGF-I foi submetida ao banco de dados do Genbank e seu número de acesso é 

HM561965. A sequência parcial do gene da beta-actina também foi submetida ao Genbank, 

mas seu número de acesso ainda não está disponível. Essa sequência está representada a 

seguir. 

 

Seqüência parcial codificante do RNAm referente ao gene beta-actina 

 
ACCCTGTCCTGCTCACAGAGGCTCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGA

CCTTCAACGTCCCCGCCATGTATGTGGCCATCCAGGCTGTGCTGTCCCTCTACGCCTCTGGCCGTACCACTGGTA

TTGTTA 

 

 

6. Conclusões sobre o estágio 

 O estágio de aperfeiçoamento no exterior me possibilitou conhecer diferentes 

metodologias utilizadas nos laboratórios do departamento, a rotina de trabalho, além de 

aprofundar meus conhecimentos na área de biologia molecular, com enfoque na técnica de 

RT-qPCR, clonagem e análise de sequências nucleotídicas. Esses conhecimentos contribuíram 

de forma significativa na execução dos experimentos de biologia molecular dessa tese de 

doutorado, além de permitir que eu contribuísse com alguns experimentos desenvolvidos no 

Laboratório de Biologia do Músculo Estriado na UNESP-Botucatu. Agradeço imensamente ao 

Prof. Dr. Marco Patruno por ter aceitado meu pedido de estágio, à Dra. Lisa Maccatrozzo pela 

dedicação na análise das sequências obtidas para o pacu e à Dra. Roberta Sacchetto por ter se 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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dedicado intensamente aos meus experimentos durante esses quatro meses. Além da 

experiência científica, agradeço pela inesquecível experiência de vida.  
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Anexo 2 

 

Análise da expressão quantitativa do gene IGF-I na musculatura branca do pacu 

 

Após a finalização das atividades de estágio no exterior, que resultou na obtenção da 

sequência parcial do gene IGF-I, expresso na musculatura branca do pacu, foi analisada a 

expressão quantitativa desse gene, por RT-qPCR, nas amostras de cDNA obtidas do músculo 

branco de pacus com 45, 90, 180, 400 dias após a eclosão e adultos (n=8 para cada grupo 

experimental), coletadas previamente. A partir da sequência do IGF-I obtida, foi desenhado 

um conjunto de primers senso (5’-TGTGTGGAGACAGAGGCTTTT-3’) e antisenso (5’-

GAAGGAGGGCCATAACCTGT-3’), utilizando-se o software Primer Express 3.0 (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Os primers foram sintetizados 

comercialmente (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) e diluídos em água 

ultrapura (Gibco - Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) para uma 

concentração final de 5 µM. 

A padronização da RT-qPCR e a análise da expressão gênica do IGF-I foram 

realizadas de acordo com a metodologia descrita anteriormente para a expressão quantitativa 

dos genes MyoD, miogenina e miostatina.  

 

Resultados parciais e discussão 

Os resultados referentes à expressão gênica do IGF-I, na musculatura branca do pacu, 

estão apresentados na Figura 1.  

Os níveis de expressão do RNAm para o IGF-I  foram semelhantes nos animais com 

45 e 90 dias, diminuindo significativamente nos animais com 180 dias e adultos. Nos animais 

com 180 e 400 dias e adultos, a expressão do IGF-I foi semelhante. No grupo de 400 dias, a 

expressão de IGF-I também foi semelhante à dos animais com 45 e 90 dias (Figura 1). 
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fases de crescimento, desde larvas até adultos (Patruno et al., 2008). Em relação ao músculo 

esquelético, o efeito mitogênico do IGF-I foi descrito em modelos de cultura de mioblastos ou 

células satélites do zebrafish (Pozios et al., 2001), truta arco-íris (Castillo et al., 2004), Sparus 

aurata (Funkenstein et al., 2006) e salmão (Bower & Johnston, 2010). 

 De acordo com a análise morfométrica, apresentada nesse trabalho, a hiperplasia foi o 

principal mecanismo de crescimento muscular nos animais com 45 dias, onde foi observada 

uma alta frequência de fibras brancas com diâmetro menor que 20 µm, caracterizando o 

recrutamento de novas fibras musculares (Rowlerson & Veggetti, 2001). Os níveis de RNAm 

para o IGF-I, observados nesse período, podem estar relacionado com a ação mitogênica do 

IGF-I em estimular a proliferação de células satélites, que sofreriam fusão para formar novos 

miotubos na superfície das fibras existentes, com posterior diferenciação em novas fibras 

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

Durante a fase juvenil, como nos animais com 45 dias, a hiperplasia é o mecanismo 

de crescimento predominante, em relação à hipertrofia (Almeida et al., 2008). Nessa fase, 

foram observadas a hiperplasia estratificada, responsável pelo espessamento dos 

compartimentos musculares, e a hiperplasia em mosaico, onde a formação de novas fibras 

musculares ocorre por toda a extensão do miótomo a partir da proliferação, fusão e 

diferenciação das células satélites. A hiperplasia em mosaico contribui para o crescimento 

muscular de espécies de peixes de interesse comercial na aqüicultura que atingem um grande 

tamanho final (Rowlerson & Veggetti, 2001), como o pacu. A evidência da ocorrência da 

hiperplasia em mosaico, de acordo com a análise morfométrica, é a observação, em cortes 

transversais do músculo esquelético, de um mosaico de fibras de diferentes tamanhos e 

estágios de diferenciação (Johnston, 1999; Rowlerson & Veggetti, 2001). De acordo com 

nossos resultados, Patruno et al. (2006) observaram um pico de expressão do RNAm do IGF-I  

no teleósteo Umbrina cirrosa com 15 dias após a eclosão, sugerindo a contribuição do IGF-I 

no crescimento muscular por hiperplasia estratificada e em mosaico.  

