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RESUMO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) é um peixe brasileiro que apresenta elevado interesse
econdmico para a piscicultura, devido a caracteristicas como rusticidade e rapido crescimento. O
crescimento pos-natal do muasculo esquelético em peixes ocorre por hiperplasia e/ou hipertrofia,
processos dependentes da proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos. Uma classe de pequenos
RNAs nédo codificantes, conhecidos como microRNAs (miRNAS), reprime a expressdo de
MRNAs alvo, e muitos estudos mostram que 0 miR-1, miR-133, miR-206 e miR-499 regulam
diferentes processos no masculo esquelético pelo silenciamento da HDAC4, SRF, Pax7 e Sox®,
respectivamente. O objetivo do nosso trabalho foi avaliar a expressdo dos miRNAs e de seus
supostos mMRNAs alvo nos musculos esqueléticos de contracdo réapida e lenta do pacu durante o
crescimento. Nossos resultados mostraram uma correlagdo inversa entre a expressao dos
miRNAs e de seus mMRNAs alvo, e houve evidéncias de que o miR-1, miR-133 e miR-206
podem regular a proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos. Por outro lado, o miR-499 foi
altamente expresso no musculo de contracdo lenta, sugerindo seu envolvimento na especificacdo
e manutencdo do fenétipo lento nas fibras musculares. A expressdo dos miRNAs mostrou
variagOes entre diferentes estagios de desenvolvimento e entre fendtipos de contragdo muscular
distintos. Esse trabalho forneceu a primeira identificacdo do perfil de expressdo de miRNAs
relacionados ao musculo esquelético no pacu e sugere um importante papel dessas moléculas

nesse tecido.
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ABSTRACT

Pacu (Piaractus mesopotamicus) is a Brazilian fish with high economic interest for
pisciculture due to features such as rusticity and fast growth. Postnatal growth of skeletal muscle
in fish occurs by hyperplasia and/or hypertrophy, processes that are dependent on the
proliferation and differentiation of myoblasts. A class of small noncoding RNAs, known as
microRNAs (miRNAs), represses the expression of target mRNAs, and many studies
demonstrate that miR-1, miR-133, miR-206 and miR-499 regulate different processes in skeletal
muscle through the mRNA silencing of HDAC4, SRF, Pax7 and Sox6, respectively. The aim of
our work was to evaluate the expression of miRNAs and their putative target mRNAs in fast-
and slow-twitch skeletal muscle of pacu during growth. Our results revealed an inverse
correlation between the expression of miRNAs and their target mMRNAs, and there was evidence
that miR-1, miR-133 and miR-206 may regulate the proliferation and differentiation of
myoblasts. On the other hand, miR-499 was highly expressed in slow-twitch muscle, which
suggests its involvement in the specification and maintenance of the slow phenotype in muscle
fibres. mMIRNA expression exhibited variations between different development stages and
between distinct muscle twitch phenotypes. This work provided the first identification of mMiRNA
expression profiles related to skeletal muscle in pacu and suggests an important role of these

molecules in this tissue.
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1. INTRODUCAO

1.1. Piaractus mesopotamicus

Piaractus mesopotamicus, popularmente conhecido como pacu, € um peixe pertencente a
ordem Characiformes e a familia Characidae (Figura 1). O pacu € encontrado nas bacias dos rios
Parand, Paraguai e Uruguai, mas sua distribuicdo esta mais concentrada nas planicies alagadas da
regido Centro-Oeste do Brasil, sendo um dos peixes mais estudados no Sul, Sudeste e Centro-
Oeste brasileiros (Urbinati & Gongalves, 2005).

Figura 1: Exemplar de juvenil de pacu (Piaractus mesopotamicus) (Imagem de autoria propria).

E uma espécie que apresenta diversas caracteristicas economicamente interessantes,
como rusticidade, alta fertilidade, rapido crescimento, adaptacéo a alimentacéo artificial e carne
saborosa, podendo atingir até 20 kg (Santos et al., 2012). O pacu pertence ao grupo de peixes
redondos que, juntamente com o tambaqui e tambacu, correspondem a maioria dos peixes
nativos cultivados, representando aproximadamente 33.5% da producdo nacional e apresentando
um alto valor comercial para a pesca e piscicultura brasileiras (MPA, 2013).

Apesar do zebrafish (Danio rerio) e do medaka (Oryzas latipes) serem amplamente
utilizados como organismos modelo para o entendimento de muitos processos bioldgicos,
existem limitacGes quanto ao estudo do masculo esquelético durante o crescimento do peixe,
uma vez que esses animais atingem pequenos tamanhos (Froehlich et al., 2013). O pacu é um
excelente modelo experimental para esse tipo de estudo por atingir um grande tamanho corporal,
indicando que, além de seu alto interesse econdmico, € uma espécie que também apresenta
importancia para a pesquisa cientifica.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de P6s-Graduagio
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
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1.2. Musculo esquel ético

As células do tecido muscular esquelético sdao conhecidas como fibras musculares. Sdo
celulas alongadas, cilindricas e multinucleadas, com um didmetro que varia de 10 a 100 um. O
citoplasma (sarcoplasma) das fibras é totalmente preenchido por filamentos contrateis
denominados miofibrilas, que deslocam os véarios nucleos em direcdo a membrana plasmatica
(sarcolema), ou seja, para a periferia das células, sendo essa uma caracteristica do tecido
muscular esquelético (Junqueira & Carneiro, 2008).

Os musculos sdo revestidos por uma camada espessa de tecido conjuntivo denominado
epimisio, que emite septos para o interior do tecido separando-o em feixes. O tecido conjuntivo
que envolve esses feixes de fibras musculares, também conhecidos como fasciculos, é conhecido
como perimisio. Além disso, cada fibra muscular é revestida por uma delgada camada de tecido
conjuntivo denominado endomisio, formado pela l&mina basal em associacdo com fibras
reticulares (revisado por Kjaer, 2004) (Figura 2). O tecido conjuntivo tem grande importancia
para a fisiologia do tecido muscular, contribuindo para a unido das fibras, transmisséo das forcas
de contracdo e insercdo de vasos sanguineos, linfaticos e nervos. Em peixes, a distribuicdo do
tecido conjuntivo no musculo esquelético e a concentragdo de colageno variam conforme a
espécie, a etologia do animal, a atividade muscular realizada durante 0s movimentos natatorios e

0 estagio de desenvolvimento (Michelin et al., 2009).

Figura 2: Corte transversal de musculo esquelético de contragdo rapida de pacu adulto (Imagem de autoria

propria). F: fibra muscular; *: endomisio; «: perimisio; «<: mionGcleo. HE (40X). Barra: 20 pum.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pés-Graduagdo
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As fibras musculares apresentam estriacdes, devido ao arranjo repetitivo das miofibrilas
em unidades conhecidas como sarcOmeros, 0 que proporciona uma alternancia de faixas escuras
(banda A) e claras (banda I). As miofibrilas sdo principalmente constituidas de filamentos finos
de actina e filamentos grossos de miosina, dispostos longitudinalmente e organizados de maneira
simétrica e paralela. A actina apresenta-se sob a forma de polimeros longos (actina F),
constituidos por duas cadeias de monémeros globulares (actina G) torcidas em dupla-hélice.
Cada monbémero possui um sitio ativo, regido na qual ocorre a interagdo com a miosina. A
molécula de miosina é um hexamero formado por quatro cadeias leves de miosina (MyLC) e
duas cadeias pesadas de miosina (MyHC), que apresentam uma saliéncia globular (cabeca). A
cabeca da miosina possui locais especificos para a interacdo com a actina e para a ligacdo com a
molécula de ATP, sendo dotada de atividade ATP4sica. Dessa forma, ocorre a hidrdlise do ATP
na cabeca da miosina, culminando com a liberacdo de energia utilizada na contragdo muscular. A
contracdo muscular ocorre devido ao deslizamento das miofibrilas umas sobre as outras,
aumentando o tamanho da zona de sobreposicao entre os filamentos contrateis e diminuindo o

tamanho do sarcOmero (Junqueira & Carneiro, 2008) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema ilustrando a estrutura do sarcomero (Junqueira & Carneiro, 2008).

