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Impacto potencial desta pesquisa
1. Titulo da Tese: Perfil transcricional de células musculares de pacu (Piaractus mesopotamicus)

em resposta a sinais pro-crescimento: estudos in vitro € in vivo

Impacto cientifico: o presente estudo pode contribuir para melhor compreensdo da biologia do
tecido muscular esquelético em peixes em diferentes modelos de estudos através da
caracterizacdo do perfil transcricional de células musculares in vitro de pacus (Piaractus
mesopotamicus), em relagdo ao tecido muscular esquelético in vivo de juvenis dessa espécie.
Além disso, os dados obtidos auxiliam na compreensdo de como fatores externos influenciam
no crescimento do tecido muscular nestes animais através da avaliacdo do perfil transcricional

destas mesmas células frente a exposi¢do aos fatores pro-crescimento, Igfl e aminoacidos.

Impacto Econdmico e Social: o musculo esquelético em peixes representa uma fonte de
alimentagdo para consumo humano. Recentemente, carnes em laboratério tém sido
desenvolvidas a partir de uma técnica chamada cultura de células. Essa técnica visa a producao
de carnes com as mesmas caracteristicas daquelas retiradas de animais, porém com menor
impacto ambiental. Nesse estudo, buscamos entender como as células musculares de pacu se
comportam em cultura com o objetivo de viabilizar estratégias para tornar essas células ainda
mais semelhantes ao musculo desses animais e contribuir com pesquisas visando a futura
producdo da carne de peixes em laboratorio. Além disso, analisamos a expressao de moléculas
de sinalizagdo expressas pelas células, quando expostas aos fatores que estimulam o
crescimento das células musculares com o objetivo de contribuir com o entendimento sobre

condi¢des que podem maximizar o crescimento muscular e o rendimento do filé em peixes.



Potential impact of this research
1. Thesis Title: Transcriptional profile of pacu (Piaractus mesopotamicus) muscle cells in

response to pro-growth signals: in vitro and in vivo studies

Scientific impact: the present study can contribute to a better understanding of the biology of
skeletal muscle tissue in fish in different study models by characterizing the transcriptional
profile of in vitro muscle cells from pacu (Piaractus mesopotamicus) concerning the skeletal
muscle tissue in vivo of juveniles of this species. Furthermore, the data obtained helps to
understand how external factors influence the growth of muscle tissue in these animals through
the evaluation of the transcriptional profile of these same cells when exposed to pro-growth

factors, Igfl, and amino acids.

Economic and Social Impact: skeletal muscle in fish represents a food source for human
consumption. Recently, cultivated meat has been engineered using a technique called cell
culture. This technique aims to produce meat with the same characteristics as those taken from
animals but with less environmental impact. In this study, we sought to understand how pacu
muscle cells behave in culture to enable strategies to make these cells even more like the
muscles of these animals and contribute to research involving the future production of fish meat
in the laboratory. Furthermore, we analyzed the expression of signaling molecules expressed
by cells when exposed to factors that stimulate the growth of muscle cells to contribute to

understanding conditions that can maximize muscle growth and fillet yield in fish.
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Resumo

Os peixes compdem um dos grupos de vertebrados mais diversos do planeta, apresentando
importancia econdmica e ecologica. O estudo da biologia desses animais tem sido aplicado para
compreensdo de fenomenos biologicos e para a avaliagdo do controle de poluentes, sendo
considerados importantes indicadores biologicos. Dentre outras propriedades, esses animais
apresentam caracteristicas relevantes para o estudo do musculo que os diferenciam de outros
grupos, porém o perfil molecular de suas células musculares em ambiente in vitro nao € bem
caracterizado. A cultura de células tem contribuido para a compreensao dos efeitos diretos de
fatores extrinsecos em células musculares, considerando que estes podem desencadear
alteragdes em vias de sinalizacdo no tecido muscular, resultando também na alteracdo do
fenotipo desse tecido. Fatores pro-crescimento tem sido estudados como fortes efetores para o
estimulo da miogénese e hipertrofia das células musculares, sendo o Igfl (insulin-like growth
factor 1) um dos fatores mais estudados nesses animais. Nesse sentido, objetivamos caracterizar
o perfil transcricional de células musculares in vitro de pacus (Piaractus mesopotamicus), em
relacdo ao tecido muscular esquelético in vivo de juvenis dessa espécie e avaliar o perfil
transcricional dessas células frente a exposi¢@o aos fatores pro-crescimento, Igfl e aminodacidos.
De forma geral observamos que as principais diferengas moleculares entre os modelos in vitro
e in vivo foram relacionadas a proliferagao e diferenciacao celular, estabelecimento de matriz
extracelular e comunicacao célula-célula, sendo estes processos mais enriquecidos no modelo
in vitro, e processos de obtencdo de energia, sendo no modelo in vivo esses processos foram
mais diversos. Quanto ao estimulo com os fatores pro-crescimento, observamos que 0s
aminoacidos tiveram um efeito direto e terminal no crescimento muscular, estimulando
processos de proliferacao e diferenciacao das células musculares, enquanto o tratamento com
Igfl teve um efeito inicial e indireto, estimulando a sintese de proteinas e componentes de sua
propria via de sinalizagdo. Identificamos genes chaves e microRNAs modulados
especificamente por esses fatores pro-crescimento que podem ser utilizados futuramente como
possiveis marcadores moleculares da modulacao do crescimento muscular. Em conjunto, os
dados obtidos no presente estudo podem permitir uma melhor compreensao sobre a manutengao
de células musculares de peixes em ambiente in vitro, possibilitando melhor caracteriza¢dao do
perfil molecular do musculo esquelético de peixes e possiveis aplicacdes na producao de carne
in vitro, além de elucidar o mecanismo de agdo de fatores de crescimento no tecido muscular

desses animais, possibilitando futuras aplicagdes nos sistemas de aquicultura.