   Nos animais de 90, 180 e 400 dias, foi observada uma alta freqüência de fibras com 

diâmetro entre 20 e 50 µm, indicando uma diminuição na intensidade da hiperplasia e o início 

dos processos de diferenciação das fibras musculares recém-formadas e de hipertrofia. Assim, 

nesses animais, tanto a hiperplasia como a hipertrofia contribuíram para o crescimento 



 

 120 

muscular. Os níveis de expressão do gene IGF-I, detectados nesses animais, podem estar 

relacionados com o estímulo para a proliferação de células satélites que podem sofrer fusão 

para formar novas fibras musculares (hiperplasia) ou fundirem-se a uma fibra muscular já 

diferenciada, aumentando o número de núcleos e a síntese de miofibrilas, resultando no 

aumento do diâmetro da fibra muscular (hipertrofia) (Koumans & Akster, 1995; Johnston, 

1999; Rowlerson & Veggetti, 2001).    

Os animais adultos apresentaram uma baixa freqüência de fibras com diâmetro menor 

que 20 µm e uma alta freqüência de fibras com diâmetro maior que 50 µm. Assim, nessa fase 

de crescimento, a hiperplasia foi menos significativa e a hipertrofia foi o principal mecanismo 

que contribuiu com o crescimento muscular, uma vez que fibras com diâmetro maior que 50 

µm caracterizam a hipertrofia (Rowlerson & Veggetti, 2001). Os níveis de RNAm do IGF-I, 

observados nessa fase, podem estar relacionados com o estímulo da proliferação de células 

satélites que contribuíram, principalmente, com a hipertrofia muscular.    

 As células satélites sofrem influência de uma grande variedade de moléculas, como 

hormônios e fatores de crescimento e de transcrição, resultando na sua ativação, proliferação e 

diferenciação (Hawke & Garry, 2001). Além do IGF-I, a ativação das células satélites pode ser 

sinalizada pela expressão dos fatores de regulação miogênica, como a MyoD e a miogenina.

 De acordo com nossos resultados, a MyoD e o IGF-I podem estar envolvidos com a 

proliferação de células satélites, enquanto a miogenina deve estar controlando a sua 

diferenciação, durante a hiperplasia e/ou hipertrofia, dependendo da fase de crescimento 

considerada.  Assim, de acordo com os nossos resultados, a MyoD, o IGF-I e a miogenina 

podem estar envolvidos com o crescimento muscular do pacu durante as fases analisadas.   

 Na literatura, observa-se uma grande variação dos resultados em relação ao padrão de 

expressão dos MRFs e do IGF-I na musculatura, dependendo da espécie considerada, da fase 

de crescimento e das condições ambientais e experimentais utilizadas. A regulação desses 

fatores de crescimento pode ser variável de acordo com o estágio de crescimento, condições 

ambientais, comportamento natatório da espécie, mecanismos de crescimento e tamanho final 

alcançado pelo animal adulto (Patruno et al., 2008).  

 Na literatura, a maioria dos estudos envolve a caracterização dos genes MyoD, 

miogenina e IGF-I e seu padrão de expressão nas fases inicias do desenvolvimento e 
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pouquíssimos trabalhos relacionam a expressão dessas moléculas com o crescimento muscular 

em peixes. Esse estudo mostra, pela primeira vez na literatura, a expressão quantitativa dos 

genes MyoD, miogenina e IGF-I durante o crescimento muscular do pacu, espécie de grande 

importância comercial na aqüicultura brasileira.  
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8. Conclusões e considerações finais 

 

A hiperplasia em mosaico foi observada em todos os grupos experimentais. Nos 

animais com 45 dpe também foi observada a hiperplasia estratificada. Nos animais adultos, a 

hipertrofia foi o mecanismo de crescimento predominante. 

Os genes MyoD, miogenina e IGF-I apresentaram expressão diferencial, no músculo 

branco do pacu, de acordo com a idade. Nos adultos, a expressão de MyoD, miogenina e 

miostatina foi semelhante entre os músculos branco e vermelho.  

 As fases iniciais de crescimento do pacu, nas quais a hiperplasia é significativa, e os 

animais de 180 dias, que apresentaram um pico de expressão dos genes MyoD e miogenina, na 

musculatura branca, podem ser investigados para a aplicação de estratégias que potencializem 

o crescimento muscular, como diferentes protocolos de alimentação e aplicação de fatores de 

crescimento, beneficiando o produtor na obtenção de animais saudáveis, com rápido 

crescimento e alto rendimento de filé.  

 Os resultados obtidos nesse estudo podem servir de referência para a obtenção das 

sequências gênicas expressas em outras espécies brasileiras de peixes e auxiliar na melhor 

compreensão dos mecanismos regulatórios do crescimento muscular.  
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