As fibras musculares podem expressar diferentes isoformas de MyHC, que determinam a
velocidade de hidrélise do ATP e, consequentemente, a velocidade de contragdo muscular. Em

mamiferos, as fibras que expressam somente uma isoforma sdo denominadas puras e séo
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classificadas em tipo I (MyHC 1), HIA (MyHC 1IA), 1IB (MyHC I1IB) e IID (MyHC I1ID).
Entretanto, uma mesma fibra muscular pode apresentar diferentes isoformas de MyHC, sendo
estas denominadas fibras hibridas e classificadas conforme a MyHC predominante: tipo IC
(MyHC | > MyHC 1IA), 1IC (MyHC [IA > MyHC 1), IIAD (MyHC lIA > MyHC IID), IIDA
(MyHC 11D > MyHC 1IA), I1IDB (MyHC IID > MyHC [IB) e 1IBD (MyHC IIB > MyHC IID).
As fibras de tipo Il hidrolisam o ATP mais rapidamente, possuindo contracdo rapida, enquanto
as fibras de tipo | apresentam baixa atividade ATPasica, possuindo contracdo lenta (revisado por
Schiaffino & Reggiani, 2011).

Na maioria dos peixes 0 muasculo esquelético constitui cerca de 60% da massa corporal.
Essa musculatura estd intimamente relacionada a fisiologia desses animais, possibilitando a
adaptacdo ao meio aquatico e sendo uma importante fonte de proteinas, muito utilizada na
alimentacéo dos seres humanos (Almeida et al., 2010).

Geralmente, a organizacdo anatbmica do musculo esquelético nos peixes constitui-se em
unidades idénticas chamadas miGmeros, estruturas envoltas por camadas de tecido conjuntivo
denominadas miosseptos. Os midmeros se repetem ao longo de todo o comprimento corporal do
peixe e possuem um formato em W, que permite um encaixe intrincado dessas unidades e
diferentes flexdes corporais durante o nado (Van Leeuwen, 1999). O miossepto vertical divide os
musculos em antimeros direito e esquerdo e, na regido em que se encontra 0 nervo da linha
lateral, um miossepto horizontal (septo transverso) divide a musculatura em epaxial e hipaxial
(Currie & Ingham, 2001) (Figura 4).

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
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Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

14



AVA
@ AVAVAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA J

u ne sp Y& 40LIO DE MESQUITA FILHO” F

Campus de Botucatu r

- —

epaxial muscutaiug
L

MyosEpLa

N O

Fsorizarial seplum

T
o miusculifies
@ 301 Eracipaas INEarvcs, i i g

Figura 4: Organizacdo anatdmica do musculo esquelético nos peixes. (A) Estrutura dos mibmeros e
miosspetos e as musculaturas epaxial e hipaxial (Encyclopaedia Britannica Online, 2010). (B) Miossepto

vertical (v) e miossepto horizontal (h) (Imagem do site Google).

Em peixes, normalmente, as fibras musculares sdo classificadas em fibras de contracéo
rapida (musculo branco) e fibras de contracdo lenta (musculo vermelho), e encontram-se
distribuidas em compartimentos distintos, diferentemente do padrdo em mosaico encontrado nos
musculos dos mamiferos (Johnston et al., 2004) (Figura 5). A musculatura de contracdo rapida
compde cerca de 70% da massa muscular e compreende a porcdo comestivel do peixe. Suas
fibras musculares apresentam didmetro de 50 a 100 pum, metabolismo anaer6bico e baixa
concentracdo de mioglobina, mitocondrias e lipideos. As fibras de contragdo réapida séo
mobilizadas durante os movimentos bruscos de natacdo, como captura de alimento e fuga de
predadores. A musculatura de contracdo lenta compreende menos de 30% do musculo
esquelético e localiza-se numa regido mais superficial do corpo do peixe. Suas fibras apresentam
didmetro de 25 a 45 um, metabolismo aerdbico e elevada concentracdo de mioglobina,
mitocondrias e lipideos, além de um alto suprimento sanguineo, que confere o aspecto
avermelhado ao musculo. As fibras de contracdo lenta séo utilizadas durante os movimentos
lentos e de sustentacdo, como aqueles exigidos durante a natacdo migratdria. Entre o0s

compartimentos rapido e lento encontra-se o musculo esquelético intermediério, cujas fibras
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apresentam propriedades contrateis e metabdlicas intermediarias entre essas duas musculaturas

(Sénger & Stoiber, 2001).

Figura 5: Tipos de fibras musculares em corte transversal de juvenil de salvelino artico (Salvelinus alpinus L).
As fibras foram marcadas com um anticorpo anti-miosina lenta e contra coradas com HE. s: fibras musculares
de contracdo lenta (compartimento vermelho); f: fibras musculares de contracdo rapida (compartimento

branco); hs: miossepto horizontal; sk: pele (Johnston et al., 2004).

1.3. Miogénese

A formacdo de fibras musculares nos peixes, ou miogénese, ocorre nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario. A mesoderme paraxial, que flanqueia o tubo neural e a notocorda,
sofre uma segmentacdo da regido anterior para a posterior, formando estruturas denominadas
somitos. Nos mamiferos, os somitos subdividem-se em uma porcdo ventral denominada
escler6tomo, que originard a coluna vertebral e as costelas, e uma porcdo dorsal denominada
dermomidtomo, responsével pela formacdo dos musculos do tronco e dos membros, da derme
dorsal, de células endoteliais e musculares lisas, e dos vasos sanguineos (revisado por
Buckingham & Rigby, 2014). O dermomiotomo é fonte de populacdes de células precursoras
miogénicas, que expressam os fatores transcricionais Pax3 e Pax7. Essas células delaminam e
migram para a formagdo de uma camada subjacente conhecida como midtomo, cuja porcéo
dorsomedial originara os musculos intrinsecos das costas, enquanto a por¢do ventrolateral
originara 0os masculos das paredes ventrais e laterais do corpo. Além disso, células do
dermomiotomo também migram para locais mais distantes, formando os musculos dos membros,
e posteriormente para o interior do miétomo j& formado, fornecendo uma populagéo de células
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progenitoras de reserva, conhecidas como células satélite (revisado por Yusuf & Brand-Saberi,
2012).

Nos peixes a classificacdo de um dermomidtomo ainda € controversa, sendo que a
maioria dos trabalhos divide os somitos em esclerétomo e miétomo. Sttelabotte et al. (2007)
mostraram que a borda anterior dos somitos fornece uma populacdo de células progenitoras
miogénicas equivalentes as células satélite, que serdo necessarias para o crescimento muscular
do peixe adulto. Diferentemente dos mamiferos, o miétomo é relativamente maior que o
escler6tomo nos peixes, pois a necessidade de um esqueleto robusto é reduzida devido a
flutuabilidade da agua e a bexiga natatoria, ao passo que a viscosidade do ambiente aquético
exige maior massa muscular para a locomogéo (revisado por Stickney et al., 2000).