Palavras-chaves: musculo; peixes; cultura celular; analise global; transcriptoma



Abstract

Fishes are one of the most diversified vertebrate groups on the planet, with worldwide
importance in economic and food production. The study of the biology of these animals has
been applied to understand several biological phenomena and to evaluate the control of
pollutants in the environment, as these animals are considered biological indicators. Among
other properties, fishes have relevant characteristics for the skeletal muscle study that
differentiate them from other groups. Nevertheless, the molecular profile of their muscle cells,
especially in an in vitro environment, is not well characterized. Cell culture has contributed to
the understanding of the direct effects of extrinsic factors on fish muscle cells, considering that
these factors can trigger alterations in the modulation of signaling pathways in skeletal muscle,
which also results in changes in the phenotype of this tissue. Among the factors that modulate
muscle tissue, pro-growth factors have been studied as effective effectors for stimulating
myogenesis and hypertrophy of muscle cells, with Igfl (insulin-like growth factor 1) being one
of the most studied growth factors in these animals. In this sense, the objective of this work was
to characterize the transcriptional profile of in vitro muscle cells of pacus (Piaractus
mesopotamicus) compared to the in vivo skeletal muscle tissue of pacu juveniles and to evaluate
the transcriptional profile of these cells submitted to treatment with pro-growth factors, Igfl
and amino acids. In general, the main differences between the in vitro and in vivo models were
related to cell proliferation and differentiation, extracellular matrix establishment, and cell-cell
communication, processes that were enhanced in the in vitro model, and processes related to
energy production that were more diverse in the in vivo model. Considering the pro-growth
stimulus, the amino acids had a direct and terminal effect, stimulating the proliferation and
differentiation of muscle cells, while Igfl had an initial effect, stimulating protein synthesis and
its own pathway. We identified key genes and microRNAs modulated by each pro-growth factor
that can be future applied as molecular markers of muscle growth modulation. The data obtained
in the present study may allow a better understanding of the maintenance of fish muscle cells
in an in vitro environment, allowing a better characterization of the molecular profile of fish
skeletal muscle and its possible applications in in vitro meat production. In addition, our data
can elucidate the mechanism of action of the growth factors in the muscle tissue of these animals,
allowing future innovations in aquaculture systems.

Keywords: muscle; fish; cell culture; omics; transcriptome



1. Introducao

1.1. Musculo estriado esquelético em peixes

O setor da aquicultura tem ganhado grande reconhecimento por sua contribui¢do nas
areas de nutricdo e seguranga alimentar, sendo um dos principais setores de comercializagao
mundial (FAO, 2022). Somente em 2020 a producao global da aquicultura alcangou a marca de
178 milhdes de toneladas, o que corresponde a 406 bilhdes de dolares. Do total da produgdo,
51% sdo provenientes de capturas, enquanto 49% correspondem a sistemas de cultivo. Ainda,
89% da producao total ¢ direcionada exclusivamente para o consumo humano (FAO, 2022).

No Brasil, a producdo no setor da aquicultura chegou a 664 mil toneladas em 2021.
Peixes nativos, como os redondos, totalizaram em conjunto 147 mil toneladas da produgao
nacional (IBGE, 2022). Entre os peixes redondos podemos citar o pacu (Piaractus
mesopotamicus), que possui crescimento acelerado e boa aderéncia a alimentacdo artificial,
adaptacdes importantes para a aquicultura intensiva (Urbinati e Gongalves, 2005; Volkoff et al,
2017).

Os peixes compdem um dos grupos mais diversos de vertebrados do planeta e, além de
sua importante representacao no setor economico e alimenticio, esses animais também possuem
caracteristicas vantajosas para o estudo do tecido muscular. Devido ao habitat em que vivem, a
proporcao de 40 a 70% de tecido muscular esquelético, em relagdo ao peso corporal, € benéfica,
pois permite a execucao de movimentos rapidos, o que devido a densidade do ambiente aquatico
demanda maior quantidade de energia se comparado ao ambiente terrestre (Bone, 1978).

O crescimento muscular nesses animais apresenta uma caracteristica que os diferem dos
outros vertebrados, o crescimento indeterminado. Ap6s a matura¢do sexual, a formacao de
novas fibras musculares, processo denominado hiperplasia, continua em taxas
significativamente maiores nos peixes em comparagdo aos mamiferos. Nos mamiferos, o
aumento da massa muscular na fase pds-natal ocorre quase que exclusivamente pelo aumento
do didmetro de fibras musculares pré-existentes, processo denominado hipertrofia. Ainda,
apesar de alguns teledsteos nao apresentarem este padrao de crescimento, como o zebrafish
(Danio rerio), essa caracteristica confere beneficios para a utilizacdo desses animais como
modelos para estudos do crescimento muscular de forma continua (Biga e Goetz, 2006; Vélez
et al, 2016).

Outra caracteristica Unica desse grupo € a organizagdo do tecido muscular. Em peixes,
a musculatura esquelética se organiza em midmeros, estruturas morfofuncionais idénticas. Os

midmeros sdo separados entre si por camadas de tecido conjuntivo, os miosseptos. A



organizagdo entre os midmeros e miosseptos se apresenta de forma caracteristica, lembrando a
letra W (Fig. 1). Essa forma de organizagdo do musculo esquelético auxilia na realiza¢ao dos
movimentos ondulatorios para natagao e para a transmissao da forca de contracao (Sénger e

Stoiber, 2001).

Septo horizontal

/
Musculatura epaxial

. Miémero

Miossepto

Musculatura hipaxial

Figura 1. Organizacdo da musculatura esquelética em peixes. Miomeros separados por miosseptos.
Adaptado de: 2005. "v04 id131 con_axialmu.jpg" (On-line), Animal Diversity Web. Acesso em 23 de
julho de 20203. Disponivel em:

https://animaldiversity.org/collections/contributors/Grzimek _fish/structure function/v04 id131 con a
xialmu/.

Por fim, uma terceira carateristica que diferencia a organizac¢ao do tecido muscular nos
peixes € a compartimentalizagdo. Nesses animais, as fibras, ou células musculares, sdo
delimitadas em trés compartimentos: oxidativo ou vermelho, glicolitico ou branco e
intermediario. A propor¢ao de cada compartimento varia de acordo com a espécie € com o
ambiente em que o animal habita (Johnston et al, 1977).

O compartimento de fibras oxidativas conta com grande suprimento sanguineo, motivo
pelo qual esse compartimento também pode ser denominado como vermelho. As fibras
presentes nessa regido possuem muitas mitocondrias € consequentemente o metabolismo
oxidativo ¢ predominante. As células desse compartimento sdo recrutadas em movimentos
continuos como para a sustenta¢ao do animal na coluna d’dgua e migragao (Johnston et al, 1977;
Sédnger e Stoiber, 2001). As fibras musculares do compartimento glicolitico, também
denominado de compartimento branco, possuem poucas mitocOndrias, metabolismo
predominantemente glicolitico e diametros maiores em comparagao as fibras do compartimento
oxidativo. Nesse compartimento o suprimento sanguineo ¢ baixo e as fibras musculares

contribuem para a realizagdo de movimentos rapidos, como a captura de presas e fuga de



predadores (Johnston et al, 1977; Sénger e Stoiber, 2001). Entre os compartimentos oxidativo
e glicolitico, ha o compartimento intermedidrio no qual as fibras musculares apresentam
caracteristicas mistas tanto de células musculares oxidativas quanto glicoliticas (Johnston et al,

1977; Sénger e Stoiber, 2001) (Fig.2).