Durante a somitogénese dos peixes, diferentes tipos celulares formardo e constituirdo o
miotomo, sendo eles, principalmente, as células adaxiais e as células laterais pré-somiticas. As
células adaxiais localizam-se ao redor da notocorda e, sob o estimulo de glicoproteinas
secretadas pela notocorda e pelo tubo neural, migram em direcdo a regido superficial do
miotomo, formando uma camada Unica abaixo da epiderme. Nessa regido, as células adaxiais
fundem-se e originam as fibras musculares de contracdo lenta, ou seja, a musculatura vermelha
do peixe (revisado por Stickney et al., 2000). Um determinado conjunto de células adaxiais nao
migra para a superficie do miétomo, permanecendo acopladas a notocorda e se diferenciando nas
chamadas fibras musculares pioneiras. Essas fibras atravessam toda a extensdo do miotomo e
orientam a migracdo das demais células adaxiais a regido superficial. Além disso, as fibras
musculares pioneiras concentram-se no nivel de formagdo do miossepto horizontal, podendo ter
algum papel no desenvolvimento desta estrutura (Halpern et al., 1993). Ap0s migracdo das
células adaxiais, as células laterais pré-somiticas iniciam sua fusdo e diferenciacdo em fibras
musculares de contracdo rapida, localizadas huma por¢do mais profunda do miétomo (revisado
por Stickney et al., 2000) (Figura 6).
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Figura 6: Formacdo dos tipos de fibras musculares em peixes. (A) Esquema de um corte transversal de
embrido de zebrafish (Danio rerio) com 13 horas, destacando a posigdo das células adaxiais e células laterais
pré-somiticas. (B) Esquema de um corte transversal de embrido de zebrafish (Danio rerio) com 24 horas,
destacando a posicédo das fibras musculares de contracdo lenta, fibras musculares pioneiras e fibras musculares

de contracdo rapida (revisado por Stickney et al., 2000).

1.4. Crescimento muscular pos-natal

O crescimento pods-natal do musculo esquelético nos peixes envolve uma populacdo de
células precursoras miogénicas ou mioblastos indiferenciados, similares as células satélite dos
mamiferos. Essas sdo as celulas-tronco do tecido muscular e estdo localizadas na periferia das
fibras, entre a lamina basal e o sarcolema, sendo ativadas durante o crescimento pos-natal e a
regeneracdo do masculo esquelético (Figura 7). Uma vez ativadas, as células satélite originam os
mioblastos, cuja proliferacdo e diferenciacdo sdo 0s mecanismos que promovem a hiperplasia
(aumento do numero de fibras musculares) e hipertrofia (aumento do tamanho das fibras)
(Rowlerson & Veggetti, 2001; revisado por Johnston et al., 2011).
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Figura 7: Célula satélite do musculo esquelético. (A) Esquema mostrando a posicdo da célula satélite, entre a
lamina basal e o sarcolema da fibra muscular (revisado por Buckingham & Rigby, 2014). (B) Microscopia
eletronica de transmissdo do musculo esquelético de carpa (Cyprinus carpio). <: lamina basal envolvendo

ambas a célula satélite e a fibra muscular (adaptado de Koumans et al., 1990).

Durante o crescimento hiperplasico, os mioblastos proliferam, agregam-se na superficie
de fibras musculares pré-existentes, fundem-se e entram num processo de diferenciacdo, para
que ocorra a geracdo de miotubos no tecido muscular, 0s quais se separam e originam novas
fibras musculares. No crescimento hipertrofico, ocorre a proliferagdo e diferenciagdo dos
mioblastos para que haja a internalizagéo de seus nucleos nas fibras musculares em crescimento,
promovendo uma maior sintese de miofibrilas e, consequentemente, aumentando a area e o

diametro de fibras pré-existentes (revisado por Johnston et al., 2011) (Figura 8).
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Figura 8: Crescimento pos-natal do musculo esquelético em peixes, com destaque para 0s mecanismos de
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos, que irdo culminar com os processos de recrutamento (hiperplasia) e

hipertrofia muscular (Johnston, 1999).

Estudos mostraram que em muitos peixes teledsteos existem duas “ondas” de intenso
crescimento hiperpléasico (Rowlerson & Veggetti, 2001; Johnston et al., 2003). A primeira é
conhecida como hiperplasia estratificada, uma continuidade da miogénese embrionaria, que
promove a formacéo de novas fibras musculares em camadas. Essa hiperplasia ocorre a partir de
zonas germinativas e é responsavel pelo espessamento da musculatura nos estagios iniciais do
desenvolvimento. A segunda é denominada hiperplasia em mosaico, que promove a formacéo de
novas fibras em toda a musculatura do peixe, a qual também apresenta fibras musculares num
estagio de maturacdo mais avangado (Almeida et al., 2010). Dessa forma, o musculo esquelético
apresenta fibras musculares com didmetro pequeno entre fibras de maior diametro, como um
mosaico (Figura 9). A hiperplasia em mosaico permite que haja maior desenvolvimento da
massa muscular, e ocorre somente em peixes que atingem um grande tamanho corporal, sendo
um fator de grande importancia para espécies de interesse econdmico (Rowlerson & Veggetti,
2001).
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Figura 9: Crescimento hiperplasico do musculo esquelético de peixes. (A) Hiperplasia estratificada. (B)
Hiperplasia em mosaico. BE: fibras musculares brancas embrionarias; V: fibras musculares vermelhas; ZPM:
zona de proliferacdo de mioblastos; TN: tubo neural; N: notocorda; LL: linha lateral; CV: coluna vertebral; B:

fibras musculares brancas; I: fibras musculares intermediarias (adaptado de Rowlerson & Veggetti, 2001).

A contribuigdo dos mecanismos de hiperplasia e hipertrofia no crescimento muscular pos-
natal tem sido estudada em muitas espécies de peixes. O crescimento hiperplasico das fibras
persiste por um periodo de tempo maior em peixes de crescimento somatico indeterminado, que
apresentam porte elevado, proporcionando grande aumento da massa muscular e conferindo
importancia econdbmica a espécie. J& em peixes de menor tamanho o crescimento somatico €
determinado, ou seja, atingem um tamanho fixo, sendo que a hiperplasia cessa nos estagio mais
iniciais do desenvolvimento, tornando o crescimento hipertrofico das fibras o principal
mecanismo de crescimento muscular pos-natal nessas espécies (Biga & Goetz, 2006; Froehlich
etal., 2013).

Os mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos e, consequentemente, o
crescimento do musculo esquelético, sdo regulados por diferentes moléculas, como horménios,
fatores de crescimento, citocinas e diversos fatores transcricionais, dentre 0s quais podemos citar
os Fatores de Regulagdo Miogénica (MRFs) (Johansen & Overturf, 2005). A estrutura molecular
de um MRF apresenta um dominio altamente conservado, com cerca de 60 aminoacidos,
conhecido como basic helix-loop-helix. A regido helix-loop-helix estd envolvida com a ligacao
entre 0 MRF e outra molécula idéntica, formando um homodimero, ou entre 0 MRF e proteinas
E (E12 e EA47), que sdo cofatores transcricionais, formando um heterodimero. A regido basic esta
envolvida com a ligacdo do homodimero ou heterodimero a uma sequéncia especifica do DNA
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(5"-CANNTG-3"), denominada E-box. Essa sequéncia estd presente na regido promotora de
genes musculo-especificos, que codificam, por exemplo, proteinas contrateis, estruturais e
enzimas musculares, de modo que o homodimero ou heterodimero ativam a transcricdo desses
genes (revisado por Rescan, 2001). Assim, os MRFs controlam o programa miogénico dentro da
célula, suprimindo outros destinos celulares.

Dentre os MRFs destacam-se a MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4. A MyoD e o Myf5 séo
conhecidos como fatores primérios, sendo responsaveis, principalmente, pela ativacdo e
proliferacdo dos mioblastos no musculo esquelético. J& a Miogenina e 0 MRF4 sdo fatores
secundarios e estdo envolvidos com a diferenciacdo e fusdo dessas células (Johansen & Overturf,
2005; Almeida et al., 2010) (Figura 10).

Quiescent Activation  Proliferation Migration and Fusion into Maturation
satellite cell as myoblast differentiation myotube into myofibor

m— Pax7 R S SRR S S S S S R R S S R

—  Myf5 e

s My0D — — -
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w—— M1 s—-

Figura 10: (A) Esquema do complexo formado entre um homodimero de MyoD e 0 DNA (Ma et al., 1994).
(B) Regulagdo realizada pelos MRFs durante o crescimento p6s-natal do musculo esquelético e regeneracgao

muscular (revisado por Zanou & Gailly, 2013).
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1.5. MicroRNAs

Nas décadas de 40 e 50, foi descoberto que o DNA era o portador da informacao genética
e que continha instrugdes para a producdo de proteinas, moléculas responsaveis pela maioria das
funcbes celulares. Dessa forma, foi definido o dogma central da biologia molecular, no qual o
DNA promove a sintese do RNA, que vai ser traduzido em uma proteina. Atualmente, sabemos
que a propagacdo da informacdo genética € muito mais complexa, existindo diversos outros
mecanismos envolvidos no controle do metabolismo celular e definicdo do fenétipo, como a
metilacdo do DNA, a modificacédo de histonas e a regulacdo por RNAs nédo codificantes (Chuang
& Jones, 2007).

Dentre estes destacamos os microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs regulatérios ndo
codificantes com cerca de 22 nucleotideos, que apresentam um importante papel nos mais
diversos processos bioldgicos de um organismo, inclusive no desenvolvimento muscular.
Anadlises filogenéticas revelam a existéncia de uma alta conservacdo dos miRNAs entre 0s
vertebrados, e sugerem uma correlacdo positiva entre 0 nimero de genes de miRNAs e a
complexidade do organismo (Sempere et al., 2006; Lee et al., 2007). A funcdo principal dos
miRNAs é a regulagdo pds-transcricional de genes, promovida pela inibicdo traducional ou
degradacdo de RNAs mensageiro (mMRNAS) (revisado por Ge & Chen, 2011). Essa represséo se
da através de complementaridade de bases entre os nucleotideos 2 a 8 da regido 5’ do miRNA,
conhecidos como sequéncia seed, e a regido 3’ ndo traduzida (3°’UTR) dos mRNAs alvo
(Williams et al., 2009).

Com relacdo a biogénese, os genes de miRNAs sdo sintetizados como longos transcritos
primarios, denominados pri-miRNAs, principalmente pela acdo da RNA polimerase 1l. Os pri-
miRNAs podem codificar um ou mais miRNAs, e sdo processados pelas proteinas nucleares
RNAse |1l Drosha e DGCR8, gerando uma sequéncia de aproximadamente 70 pares de base
conhecida como pre-miRNA. Os pre-miRNAs sdo entdo transportados ao citoplasma pela
Exportina-5, onde serdo processados pela RNAse Il Dicer para a sintese de um miRNA dupla-
fita (duplex), com aproximadamente 22 nucleotideos (revisado por Ge & Chen, 2011). Em
seguida, apenas uma Unica fita do duplex de miRNA € incorporada ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC), que juntamente com proteinas da familia Argonauta
(Ago) associam-se com o sitio de complementaridade do mRNA alvo (revisado por Winter et al.,
2009). A outra fita do duplex é degradada ou pode associar-se a um novo RISC, para a regulacédo
de outro mMRNA alvo (Figura 11).
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Figura 11: Biogénese dos miRNAs (revisado por Winter et al., 2009).

A regulagdo combinatdria & uma caracteristica comum, de modo que um miRNA pode ter
diversos mRNAs alvo e, da mesma forma, um Unico mRNA pode ser regulado por diferentes
miRNAs. Assim, os miRNAs promovem uma regulacdo orquestrada de seus alvos, controlando
vias de sinalizacdo e func@es bioldgicas comuns (revisado por van Rooij et al., 2008; revisado
por Goljanek-Whysall et al., 2012). Alguns miRNAs sdo especificamente ou altamente
expressos nos musculos cardiaco e/ou esquelético e, portanto, sdo chamados masculo-
especificos. O miR-1, miR-133, miR-206 e miR-499 estdo envolvidos em diversos processos no
musculo esquelético, como a miogénese, proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos,
especificacdo de tipos de fibras e regeneracdo muscular (Chen et al., 2006; van Rooij et al.,
2009; revisado por Ge & Chen, 2011).

Muitas pesquisas e abordagens bioinformaticas demostraram que o miR-1, miR-133 e
miR-206 silenciam genes envolvidos com o crescimento muscular, como a HDAC4 (histone
deacetylase 4), SRF (serum response fator) e Pax7 (paired box protein 7), respectivamente
(Chen et al., 2006; Williams et al., 2009; Chen et al., 2010; revisado por Goljanek-Whysall et

al., 2012). Em mamiferos, o0 miR-1 e miR-206 promovem principalmente a diferenciacdo de
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mioblastos, enquanto 0 miR-133 estimula a proliferacdo dessas células. O miR-499 tem como
alvo 0 Sox6 (SRY-box containing gene 6), uma molécula que age na definicdo do fenétipo de
contracdo rapida em fibras musculares (McCarthy et al., 2009; van Rooij et al., 2009). Wang et
al. (2011) mostraram que a repressao traducional do Sox6 € mediada pelo miR-499 em fibras de
contracdo lenta em zebrafish, revelando a participacdo desse miRNA na manutencdo do fenétipo

lento em fibras musculares.

1.6. Cultura celular primaria de mioblastos

A cultura celular ¢ uma técnica in vitro que permite a manutencao e estudo de células
fora do corpo do organismo original (Junqueira & Carneiro, 2008). As culturas de células
permitiram um grande avanco em muitas aplicacbes médicas, como no desenvolvimento de
vacinas, ensaios de drogas e terapias génicas, e uma expansao muito grande do conhecimento
acerca de mecanismos moleculares e vias de sinalizacdo relacionados aos mais diversos
processos biolégicos. Esses progressos decorrem principalmente da utilizacdo de linhagens
celulares, ou seja, células com alteracBes genéticas, ocasionadas por substancias quimicas, virus
ou agentes fisicos, que apresentam uma proliferacdo muito acentuada, de modo que as culturas
podem ser propagadas por longos periodos de tempo (Alves & Guimardes, 2010).

A linhagem celular C2C12 é constituida de mioblastos provenientes de camundongo
(Mus musculus), sendo muito utilizada para a compreensdo da regulacdo do crescimento e
desenvolvimento muscular em mamiferos. No entanto, a extrapolacdo das informagGes obtidas
nessas culturas para espécies de peixes € inadequada e ndo recomendada, e ainda ndo foram
obtidas linhagens de células musculares provenientes desses animais. Dessa forma, para estudos
relacionados ao musculo esquelético de peixes € necessario o estabelecimento de culturas
celulares primarias de mioblastos (revisado por Johnston et al., 2011). As culturas primarias sao
aquelas preparadas diretamente do tecido de interesse, possuindo as mesmas caracteristicas do
tecido de origem, de modo que a cultura primaria é o procedimento mais semelhante a estudos in
vivo. No entanto, os ensaios em culturas primarias devem ser realizados com rapidez, pois as
células primarias conseguem manter suas caracteristicas originais apenas por um curto periodo
de tempo, antes de entrarem em apoptose (Alves & Guimarées, 2010).