Figura 2. Compartimentalizacao do tecido muscular em peixes. (A) Comparacdo entre o compartimento
glicolitico (em rosa) ¢ o compartimento oxidativo (em vermelho) na maioria dos peixes € em uma
espécie especifica, o atum (Thunnus spp). Fonte: Macmillan learning. Acesso em 23 de julho de 2023.
Disponivel em
https://www.macmillanhighered.com/BrainHoney/Resource/6716/digital_first content/trunk/test/hillis
2¢/hillis2e ch33 4.html. (B) Corte histoldgico do tecido muscular esquelético de pacu mostrando a
separagdo dos compartimentos oxidativo (SM), intermediario (IM) e glicolitico (FM). Reagdo
histoquimica por NADH-TR. Fonte: Dal-Pai-Silva et al, 2019, pp. 165, In: Baldisseroto, Urbinati e
Cyrino. Biology and Physiology of Freshwater Neotropical Fish.

1.2. Miogénese em peixes

O processo de formagao do tecido muscular esquelético, ou miogénese, em peixes assim
como nos demais vertebrados ocorre no inicio da embriogénese. Especificamente nos peixes, o
tecido muscular da regido axial ¢ o mais abundante, auxiliando nos movimentos necessarios
para natacdo e sustentacdo (Keenan e Currie, 2019). No grupo dos teledsteos, a miogénese se
inicia com a segmentagdo anteroposterior da mesoderme paraxial em blocos de células

denominados somitos. Em seguida, os somitos sdo novamente segmentados em outros dois



conjuntos de células: esclerétomo e midtomo. No midtomo, as células passam a expressar
fatores de regulacao miogénica (MRFs, do inglés: myogenic regulatory factors), sendo neste
estagio do desenvolvimento que se tornam comprometidas com a linhagem miogénica. Nesta
etapa do desenvolvimento, as células também passam a apresentar componentes caracteristicos
das células musculares, como proteinas estruturais, miosinas (Currie e Ingham, 2001; Keenan
e Currie, 2019).

Para o grupo dos peixes, o comprometimento ja no inicio do desenvolvimento com a
linhagem miogénica ¢ uma carateristica vantajosa, considerando que a fertilizacdo geralmente
ocorre no ambiente externo. Sendo assim, o comprometimento inicial e a rapida formacao de
células musculares propiciam a fuga de predadores, o que aumenta a chance de sobrevivéncia
dos embrides (Currie e Ingham, 2001).

Apds a formagdo e comprometimento das células miogénicas, células denominadas
adaxiais passam pela determinacdo de seu fenotipo a partir da influéncia de fatores derivados
da notocorda (Fig. 3). Um exemplo disso ¢ o fator Hedgehog que reprime a expressao de genes
que determinam as células musculares glicoliticas, o que resulta no fendtipo oxidativo das
células adaxiais (Blagden et al, 1997; Keenan e Currie, 2019). E a partir do desenvolvimento
das células adaxiais que células estriadas e alongadas passam a compor o miétomo, assim como
células musculares denominadas como pioneiras que contribuem para as demais etapas da
formagao muscular (Currie e Ingham, 2001; Keenan e Currie, 2019).

Como discutido anteriormente, as fibras musculares em peixes sdo separadas em
compartimentos bem delimitados de acordo com suas caracteristicas fenotipicas e fisiologicas.
A musculatura vermelha se forma a partir da migracao das células adaxiais da regido adjacente
a notocorda para a regido superficial do embrido. J4 o compartimento da musculatura branca se
forma a partir de células que, apds a migragao das células adaxiais, permanecem na regiao
interna do midtomo (Fig. 3) (Devoto et al, 1996). Em compara¢do, nos mamiferos a
especificagdo dessas células ocorre ao longo de todo o midtomo, o que caracteriza a distribui¢ao
irregular de células musculares com padrao fisioldgico distinto no tecido muscular esquelético

desses animais (Currie e Ingham, 2001).
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Figura 3. Miogénese embrionaria em peixes. (A) Esquema de corte transversal de embrido de
zebrafish com 13 horas de desenvolvimento. Células denominadas adaxiais passam pela
determinacdo de seu fenotipo pelo estimulo de fatores derivados da notocorda, essas células dardo
origem as fibras musculares do compartimento vermelho. Células pré-somiticas laterais contribuem para
o desenvolvimento das fibras da musculatura branca. (B) Esquema de corte histologico de embrido de
zebrafish com 24 horas de desenvolvimento destacando a localizagdo das células das musculaturas
vermelha e branca apds a migracdo das células adaxiais. (C) Fibras musculares do compartimento
vermelho (em verde — marcacdo por anticorpo S58) formam uma camada de células superficiais,
enquanto as fibras musculares do compartimento branco (em vermelho — marcagdo por anticorpo zm4)
permanecem numa regido mais profunda do midtomo (adaptado de Stickney et al, 2000).

Em peixes, ocorre também um processo denominado miogénese secundaria no qual
esses animais crescem de forma acelerada, conservando as caracteristicas da miogénese
primaria. Esse processo acontece a partir da formag¢do de uma camada externa de células
oriundas de células ndo adaxiais localizadas nos somitos. De forma geral, essas células
contribuem para o crescimento muscular durante toda a vida, caracterizando o padrdo de
crescimento indeterminado (Keenan e Currie, 2019). E também a partir dessa camada de células
que serdo derivadas as células precursoras miogénicas, ou células satélites. As células satélites
contribuem para a regeneragdo e crescimento muscular, possuem capacidade de renovagdo e

sdo mantidas ao longo de todo o desenvolvimento (Johnston et al, 2011).



O estado quiescente e atividades das células satélites ¢ controlado por genes membros
da familia paired-box como pax3 e pax7. Nos mamiferos a expressdo de pax3 ¢ alta durante a
embriogénese, e posteriormente diminui quando pax7 passa a ser expresso em niveis
significativos. A marcagdo por pax7 tende a indicar o estado quiescente das células satélites,
enquanto a manutencao do pool de células satélites em embrides de mamiferos ¢ controlada,
possivelmente, pela expressao de pax3 (Buckingham e Rigby, 2014). Em peixes, a manutengao
da expressdo de pax3 nas fases pos-natais de desenvolvimento pode estar relacionada a
capacidade de esses animais manterem o crescimento muscular por hiperplasia e hipertrofia,
fato ndo observado em mamiferos (Froehlich et al, 2013a, 2013b).