As culturas de mioblastos de peixes recapitulam as etapas do crescimento muscular pos-
natal, no qual ocorre um comprometimento inicial dos mioblastos, proliferacdo e diferenciacao

dessas celulas, culminando com a formacdo de miotubos (revisado por Chargé & Rudnicki,

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

25



) F=;‘_| Avavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

H}gﬁ“ u neSp " 9ULI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

P T
R

FP&-BaA

2004; Gabillard et al., 2010) (Figura 12). A importancia das culturas de mioblastos reside no fato
de fornecerem um ambiente com um menor ndmero de variaveis daquelas encontradas no
musculo esquelético in vivo, e permitirem as analises de diversas vias de sinalizacdo sob
condicdes controladas, o que possibilita um estudo mais aprofundado de moléculas regulatorias e
0 estabelecimento de suas func¢des nos diferentes estagios da cultura. Da mesma forma, os meios
de cultivo dos mioblastos podem ser modificados para o teste de hipdteses relacionadas ao papel
de nutrientes, hormonios e fatores transcricionais na regulagdo do processo de crescimento

muscular (revisado por Johnston et al., 2011; Garcia de la serrana & Johnston, 2013).

A B

Figura 12: Culturas celulares primarias de mioblastos isolados de pacu, em periodo de proliferacdo (A) e

diferenciacdo (B) (Imagens de autoria prépria).

Além disso, a compartimentalizacdo da musculatura esquelética de peixes permite o
estabelecimento de culturas individuais de mioblastos provenientes dos musculos de contracéo
rapida, que apresentam interesse econdmico e valor comercial. O padrdo em mosaico do musculo
esquelético de mamiferos, com fibras de contracéo rapida localizadas entre fibras de contracéo
lenta (revisado por Schiaffino & Reggiani, 2011), torna praticamente impossivel o estudo
separado dos tipos de musculo esquelético, abordando diferencas em processos como o
desenvolvimento, crescimento, metabolismo e especificacdo de fendtipos, algo que é viavel nos

peixes e os tornam modelos ideais para este tipo de pesquisa.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pés-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br
26



\V
@ @fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r
T PG -BGA
2. HIPOTESE

Considerando as informacdes descritas, nossa hipotese é de que os miRNAs miR-1, miR-
133, miR-206 e miR-499 estdo envolvidos na regulacdo do crescimento e dos fendtipos de

contracdo do musculo esquelético no pacu.

3. JUSTIFICATIVA

Estudos que visem esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos com o crescimento
muscular do pacu podem contribuir para a elaboracdo de novas estratégias de criacdo e para a
obtencédo de melhorias em sua piscicultura intensiva, uma vez que estes mecanismos contribuem
para alteracdes na celularidade do musculo esquelético e, consequentemente, estdo diretamente

relacionados ao aumento de massa muscular e qualidade de carne.

4. OBJETIVO

4.1. Objetivo geral

O objetivo de nosso trabalho foi avaliar a expressdao do miR-1, miR-133a, miR-133b,
miR-206, miR-499 e de seus supostos alvos, HDAC4, SRF, Pax7 e Sox6, nos musculos
esqueléticos de contragdo répida e lenta do pacu durante o crescimento, para fornecer novas

informagdes quanto aos mecanismos moleculares que regulam o tecido muscular nessa espécie.

4.2. Objetivos especificos

- Avaliar a expressdo dos miRNAs e de seus MRNAs alvo nos masculos esqueléticos de
contracdo rapida e lenta de pacus em diferentes estagios de desenvolvimento;

- Avaliar a expressdao do miRNA miR-499 e de seu mMRNA alvo Sox6 entre os musculos
esqueléticos de contragdo rapida e lenta dos pacus;

- Avaliar a expressdo dos MRFs MyoD e Miogenina nos musculos esqueléticos de
contracdo rapida e lenta de pacus em diferentes estagios de desenvolvimento, para a verificagao
dos mecanismos de proliferacéo e diferenciagdo de mioblastos.

- Avaliar a expressao in vitro dos miRNAs e de seus mMRNAs alvo em culturas celulares

primarias de mioblastos de pacus.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta de amostras

Nosso estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia do Musculo Estriado (LBME),
localizado no Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, S&o
Paulo, Brasil. Os pacus foram obtidos da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios
(APTA), no Polo Regional da Alta Sorocabana, com sede em Presidente Prudente, S&o Paulo,
Brasil. Nos avaliamos trés estagios de desenvolvimento: larval (30 dias), juvenil (90 dias; 150
dias) e adulto (2 anos). Os peixes foram cultivados & temperatura de 28°C, em caixas d’agua de
0,5 m® dotadas de sistemas distintos de recirculacdo de agua. Os pacus foram eutanasiados com
excesso de benzocaina, em uma concentracdo acima de 250 mg/L, anteriormente a mensuracao
do peso corporal (g), comprimento total (cm) e coleta das amostras musculares (n=6 por grupo).
As amostras de musculo de contracdo rapida foram coletadas da regido epaxial, proximo a
cabeca, e as amostras de musculo de contracdo lenta foram coletadas préximo a linha lateral. N6s
ndo coletamos a musculatura de contracéo lenta de pacus de 30 e 90 dias dada a dificuldade de
isolamento desse tecido nesses animais. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80°C. Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA — namero de protocolo 506) do Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, Sdo
Paulo, Brasil (Anexo 1).

5.2. Cultura de mioblastos

Foram utilizados pacus juvenis com 31.75 + 2.53 g (média = DP; n=10 por cultura) para
0 estabelecimento das culturas primarias de mioblastos. Os resultados foram obtidos a partir de 6
culturas celulares independentes.

O protocolo para isolamento e cultura de mioblastos foi realizado conforme descri¢do de
Bower & Johnston (2009). Inicialmente, os pacus foram imersos em alcool 70% para
esterilizacdo das superficies externas. Amostras de musculo de contracéo rapida foram coletadas
da regido epaxial e colocadas em meio de extragdo (DMEM, 9 mM NaHCO3;, 20 mM HEPES,
15% soro de cavalo e 1% antibiéticos; Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, os musculos passaram
por um processo de dissociagdo mecéanica utilizando-se bisturis e os fragmentos foram lavados
duas vezes em meio de lavagem (DMEM, 9 mM NaHCOj3, 20 mM HEPES e 1% antibioticos;
Sigma-Aldrich, USA), sendo posteriormente centrifugados (1200 rpm; 5 min; 4°C). Foi realizada
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a digestdo enzimatica das amostras pela adicdo de 0,2% de colagenase tipo | (Sigma-Aldrich,
USA) em DMEM, durante 1 hora e 10 minutos a temperatura ambiente e sob agitacdo. Os
fragmentos foram centrifugados (1200 rpm; 20 min; 4°C) e os pellets resultantes foram lavados
duas vezes em meio de lavagem, sendo em seguida centrifugados novamente (1200 rpm; 10 min;
4°C). Para a quebra dos contatos célula-célula foi adicionado 0,1% de tripsina (Sigma-Aldrich,
USA) em meio de lavagem, durante 20 min a temperatura ambiente e sob agitagdo. A suspensao
de células foi centrifugada (1200 rpm; 1 min; 4°C) e o sobrenadante foi coletado e misturado ao
meio de extracdo. Os pellets passaram por uma segunda digestdo com tripsina, semelhante a
primeira. Os sobrenadantes foram centrifugados (1200 rpm; 20 min; 4°C) e o pellet resultante foi
ressuspendido em meio completo (DMEM, 9 mM NaHCOg3, 20 mM HEPES, 10% soro fetal
bovino e 1% antibidticos; Sigma-Aldrich, USA). A suspensao de células foi filtrada em cell
strainers de 100 e 40 um (Corning, USA). Apds centrifugacdo (1200 rpm; 20 min; 4°C), as
células foram ressuspendidas novamente em meio completo, colocadas em camara de Neubauer
para a contagem celular e diluidas na concentracdo de 1x10° células/mL. As células suspensas
em meio completo foram colocadas em placas previamente tratadas com poli-L-lisina e laminina,
e foram incubadas em estufa a 22°C durante, aproximadamente, 12 dias. Os mioblastos foram
estudados em trés fases das culturas primarias: comprometimento e proliferacdo inicial (2-4
dias), proliferacdo final e fuséo inicial (5-8 dias), e fusdo final e formacgdo de miotubos (9-12
dias). O meio completo foi trocado a cada dois dias e a morfologia dos mioblastos foi