Durante a embriogénese e nas fases pds-natais, os MRFs estimulam os processos de
proliferacdo e diferenciacdo das células musculares a partir da ativagdo das células satélites,
processo que ocorre através da diminuicdo da expressdo de pax7 e dos demais fatores que
controlam o estado quiescente dessas células (Watabe, 1999, 2001). Os MRFs primarios, myod
(myogenic differentiation 1) e myf5 (myogenic factor 5), estimulam a proliferacdo das células
musculares, denominadas entdo de mioblastos, enquanto os MRFs secundarios, miogenina ¢
myf6 (myogenic factor 6), induzem a diferenciacdo dessas células em miotubos (Fig. 4) (Watabe,
1999, 2001). A diferenciacdo de mioblastos em miotubos depende da fusdo entre os mioblastos,
0 que estd sujeito a uma série de eventos, como adesdo e reconhecimento entre as células,
rearranjo do citoesqueleto e fusdo entre as membranas (Fig. 4) (revisado por Kim et al, 2015).
Recentemente, outros fatores, além dos MRFs, foram descritos como atuantes nos processos de
fusdo e diferenciacdao das células musculares, como o gene myomaker, que codifica uma
proteina muscular transmembrana, € um micropeptideo especifico do tecido muscular
denominado myomixer. Esses fatores foram primeiro identificados em mamiferos, mas a sua
atuacao também ja foi comprovada como essencial para o processo de fusdo entre os mioblastos

de peixes (Landemaine et al, 2014; Shi et al, 2017).
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Figura 4. Atuacao dos fatores de regulacdo miogénica (MRFs) no processo de miogénese embrionaria
e pos-natal. A diminuicdo de pax7 leva a saida do estado de quiescéncia de células satélites que se
diferenciam em mioblastos. Os MRFs primarios myf35 e myod estimulam a proliferagdo dos mioblastos,
enquanto os MRFs secundarios miogenina e mrf4 (myf6) estimulam a fusdo dos mioblastos e posterior
diferenciacdo em miotubos (adaptado de Romagnoli e Brandi, 2021).

O microambiente tecidual também exerce forte influéncia sobre a atividade das células
musculares, o que foi investigado principalmente em experimentos utilizando células
musculares in vitro. O cultivo de células musculares da linhagem C2C12 em matrigel, uma
membrana basal solubilizada, foi avaliado por Ding et al, 2020. Os autores observaram que as
células cultivadas na presenca de matrigel resultavam em miotubos mais longos € com maior
didmetro. Ainda, quando o fator SU9516, que estimula a expressdo da integrina a7f81, foi
adicionado ao cultivo esses efeitos foram exacerbados, o que indica a importincia da
homeostase das interagdes entre as células musculares e matriz extracelular (MEC) para o
desenvolvimento do tecido muscular (Ding et al, 2020).

Células C2C12 cultivadas na presenca de fibronectina, coldgeno ou de proteoglicanos
advindos da MEC descelularizada proveniente do tecido muscular, rapidamente sintetizam
glicoproteinas de matriz criando o seu proprio microambiente (Chaturvedi et al, 2015). Quando
cultivadas em modelo 3D na presenca da MEC descelularizada, essas células foram capazes de
manter a proliferagdo e a organizacao celular, se estabelecendo de forma linear ou em padrao
circular e seguindo a estrutura da MEC, indicando que a MEC pode organizar e direcionar
células musculares em desenvolvimento (Chaturvedi et al, 2015). Além disso, os proteglicanos

presentes na MEC podem atuar na biodisponibilidade de fatores de crescimento como o TGFb
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(Lund e Cornelison, 2013), indicando a importancia da MEC ndo s6 na estruturacao do tecido
muscular, assim como para a interagao das células musculares entre si € com outros fatores.

A miogénese e crescimento muscular pds-natal sdo processos complexos que envolvem
uma série de eventos controlados por vias de sinalizagdo e fatores de regulagdo distintos. O
mecanismo e controle desses processos no musculo de peixes vem sendo investigados em
experimentos utilizando modelos in vitro, uma vez que essa metodologia recapitula as etapas

que ocorrem durante a miogénese (Vélez et al, 2016).

1.3. Cultura celular de musculo estriado de peixes

A cultura de células, nomeada primeiramente como cultura de tecidos, é uma técnica
que foi desenvolvida para permitir o estudo das células animais sem a influéncia de variagdes
externas e sistémicas que podem ocorrer de forma normal ao longo do desenvolvimento dos
organismos ou devido a situagdes patologicas e experimentais (Freshney, 2010).

Os experimentos com cultura de células permitem investigacdes nas mais diversas areas
do conhecimento. A fisiologia e crescimento dos peixes vem sendo avaliada em uma série de
estudos que utilizam modelos in vivo. No entanto, devido as interagdes sistémicas, algumas
questdes podem ser melhor elucidadas utilizando os modelos in vitro (Vélez et al, 2016). Um
exemplo disso ¢ avaliacao de fatores de crescimento como o Igfl, uma vez que em estudos in
vivo nao ¢ possivel diferenciar se os niveis circulantes desse fator de crescimento sdao
provenientes do tecido muscular esquelético ou do figado (Vélez et al, 2016). Diversos outros
desafios presentes na aquicultura foram investigados utilizando modelos in vitro como o
controle da saude dos animais, resposta a infec¢des virais € bacterianas, edi¢cdo de genes
especificos, aplicacdes toxicoldgicas e ambientais, além do estudo de nutrientes especificos
(Goswani et al, 2022).

Especificamente em relagdo ao musculo esquelético, alteracdes no meio de cultivo sdo
amplamente aplicadas para avaliar o efeito de fatores externos nos processos de proliferacao,
diferenciagdo e crescimento de células musculares de peixes. Bower e Johnston, 2010,
suplementaram o meio de cultivo de células musculares de salmao do Atlantico (Salmo salar)

com Igfl e aminodacidos para avaliar a expressao de Igfs e proteinas de ligagdo ao Igf, as Igfbps.
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Castillo et al, 2004, 2006, avaliaram o efeito de Igfl e insulina na proliferagdo e absor¢do de
glicose e alanina em células musculares in vitro de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Jiang
et al, 2017, avaliaram a deficiéncia ou suplementacdo de metionina no perfil protedmico de
células musculares in vitro de Scophthalmus maximus. Recentemente, Luo et al, 2023,
avaliaram a oxidagdo e esterificacdo de acidos graxos em células musculares in vitro de carpa
capim (Ctenopharyngodon idellus) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas
com acido linoleico. Nosso grupo de pesquisa também utilizou células musculares in vitro de
pacu para investigar a influéncia de microRNAs durante a proliferagdo e diferenciagdo de
células musculares (Duran et al, 2015), assim como para avaliar a resposta dessas células frente
a suplementagdo com acido ascorbico quando expostas a oxidante (Duran et al, 2019) ou
restri¢ao de nutrientes (Zanella et al, 2021).

Sendo assim, diversos sdo os estudos que demonstram a contribui¢do dos estudos in
vitro para a compreensdo de diferentes fendomenos biologicos em peixes, porém algumas
inconsisténcias sdo observadas nas respostas moleculares entre modelos in vitro e in vivo,
principalmente considerando os estudos farmacoldgicos onde héd uma dificuldade na
padronizacdo de dosagem de drogas entre estes modelos experimentais (Otava et al, 2015).

McMullen et al, 2019, utilizaram dados publicos para avaliar a resposta transcricional
em hepatdcitos, in vitro, e em figado de ratos, in vivo, frente a exposicao a diferentes compostos.
Os autores observaram uma discrepancia tanto nas vias enriquecidas entre esses modelos
experimentais, assim como na expressao de genes-alvos. Isolando as principais diferencas entre
os modelos experimentais, ou seja, as vias que sao comumente enriquecidas em cada modelo
experimental independente do composto quimico aplicado, os autores aumentaram em 36% a
concordancia entre a comparagdo dos resultados nos modelos in vitro € in vivo, destacando a
necessidade de levar em conta as diferencas sist€émicas nas comparagdes entre modelos
experimentais diferentes (McMullen et al, 2019).

Considerando especificamente as células do tecido muscular esquelético, a aplicagdo
dos resultados obtidos em modelos in vitro enfrenta ndo s6 a barreira da extrapolacdo dos
resultados para modelos e situagdes in vivo, como também apresenta diferencas fisioldgicas

entre espécies e linhagens celulares (Abdelmoez et al, 2020; Allen et al, 2023).

13



Abdelmoez et al, 2020, analisando dados publicos de transcriptoma de linhagens de
células musculares C2C12 e L6, células musculares humanas em cultura primdria e tecido
muscular esquelético de camundongos e humanos observaram diferencas no padrdo de
expressao de genes relacionados ao metabolismo e fungdo do musculo esquelético. Além disso,
comparando experimentalmente células C2C12, L6 e células musculares humanas, os autores
observaram diferengas na captacao de glicose e atividade mitocondrial tanto em comparagao
entre os tipos celulares quanto em caracteristicas espécies especificas (Abdelmoez et al, 2020).

As diferencas observadas entre os modelos in vitro e in vivo podem estar relacionadas
ndo s6 com as distingdes entre as espécies, como também as caracteristicas do cultivo de células
em ambiente in vitro. Células musculares sio comumente cultivadas na presenga de DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) e suplementadas com compostos derivados de animais
como o soro fetal bovino e soro de cavalo. Apesar de a combinagdo desses fatores ser
amplamente aplicada e ser ideal para proliferagdo e diferencia¢do das células musculares, uma
dose de nutrientes supra fisioldgica pode estar presente nesses meios de cultivo, o que pode
alterar a forma de resposta dessas células (Allen et al, 2023). Apesar de estratégias para melhor
adaptacdo do modelo in vitro as condigdes reais dos organismos serem aplicadas, como a
utilizagdo de plasma e soro humano para o cultivo de células, co-cultura e explante (Allen et al,
2023), essa metodologia ainda precisa ser mais bem padronizada, principalmente para
organismos ndo modelos como os peixes.

As células in vitro podem ser obtidas a partir de culturas primarias e de linhagens
celulares. Nas culturas primadrias, o tecido alvo ¢ retirado diretamente do animal, as células sao
separadas mecanicamente e/ou enzimaticamente e cultivadas em suspensao ou em um substrato
solido. Apos diversos ciclos de proliferagao e expansao, essas células podem ser subcultivadas,
ou seja, diluidas e cultivadas em novos substratos. Esse processo pode dar origem as linhagens
celulares, no qual as células mantém a capacidade proliferativa ap6és multiplos subcultivos,
podendo se tornar imortalizadas (Freshney, 2010).

Atualmente, o banco de dados Cellulosaurus que compila dados de linhagens celulares,
possui 913 linhagens de células de peixes cadastradas. Essas células foram isoladas de

diferentes fontes como nadadeiras, olhos, figado e rins (Bairoch, 2018). No entanto, somente
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linhagens de dezoito espécies foram isoladas de musculo esquelético, sendo que apenas duas
dessas linhagens tem potencial miogénico confirmado (Bairoch, 2018). Nesse sentido, o
desenvolvimento de linhagens de células musculares de peixes, assim como de melhores
estratégias para manuten¢do dessas células, traz beneficios para o aprofundamento sobre a
biologia do tecido muscular desses animais e para aplicagdes na producao de alimentos.

Nessa linha de investigagdo, Zhi et al, 2023, estabeleceram uma linhagem de células
musculares de Cyprinus carpio haematopterus e testaram sua resposta frente a infec¢oes
bacterianas, pesticidas, metais pesados e alteracdes genéticas. Embora o objetivo principal ndo
tenha sido monitorar as carateristicas especificas das células musculares, o estabelecimento e
caracterizacdo dessa linhagem celular pode ser util para estudos futuros, considerando que o
cultivo desse animal e estudos em toxicologia in vivo levam longos periodos para serem
finalizados (Zhi et al, 2023). Em um estudo pioneiro, Saad et al, 2023, isolaram e propagaram
células musculares esqueléticas de Scomber scombrus que foram capazes de manter as
caracteristicas miogénicas e a capacidade de proliferagdo mesmo apds multiplos cultivos. Além
disso, essas células demonstraram a capacidade de acumular lipideos quando estimuladas, o
que pode ser de grande auxilio no desenvolvimento de carne in vitro de peixes (Saad et al, 2023).

Como descrito nos topicos anteriores, a aquicultura vem aumentando seus nimeros
globalmente de forma rapida e constante. No entanto, ainda ha desafios a serem enfrentados
quanto a seguranca e qualidade dos produtos comercializados. Nesse sentido, a produgdo de
carne in vitro pode solucionar problemas enfrentados pelos sistemas de cultivo e captura de
peixes, além de reduzir os riscos de contaminacdes e as pressoes na obtencao dos recursos
naturais e exploracdo do meio ambiente (Goswani et al, 2022).

Sendo assim, a comparagdo entre os perfis de respostas e assinatura transcricional nos
sistemas in vitro e in vivo pode auxiliar na extrapolacao dos dados observados em sistemas
isolados para os organismos com um todo e na aproximacao dos dois modelos experimentais,
reduzindo o niimero de animais utilizados em experimentos e ampliando os conhecimentos

sobre a manutengao de células musculares de peixes em ambiente in vitro.
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1.4. Fatores pro-crescimento

Sao inumeros os efetores que podem modular o feno6tipo do tecido muscular esquelético
em peixes. Dentre estes, o Igfl (insulin-like growth factor 1) ¢ um dos fatores mais estudados
e um dos principais promotores de crescimento muscular em peixes (Vélez et al, 2017).
Similarmente ao observado em mamiferos, o polipeptidio de Igfl em teledsteos ¢ formado por
aproximadamente 68 a 70 aminoacidos. A expressdao do gene que codifica esse fator de
crescimento foi observada em peixes desde a embriogénese até¢ a fase adulta em diferentes
tecidos e 6rgdos como musculo esquelético, tecido adiposo, intestino, figado, coragdo e rim,
sendo que a maior expressao tende a ser no figado na maioria das espécies (Wood et al, 2005).