monitorada regularmente.

5.3. Extracéo, quantificacédo e andlise da integridade do RNA

O RNA total foi extraido das amostras musculares e culturas de mioblastos através do
reagente TRIzol® (Life Technologies, USA), seguindo as orientagdes do fabricante. As amostras
congeladas foram trituradas com o homogeneizador de tecidos IKA® T-25 Digital Ultra-
Turrax® (IKA, Germany) em 1 mL de TRIzol®/50-100 mg de tecido muscular, enquanto que 0s
mioblastos em cultura foram homogeneizados com cell scrapers em 1 mL de TRIzol®/well. O
homogeneizado foi transferido para um tubo de 1,5 mL e incubado durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Foi acrescentado 0,2 mL de cloroférmio e, posteriormente, os tubos foram
agitados vigorosamente e incubados por 3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa formada apds a

centrifugacdo foi coletada e 0 RNA foi precipitado através da incubacdo com 0,5 mL de alcool

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

29



@ AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA J

AVA
u nesp ¥ «40LIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

T PG -BGA

isopropilico, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o pellet de RNA resultante foi lavado com 1
mL de etanol 75%. O material foi centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi removido cuidadosamente. Ap6s secagem, o pellet de RNA foi dissolvido em UltraPure™
Distilled Water DNAse, RNAse Free (Life Technologies, USA) e armazenado a -80°C.

Para a quantificacdo do RNA foi utilizado o espectrofotdmetro NanoVue™ Plus (GE
Healthcare, USA), que forneceu a medida de absorbancia a 260 nm. Também foi realizada a
medida de absorbancia a 280 nm, que identifica a quantidade de proteinas e permite uma analise
da pureza do RNA extraido, garantida pela obtencdo de uma razdo 260/280 nm superior a 1.8.
Nos utilizamos somente amostras com razdo igual ou superior a 1.8.

A integridade do RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.
A agarose foi dissolvida em tampdo TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acido borico, 2 nM
EDTA). Uma aliquota de 1 pL do RNA total foi adicionada a 5 pL de uma solucéo contendo o
tampdo de corrida OrangeG e o corante GelRed® (Biotium, USA). Essa mistura foi aplicada no
gel e submetida a corrida eletroforética a 120 V por cerca de 1 hora e 30 minutos. O gel foi
fotografado sob luz ultravioleta e a integridade do RNA total extraido foi confirmada pela
presenca das bandas referentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. Além disso, as amostras foram
submetidas a eletroforese capilar no sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA), que fornece um
numero de integridade do RNA (RIN) baseado nas bandas do 28S e 18S. A amostra de RNA é
classificada num sistema numérico de 1 a 10, sendo 1 o perfil de maior degradacdo e 10 o perfil

de maior integridade. Nés utilizamos somente amostras com um RIN igual ou superior a 7.0.

5.4. Tratamento com DNAse e transcricao reversa

Durante os procedimentos de extracdo do RNA, pode ser que ocorra contaminagdo das
amostras por DNA gendmico. Esse DNA contaminante pode, eventualmente, servir de molde
durante a amplificacdo pela PCR, gerando um produto que ndo corresponde ao fragmento de
interesse. Dessa forma, o RNA total extraido foi submetido ao tratamento com o kit DNase |
Amplification Grade (Life Technologies, USA), a fim de eliminar qualquer possivel residuo de
DNA gendmico contaminante das amostras. Conforme as instrugfes do protocolo, 2 puL de 10X
DNase | Reaction Buffer, 2 pL de DNase | Amplification Grade (1 U/uL) e UltraPure™
Distilled Water DNAse, RNAse Free (Life Technologies, USA), na quantidade suficiente para

completar 20 puL de solucdo, foram adicionados a 2 pg do RNA total de cada amostra. Essa
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solucdo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de
2 pL de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10 minutos, para a total inativacdo da enzima
DNasel.

Para as analises de expressdo dos miRNAs foi realizada a transcri¢do reversa do RNA
pelo TagMan® MicroRNA Reverse Transcription kit (Life Technologies, USA) combinado com
o kit TagMan® MicroRNA Assays (Life Technologies, USA), conforme instrugdes do protocolo.
As amostras foram diluidas com UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Life
Technologies, USA) para uma concentracdo de 2 ng/uL. Foram adicionados 1,5 puL de 10X RT
Buffer, 0,15 uL de dNTPs (100mM), 1 pL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/pL),
0,19 pL de RNase Inhibitor (20 U/uL) e 3 uL de RT Primer, especificos para cada miRNA. Cada
amostra foi incubada a 16°C por 30 minutos, a 42°C por 30 minutos e a 85°C por 5 minutos. Para
as analises de expressdo dos mRNAs foi realizada a transcricdo reversa do RNA pelo High
Capacity cDNA archive kit (Life Technologies, USA), em que 2 ug do RNA total tratado com
DNase | (22 pL de solucdo) foram acrescidos de 10 pL de 10X RT Buffer, 4 pL de 25X dNTP
Mix (100mM), 5 pL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/pL), 10 pL de 10X RT
Random Primers e 5 pL de RNase Inhibitor (20 U/uL). O volume final da reacdo foi ajustado
para 100 pL com UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Life Technologies, USA).
Cada amostra foi incubada a 25°C por 10 minutos, a 37°C por 120 minutos e a 85°C por 5
minutos. Os produtos da reacdo de transcricdo reversa foram armazenados a -20°C e utilizados

nas reagdes de PCR.

5.5. Desenho de primerse RT-PCR

Primers para os mRNAs referentes ao HDAC4, SRF, Pax7 e Sox6 foram desenhados a
partir de sequéncias de Danio rerio publicadas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) (numeros de acesso: HDAC4 — NM_001039358.2;
SRF — NM_001110526.1; Pax7 — AF014367.1; Sox6 — NM_001123009.1). Esses primers foram
utilizados para amplificacdo dos cDNAs obtidos do musculo esquelético do pacu, pela técnica de
RT-PCR (PCR tradicional). A cada 1 pL de cDNA foram adicionados 0,5 pL de Primer
Forward (10 pM), 0,5 pL de Primer Reverse (10 uM), 0,5 pL de UltraPure™ Distilled Water
DNAse, RNAse Free (Life Technologies, USA) e 22,5 uL de Platinum® PCR Supermix (Life
Technologies, USA), em um volume final de 25 pL de solugdo. Os produtos da reacdo foram

sequenciados no ABI 3500 Genetic Analyzer® (Life Technologies, USA), utilizando-se o0s

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

31



P S

\V
@ A%fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

FPG-BGA

-

procedimentos do BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Life Technologies, USA).
Cada sequéncia nucleotidica parcial obtida foi analisada através da ferramenta BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para confirmar o fragmento amplificado com aqueles ja
publicados provenientes de outros peixes teledsteos. Primers para 0s mMRNAs referentes a MyoD,
Miogenina e 18S foram desenhados a partir de sequéncias de Piaractus mesopotamicus
publicadas no NCBI (nimeros de acesso: MyoD — FJ686692.1; Miogenina — FJ810421.1; 18S —
GQ337002.1). As sequéncias parciais dos mRNAs HDAC4, SRF, Pax7, Sox6, MyoD,
Miogenina e 18S provenientes do pacu foram utilizadas para o desenho de primers especificos
para a PCR em Tempo Real, através do software Primer Express 3.0.1.® (Life Technologies,
USA).

5.6. PCR em Tempo Real

Os niveis de expressdo dos miRNAs e mRNAs foram detectados por PCR em Tempo
Real, através da plataforma QuantStudio ™ 12K Flex Real-Time PCR System (Life Technologies,
USA). Os niveis de expressdo foram normalizados pelo RNA ribossomal 18S, cuja expressao foi
constante entre todas as amostras, e a quantificacdo relativa da expressao foi realizada pelo

método 244¢

(Livak & Schmittgen, 2001). Para que esse método de quantificacdo relativa
pudesse ser utilizado, foi necessario fazer sua validacdo, determinando se a eficiéncia de
amplificagdo dos genes alvo é similar a eficiéncia de amplificagdo do gene enddgeno. A analise
dessas eficiéncias de amplificagéo foi feita através da Curva-Padrdo (CP), composta por uma
série de 7 diluicdes (1:10) a partir de uma solucédo inicial que continha cDNA das amostras
musculares de todos os animais. O grafico da CP apresentou 7 pontos e o grau de sua inclinagdo
forneceu uma estimativa da eficiéncia de amplificacdo dos primers. A eficiéncia da reacdo de
cada gene foi calculada pela seguinte formula: E = (10°51°°° _ 1) x 100, em que E = eficiéncia da
reacao expressa em %, e slope = valor do angulo de inclinacdo da reta no grafico. Um slope de
-3.32 indica que a reacdo de amplificacdo teve 100% de eficiéncia, ou seja, a cada ciclo de PCR
foi gerado o dobro do numero de moléculas do ciclo anterior. Como os valores de slope foram
aceitaveis (entre -3.8 e -3.3) (Patruno et al., 2008), as eficiéncias de amplificacdo para os genes
alvo e enddgeno foram adequadas e 0 método 2*“* pode ser aplicado.

Cada amostra de cDNA correspondente aos miRNAs foi amplificada através dos ensaios
TagMan® Universal PCR Master Mix (Life Technologies, USA) e TagMan® MicroRNA Assays

(Life Technologies, USA), que contém primers e sondas de hidrélise especificos para 0 miR-1,
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miR-133a, miR-133b, miR-206 e miR-499 (Tabela 2). Seguindo as orienta¢cdes do protocolo,
foram utilizados 1,3 pL de cDNA, 1 pL de TagMan® MicroRNA Assays, 10 pL de TagMan®
Universal PCR Master Mix e 7,7 uL de UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Life
Technologies, USA), totalizando um volume final de 20 pL de solu¢do. Com relacdo aos
MRNAs HDAC4, SRF, Pax7, Sox6, MyoD, Miogenina e 18S, as amostras de cDNA foram
amplificadas utilizando-se o Fast SYBR® Green Master Mix (Life Technologies, USA) e primers
sintetizados pela Life Technologies (USA), que foram desenhados através do software Primer
Express 3.0.1.® (Life Technologies, USA) (Tabela 3). Os primers foram diluidos em
UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Life Technologies, USA) e suas
concentracdes ajustada para 5 pM. Conforme instruc¢des do fabricante, foram utilizados 2 pL de
cDNA, 2 pL de Primer Forward, 2 uL de Primer Reverse, 12,5 pL de Fast SYBR® Green
Master Mix (Life Technologies, USA) e 6,5 pL de UltraPure™ Distilled Water DNAse, RNAse
Free (Life Technologies, USA), totalizando um volume final de 25 pL de solugéo.

As reacOes foram realizadas em duplicata, nas seguintes condicdes: 95°C por 10 minutos,
seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extenséo a 60°C por
1 minuto. Para cada amostra foi gerado um gréfico de amplificacdo, que mostra 0 aumento da
fluorescéncia (ARn) ao longo de cada ciclo da PCR. Para as amostras amplificadas com o Fast
SYBR® Green Master Mix (Life Technologies, USA), foi feita a analise da Curva de Dissociacao
dos fragmentos ao término de cada PCR, um passo de 20 minutos em que a temperatura da
reacdo aumenta gradualmente de 60 para 95°C. O gréfico resultante permite detectar a presenca
de um ou mais produtos amplificados, pois produtos com diferentes tamanhos desnaturam em
diferentes temperaturas, gerando mais de um pico de fluorescéncia. Dessa forma, a Curva de
Dissociacdo possibilitou a avaliacdo da especificidade de amplificacdo de cada conjunto de
primers, confirmada pela presenca de um Gnico pico de fluorescéncia.

Ao término de uma reagdo de PCR sdo necessarios ajustes do baseline e threshold sobre
os graficos de amplificacdo, para uma analise exata dos dados de expressdo. Baseline € o
parametro correspondente ao nivel basal de fluorescéncia emitida nos primeiros ciclos da PCR,
antes do surgimento das curvas de amplificacdo. Deve-se estabelecer a faixa de ciclos correta do
baseline, pois seu valor serd subtraido do sinal fluorescente das curvas de amplificagdo.
Threshold é o limiar de deteccdo de fluorescéncia, fixado para a obtencdo de um valor de Ct para
cada animal e posicionado na regido exponencial da curva de amplificacdo, local onde a

eficiéncia da PCR é maior. Foi adicionado um controle negativo para cada gene nas placas de
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reacdo e, apos ajuste dos parametros, foram obtidos valores de Ct para cada animal, tanto
referentes aos genes alvo quanto ao gene enddgeno. Apods obtencdo do Ct médio das duplicatas,
foi calculado o valor de ACt (Ctgene alvo — Clgene endégeno) € de AACt (ACtamostra — ACamostra calibradora) -
A amostra calibradora corresponde a um animal controle ou um estdgio particular do
desenvolvimento, sendo utilizada como base para comparacdo dos resultados. Para os dados de
peso e comprimento e durante o crescimento do musculo de contracdo rapida, nds utilizamos a
amostra com menor valor de expressdo do grupo 30 dias como calibradora. A amostra com
menor valor de expressdo do grupo 150 dias foi utilizada como calibradora para os dados durante
o crescimento do musculo de contracdo lenta e entre as musculaturas de contracdo rapida e lenta.
Para os dados das culturas de mioblastos, nds utilizamos a amostra com menor valor de
expressdo do grupo 2-4 dias como calibradora. A quantificagdo relativa dos dados de expresséo

foi calculada pela formula 244" (Livak & Schmittgen, 2001), expressa em fold-change.