A partir da ligagao de Igfl ao seu receptor ocorre uma série de fosforilagdes em seus
alvos downstream resultando na sintese de proteinas e hipertrofia das fibras musculares (Glass,
2010) (Fig. 5). Apesar da conservacao estrutural dos receptores de Igfl entre as espécies de
peixes e entre peixes € mamiferos (Wood et al, 2005), os estudos que realizaram as primeiras
identificacdes desses receptores em peixes indicaram grande quantidade de receptores de Igfl
presentes nos tecidos, principalmente quando comparado ao nimero de receptores de insulina
(Parrizas et al, 1995; Vélez et al, 2017). Posteriormente, esses achados foram confirmados nos
compartimentos oxidativos e glicoliticos do musculo esquelético, assim como no coragdo e em
c¢lulas musculares in vitro de diferentes teledsteos. Essa grande quantidade de receptores de
Igfl em peixes pode facilitar a atuacdo desse fator de crescimento e indicar fun¢des metabodlicas

além daquelas observadas em mamiferos (Vélez et al, 2017).
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Figura 5. Estimulo e ativacdo de componentes downstream por fatores pro-crescimento. Apoés a ligacdo
de Igf1 ao seu receptor, ocorre a fosforilagdo nos alvos downstream Pi3k (phosphatidylinositol 3-kinase),
Akt (protein kinase B) e Mtor (mechanistic target of rapamycin kinase). Uma vez fosforilada, Mtor
fosforila 4e-bpi (eukaryotic translation initiation factor 4e-binding protein 1), inibidor do anabolismo, e
S6k1 (ribosomal protein s6 kinase), efetor do anabolismo, resultando na sintese de proteinas.
Alternativamente, os aminoacidos também sao capazes de promover a fosforilacdo e ativacao de Mtor.
Adaptado de Vélez et al, 2017. fcones obtidos em smart.servier.com.

Os efeitos de Igf1 na sintese proteica e hipertrofia sdo bem caracterizados em diversas
espécies de peixes como sea bream (Sparus aurata), truta arco-iris, Lates calcarifer e Fundulus
grandis (revisado por Fuentes et al, 2013). A correlacdo entre os niveis plasmaticos de Igfl e as
taxas de crescimento em salmao também foram observadas, assim como a administragdo direta
de Igfl levou ao aumento do tamanho corporal de juvenis dessa mesma espécie (revisado por
Vélez et al, 2017). Além disso, o estimulo de Igfl nos processos de proliferagao e diferenciagao
celular foi comprovado em células musculares in vitro de peixes, como truta arco-iris e sea
bream (Castillo et al, 2004; Vélez et al, 2014; Hue et al, 2023) ¢ em diferentes meios de cultivos
em mioblastos in vitro de truta arco-iris (Gabillard et al, 2010). Ainda, a suplementagdo de Igfl
estimulou maior captagdo de glicose comparada ao tratamento com insulina em truta arco-iris

(Castillo et al, 2004), assim como estimulou a expressao de Glut4 (glucose transporter 4) em
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mioblastos de juvenis dessa mesma espécie (Diaz et al, 2009) e mioblastos de sea bream
(Montserrat et al, 2012), indicando efeitos adicionais de Igf1, além dos efeitos mitdgenicos, em
células musculares de peixes.

A atuagdo e expressdo de Igfl sofre influéncia de hormoénios, como o Gh (growth
hormone), hormonios sexuais esteroides, glicocorticoides e hormonios tireoidianos (3,5,3'-
tritodothyronine, T3) e de variacdes ambientais e nutricionais (Wood et al, 2005). Da mesma
forma, os componentes da via Igfl também podem ser influenciados por esses fatores e serem
ativados independentemente da atividade de Igfl. Exemplo disso ¢ a ativacao de Mtor a partir
da adi¢do de aminoacidos na alimentagdo ou meio de cultivo celular de mioblastos de truta
arco-iris (Seiliez et al, 2008) e sea bream (Vélez et al, 2014).

De fato, células musculares in vitro de salmao do Atlantico mantidas em restri¢do de
nutrientes apresentaram aumento da fosforilagdo de Mtor e da expressao de Asp90a, assim como
de co-chaperonas indicando a ativagcdo da resposta ao processamento de proteinas quando
aminoacidos foram adicionados ao meio de cultivo (Garcia de la Serrana e Johnston, 2013).
Similarmente, a adicdo de aminodcidos junto a suplementagdo de insulina em mioblastos de
truta arco-iris foi capaz de aumentar os efeitos anabdlicos da insulina, maximizando a
fosforilacdo de componentes da via de sinalizagdo de Igf1 (Seilez et al, 2008). Em concordancia,
Vélez et al, 2014, observaram a ativagdo de Mtor, de forma independente da presenca de Igfl,
em cé€lulas musculares de sea bream suplementadas com aminoacidos. A presenga de
aminodcidos também foi capaz de regular a transcri¢do e ativagdo de outros componentes do
sistema de Igfs, como as Igfbps, fato observado em experimentos com salmao do Atlantico
(Bower e Johnston, 2010; de la Serrana e Johnston, 2013).

Os resultados investigados até o momento indicam que em peixes tanto o Igfl quanto
outros fatores pro-crescimento, como os aminoacidos, possuem atuagdo direta no crescimento
muscular e que, aparentemente, os aminoacidos sao capazes de estimular o crescimento
muscular de forma efetiva independente de Igfl (Seilez et al, 2008; Vélez et al, 2014). No
entanto, até onde tange nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou a modulagdo global de

vias moleculares por esses fatores isoladamente na proliferacao, diferenciagao e hipertrofia de
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c¢lulas musculares de peixes. Estudos nesse sentido podem contribuir para caracterizagdo da
acdo de Igfl e aminoacidos especificamente nas células musculares e contribuir com novas

estratégias de produgao na aquicultura.
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6. Conclusoes gerais

Neste trabalho, caracterizamos molecularmente células musculares in vitro de pacu e
destacamos as principais discrepancias desse modelo experimental em relagao ao tecido in vivo.
Além disso, aplicamos esse modelo na avaliacdo do mecanismo de acdo dos fatores pro-

crescimento Igfl e aminodcidos.

Quanto ao capitulo I, observamos que as principais diferengcas moleculares entre os
modelos in vitro e in vivo foram relacionadas a proliferagdo e diferenciacdo celular,
estabelecimento de matriz extracelular e comunicagao célula-célula, sendo estes processos mais
enriquecidos no modelo in vitro, e processos de obtencdo de energia, sendo que no modelo in
vivo esses processos foram mais diversos. Ainda, foi possivel identificar possiveis processos de
comunicacdo entre o musculo esquelético e outros tecidos que podem ser afetados
molecularmente a partir do isolamento e cultivo das células musculares de pacu em cultura.
Nossos dados permitem delinear estratégias que possam garantir o sucesso do modelo in vitro
e aproxima-lo do modelo in vivo, além de elucidar e caracterizar o perfil molecular do musculo
esquelético de peixes tanto especificamente da célula muscular como do tecido muscular como
um todo, o que pode auxiliar no desenvolvimento de novos artificios para maximizar a produgao

na aquicultura de forma sustentavel.

Quanto ao capitulo II, observamos que os aminoacidos tiveram um efeito direto e
terminal no crescimento muscular, estimulando processos de proliferacdo e diferenciagdo das
células musculares, enquanto o tratamento com Igfl teve um efeito inicial e indireto,
estimulando a sintese de proteinas e componentes de sua propria via de sinaliza¢do. Ainda,
identificamos genes chaves modulados por esses fatores pro-crescimento que podem ser
utilizados futuramente como possiveis marcadores moleculares da modulagdo do crescimento

muscular por fatores especificos.

Em conjunto, os achados obtidos reforcam a importancia da cultura de células in vitro
como ferramenta para o estudo do musculo esquelético de peixes, destacando as possiveis
limitagdes e vieses do modelo. Ademais, nossos dados podem auxiliar no desenvolvimento de
estratégias para melhor manuten¢do de células musculares de peixes, o que pode ser aplicado
na producdo de carne desses animais em ambiente in vifro e na melhoria e maximizacdo dos

processos e producdo em aquicultura

86



7. Apéndice — atividades complementares
7.1. Artigos publicados

Mareco EA, de la Serrana DG, de Paula TG, Zanella BTT, da Silva Duran BO, Salomao RAS,
de Almeida Fantinatti BE, de Oliveira VHG, Dos Santos VB, Carvalho RF, Dal-Pai-Silva M.
Transcriptomic insight into the hybridization mechanism of the Tambacu, a hybrid from
Colossoma macropomum (Tambaqui) and Piaractus mesopotamicus (Pacu). Comp Biochem

Physiol Part D Genomics Proteomics. 2023; 45:101041. doi: 10.1016/5.cbd.2022.101041.

de Paula TG, Zanella BTT, de Moraes LN, Valente JS, Nascimento-Oliveira JI, Mareco EA,
Fernandez GJ, Dal-Pai-Silva M. Degree of piRNA sharing and Piwi gene expression in the
skeletal muscle of Piaractus mesopotamicus (pacu), Colossoma macropomum (tambaqui), and
the hybrid tambacu. Comp Biochem Physiol A Mol Integr Physiol. 2022; 264:111120. doi:
10.1016/j.cbpa.2021.111120.

Duran BOS*, Zanella BTT*, Perez ES, Mareco EA, Blasco J, Dal-Pai-Silva M, Garcia de la
Serrana D. Amino Acids and IGF1 Regulation of Fish Muscle Growth Revealed by
Transcriptome and microRNAome Integrative Analyses of Pacu (Piaractus mesopotamicus)
Myotubes. Int J Mol Sci. 2022; 23(3):1180. doi: 10.3390/ijms23031180. *mesmo nivel de

contribuicao.

Perez ES, Cury SS, Zanella BTT, Carvalho RF, Duran BOS, Dal-Pai-Silva M. Identification
of Novel Genes Associated with Fish Skeletal Muscle Adaptation during Fasting and Refeeding
Based on a Meta-Analysis. Genes (Basel). 2022; 13(12):2378. doi: 10.3390/genes13122378.

Zanella BTT, Magiore IC, Duran BOS, Pereira GG, Vicente IST, Carvalho PLPF, Salomao
RAS, Mareco EA, Carvalho RF, Paula TG, Barros MM, Dal-Pai-Silva M. Ascorbic Acid
Supplementation Improves Skeletal Muscle Growth in Pacu (Piaractus mesopotamicus)
Juveniles: In Vivo and In Vitro Studies. Int J Mol Sci. 2021; 22(6):2995. doi:
10.3390/1jms22062995.

Fantinatti BEA, Perez ES, Zanella BTT, Valente JS, de Paula TG, Mareco EA, Carvalho RF,
Piazza S, Denti MA, Dal-Pai-Silva M. Integrative microRNAome analysis of skeletal muscle
of Colossoma macropomum (tambaqui), Piaractus mesopotamicus (pacu), and the hybrid
tambacu, based on next-generation sequencing data. BMC Genomics. 2021; 22(1):237. doi:
10.1186/s12864-021-07513-5.

87



Valente JS, Perez ES, Zanella BTT, Gutierrez de Paula T, Alcantara Dos Santos SA, Duran
BOS, Carvalho RF, Justulin LA, de Almeida Fantinatti BE, Dal-Pai-Silva M. Maternal protein

restriction changes structural and metabolic gene expression in the skeletal muscle of aging

offspring rats. Histol Histopathol. 2021; 36(8):853-867. doi: 10.14670/HH-18-337.

Duran BOS, Garcia de la Serrana D, Zanella BTT, Perez ES, Mareco EA, Santos VB, Carvalho
RF, Dal-Pai-Silva M. An insight on the impact of teleost whole genome duplication on the

regulation of the molecular networks controlling skeletal muscle growth. PLoS One.

2021;16(7):€0255006. doi: 10.1371/journal.pone.0255006

Perez ES, Duran BOS, Zanella BTT, Dal-Pai-Silva M., 2023. Understanding fish muscle
biology in indeterminate growth species: pacu (Piaractus mesopotamicus), as a model. Comp

Biochem Physiol A Mol Integr Physiol.; 285:111502. doi: 10.1016/j.cbpa.2023.111502.

7.2. Artigos submetidos — em revisdo

Valente JS, Colombelli K, Pereira LL, Perez ES, Zanella BTT, Delgado A, Bosqueiro JR,
Padovani CR, Vechetti IV, Damasceno DC, Justulin LA, Dal-Pai-Silva M. Aerobic exercise
attenuates changes in skeletal muscle glycolysis metabolism and glycogen content in offspring

rats submitted to a maternal low protein diet — submetido para a revista Life Sciences.

7.3. Formag¢do complementar

2021 - Docéncia no ensino superior: fundamentos e praticas pedagdgicas. - Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP.

2020 - Speaking to inform: Discussing complex ideas with clear explanations. - University of

Washington.
2020 - Data Science Toolbox. - Johns Hopkins University.

2020 - Preparo e Padronizagao de Solugdes Quimicas. - Instituto de Biociéncias de Botucatu.

7.4. Participag¢do em projetos de extensdo
2022 - Descomplicando: da célula ao organismo animal

2022 — Cursinho pré-vestibular Athena

88



7.5. Atividades didaticas

2021 — 2022 Estagio docéncia realizado na disciplina de Histologia Bésica e Comparada do

Curso de Graduacao em Ciéncias Biologicas — Integral.

2022 — Aula ministrada para o curso de graduagdo em Ciéncias Bioldgicas do Instituto Federal
de Sao Paulo — Campus Avaré: Extracdo de DNA e RNA, PCR, Eletroforese, Sequenciamento

e Bioinformatica.

2020 — Aula ministrada para o Programa de Pés-graduacdo em Biologia Geral e Aplicada:

Cultura Celular de Mioblastos de Peixes.

7.6. Participag¢do em comissoes avaliadoras

2021 - Avaliacdo de trabalhos na modalidade Ciéncias Biologicas no XXXIII Congresso de

Iniciagdo Cientifica da Unesp.

2020 - Participacdo em banca de Victor Hugo Garcia de Oliveira. Caracterizagdo do
transcriptoma do musculo estriado esquelético de juvenis e adultos de pacu (Piaractus
mesopotamicus). Trabalho de Conclusdo de Curso (Gradua¢do em Ciéncias Bioldgicas) -

Universidade do Oeste Paulista.

2020 - Participacao em banca de Pollyana Coelho dos Santos, Identificacdo de genes paralogos
no transcriptoma do musculo estriado esquelético de tambaqui (Colossoma macropomum).
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao em Ciéncias Biologicas) - Universidade do Oeste

Paulista.

7.7. Coorienta¢do de alunos

2018 — 2020 Isabele Cristina Magiore - Iniciagdo cientifica

2019 — 2022 Guilherme Gutierrez Pereira - Iniciagao cientifica

2021 — atual Mirely Francine dos Santos Barbosa - Iniciagao cientifica

2022 — 2023 Ana Carolina Souza Friia - Iniciagdo cientifica

2022 Thaynara Lima Cassineli - PIBIC EM

2021 Gustavo Ferreira da Silva - Capacitagao em aquisicao de competéncias especificas

2022 Victor Seiji Oyamada Capacitacao em aquisicdo de competéncias especificas

89



7.8. Apresentagdo de trabalhos e participagdo em eventos cientificos

2022 Gutierrez, G.P.; Pai-Silva, M.D.; Barbosa, M.F.S.; Zanella, B.T.T.; Perez, E.S.
Identificagdo de genes associados ao crescimento do musculo esquelético de peixes a partir de

meta-analise. Apresentagdo de Trabalho/Congresso — XXXIV CIC Unesp.

2022 Barbosa, M.F.S.; Pai-Silva, M.D.; Gutierrez, G.P.; Zanella, B.T.T.; Perez, E.S.
Associagado dos genes ribossomais com o crescimento € manuten¢do do musculo esquelético de

pacus (Piaractus mesopotamicus). Apresentacao de Trabalho/Congresso — XXXIV CIC Unesp.

2022 Perez, E.S; Zanella, B.T.T.; Fantinatti, B.E.A.; Nobrega, R.H., Duran, B.O.S.; Pai-Silva,
M.D. Determinate and indeterminate muscle growth of fish: a transcriptomic approach.

Apresentacdo de Trabalho/Congresso - XX Workshop de Genética.

2022 Brachmann, J.E.; Zanella, B.T.T.; Perez, E.S.; Serrana, D.G.; Dal-Pai-Silva, M.; Duran,
B.O.S. Caracterizagdo do transcriptoma e microRNAoma de células musculares do pacu
(Piaractus mesopotamicus) tratados com aminoacidos e IGFI1. Apresentacdo de

Trabalho/Congresso — 19° Conpeex.

2021 Zanella, B.T.T.; Duran, B.O.S.; Perez, E.S.; Mareco, E.A.; Dal-Pai-Silva, M.
Transcriptional profile of fish isolated muscle cells treated with amino acids and Igfl.

Apresentagdo de Trabalho/Congresso - XX Congress of the Brazilian Society for Cell Biology.

2021 Perez, E.S.; Cury, S.S.; Duran, B.O.S.; Zanella, B.T.T.; Carvalho, R.F.; Dal-Pai-Silva, M.
Meta-analysis of microarray data identifies a ribosomal protein as a possible biomarker related
to fish muscle growth. Apresenta¢do de Trabalho/Congresso - XX Congress of the Brazilian

Society for Cell Biology.

2021 Zanella, B.T.T.; Duran, B.O.S.; Perez, E.S.; Mareco, E.A.; Dal-Pai-Silva, M. Amino
acids are more efficient than IGF1 in stimulating pathways of development and growth in pacu
(Piaractus mesopotamicus) muscle cells. Apresentagdo de Trabalho/Congresso - 9° Simposio

Internacional de Nutri¢cao e Saude de Peixes.

2021 Perez, E.S.; Zanella, B.T.T.; Cury, S.S.; Fantinatti, B.E.A; Carvalho, R.F.; Duran, B.O.S;
Dal-Pai-Silva, M. Potenciais biomarcadores de crescimento muscular em peixes de crescimento
determinado e indeterminado. Apresentacdo de Trabalho/Congresso - XXXV Reunido Anual da

Federacao de Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE.

2021 Zanella, B.T.T.; Perez, E.S.; Duran, B.O.S.; Dal-Pai-Silva, M. Perfil transcricional de

cé¢lulas musculares isoladas: caracterizagdo em relagdo ao modelo in vivo. Apresentacido de

90



Trabalho/Congresso - XXXV Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental - FeSBE.

2021 Barbosa, M.F.S.; Pai-Silva, M.D.; Zanella, B.T.T.; Perez, E.S. Metabolismo glicolitico
como preferéncia de células musculares em modelos in vitro. Apresentacdo de

Trabalho/Congresso - XXXIII Congresso de Iniciagdo Cientifica da Unesp.

2021 Gutierrez, G.P.; Pai-Silva, M.D.; Zanella, B.T.T.; Perez, E.S. Meta-analise como
ferramenta para identificacdo de alvos moleculares no musculo esquelético de peixes.

Apresentacdo de Trabalho/Congresso - XXXIII Congresso de Iniciacao Cientifica da Unesp.

2022 Participagdo como ouvinte no 2° Simpdsio Brasileiro de Biologia Muscular.

2022 Participa¢ao como expositora no XIV Venha Conhecer o IB. Expositora do Projeto de

extensdao: Descomplicando da Célula ao Organismo Animal.

2021 Participagdo como ouvinte no 1° Simpdsio Brasileiro de Biologia Muscular.

2021 Participagdo como ouvinte no ACS on Campus - Sao Paulo State University (UNESP).
2021 Participag¢do como ouvinte no Forum de avaliagdo do ensino remoto no IBB.

2021 Participacdao como ouvinte no I Encontro de Extensdao Universitaria no IBB.

2020 Participagdo como ouvinte no evento Metodologias ativas em tempo de ensino remoto.

91