5.7. Andlises estatisticas

As analises estatisticas do peso e comprimento dos pacus, dos dados de expressao durante
0 crescimento do masculo de contragdo rdpida e dos dados das culturas de mioblastos foram
realizadas pelo teste paramétrico one-way ANOVA, seguido pelo teste de comparagdes multiplas
de Tukey. O teste t ndo pareado foi utilizado para os dados de expressdo durante o crescimento
do masculo de contracdo lenta e entre as musculaturas de contracdo rapida e lenta dos pacus de
150 dias e 2 anos. O nivel de significancia adotado foi de 5% (GraphPad Prism 5 Software,
USA).
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7. ARTIGO

Differential microRNA expression in fast- and slow-twitch skeletal muscle of Piaractus

mesopotamicus during growth.

Bruno Oliveira da Silva Duran and Maeli Dal-Pai-Silva

Abstract

Pacu (Piaractus mesopotamicus) is a Brazilian fish with high economic interest for
pisciculture due to features such as rusticity and fast growth. Postnatal growth of skeletal muscle
in fish occurs by hyperplasia and/or hypertrophy, processes that are dependent on the
proliferation and differentiation of myoblasts. A class of small noncoding RNAs, known as
microRNAs (miRNASs), represses the expression of target mRNAs, and many studies
demonstrate that miR-1, miR-133, miR-206 and miR-499 regulate different processes in skeletal
muscle through the mRNA silencing of HDAC4, SRF, Pax7 and Sox®6, respectively. The aim of
our work was to evaluate the expression of miRNAs and their putative target mRNAs in fast-
and slow-twitch skeletal muscle of pacu during growth. Our results revealed an inverse
correlation between the expression of miRNAs and their target mMRNAs, and there was evidence
that miR-1, miR-133 and miR-206 may regulate the proliferation and differentiation of
myoblasts. On the other hand, miR-499 was highly expressed in slow-twitch muscle, which
suggests its involvement in the specification and maintenance of the slow phenotype in muscle
fibres. mMIRNA expression exhibited variations between different development stages and
between distinct muscle twitch phenotypes. This work provided the first identification of miRNA
expression profiles related to skeletal muscle in pacu and suggests an important role of these

molecules in this tissue.

Keywords: Pacu (Piaractus mesopotamicus), Skeletal muscle, MicroRNA, Myogenic regulatory
factors (MRFs).

I ntroduction
Piaractus mesopotamicus, popularly known as pacu, is an important economically

desirable Brazilian roundfish, characterized by rusticity, high fertility, fast growth and tasty
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meat, reaching up to 20 kilograms (Santos et al., 2012). Roundfish represent the majority of
native fish farmed, accounting for about 33.5% of national production, and have high market
value to Brazilian fishery and pisciculture (MPA, 2013). Although zebrafish (Danio rerio) and
medaka (Oryzias latipes) are widely used as model organisms for the understanding of many
biological processes, there are limitations in the study of muscle during fish growth, because
these animals reach small sizes (Froehlich et al., 2013). Pacu is an excellent experimental model
for this kind of study because of its large body size, indicating that, in addition to its high
economic interest, it also exhibits importance for scientific research.

In most fish, skeletal muscle constitutes ~60% of body mass and comprises two major
fibre types: fast-twitch muscle fibres, which comprise the edible part of the fish, and slow-twitch
muscle fibres (Sanger & Stoiber, 2001; Almeida et al., 2010). Postnatal muscle growth in fish
involves cells localized at the periphery of muscle fibres, known as satellite cells. These cells
give rise to myoblasts, whose proliferation and differentiation are the mechanisms that promote
hyperplasia (increase in muscle fibres number) and hypertrophy (increase in muscle fibre size)
(Rowlerson & Veggetti, 2001; Johnston et al., 2011), processes regulated by several
transcription factors, such as myogenic regulatory factors (MRFs). MRFs include MyoD, which
regulates the activation and proliferation of myoblasts, and Myogenin, which is involved in the
differentiation and fusion of these cells (Johansen & Overturf, 2005; Almeida et al., 2010).

Small noncoding regulatory RNAs, such as microRNAs (miRNAs), also play an
important role in vertebrate muscle development. The primary function of miRNAs is the post-
transcriptional gene regulation, through the translational inhibition and decay of messenger
RNAs (MRNAS) (Ge & Chen, 2011). Combinatorial regulation is a common feature; a miRNA
may have several target mMRNAs and, similarly, a single mRNA can be targeted by different
miRNAs. Thus, miRNAs promote an orchestrated regulation of their targets, controlling
signaling pathways and common biological functions (van Rooij et al., 2008; Goljanek-Whysall
et al., 2012). Some miRNAs are specifically or highly expressed in cardiac and/or skeletal
muscles and therefore are called muscle-specific. miR-1, miR-133, miR-206 and miR-499 are
involved in several processes in skeletal muscle, like myogenesis, proliferation and
differentiation of myoblasts, specification of fibre types and muscle regeneration (Chen et al.,
2006; van Rooij et al., 2009; Ge & Chen, 2011).

Many studies and bioinformatics approaches have demonstrated that miR-1, miR-133 and

miR-206 silence genes involved in muscle growth, like HDAC4 (histone deacetylase 4), SRF
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(serum response factor) and Pax7 (paired box protein 7), respectively (Chen et al., 2006;
Williams et al., 2009; Chen et al., 2010; Goljanek-Whysall et al., 2012). In mammals, miR-1 and
miR-206 mainly promote the differentiation of myoblasts, whereas miR-133 stimulates the
proliferation of these cells. miR-499 targets Sox6 (SRY-box containing gene 6), a molecule that
acts in the definition of fast-twitch muscle fibres phenotype (McCarthy et al., 2009; van Rooij et
al., 2009). Wang et al. (2011) demonstrated in zebrafish that translational repression of Sox®6 is
mediated by miR-499, revealing the participation of this miRNA in the maintenance of slow-
twitch muscle fibres phenotype.

Studies that aim to clarify the molecular mechanisms involved in muscle growth of pacu
may contribute to improvements in its intensive farming, because they are directly related to the
increase of muscle mass and meat quality. We hypothesized that miRNAs may be involved in
the regulation of skeletal muscle growth and twitch phenotypes in pacu. The aim of our work
was to evaluate the expression of miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-499 and their
putative targets, HDAC4, SRF, Pax7 and Sox6, to provide new information on the molecular
mechanisms that regulate pacu muscle.

The fish myoblast culture, an in vitro model, is arising as a very useful tool to understand
the regulation of muscle growth and development (Johnston et al., 2011). Myoblast cell culture
recapitulates the steps of postnatal muscle growth (Chargée & Rudnicki, 2004; Gabillard et al.,
2010) and provides an environment with better variable control, which allows the examination of
regulatory molecules under precisely controlled conditions (Bower & Johnston, 2009).
Therefore, the pacu myoblast culture is an excellent model to complement our study and

understand the regulation of muscle growth performed by miRNAs.

Material and methods
Sample collection

Pacus were obtained from the Sdo Paulo Agency for Agribusiness Technology (APTA),
Presidente Prudente, S0 Paulo, Brazil. We evaluated three development stages: larvae (30
days), juvenile (90 days; 150 days) and adult (2 years). Fish were farmed at 28°C in storage tanks
of 0,5 m® equipped with distinct systems of water circulation. Animals were euthanized with an
excess of benzocaine at a concentration exceeding 250 mg/L, prior to the measurement of body
weight (g) and total length (cm) (Table 1), and the collection of muscle samples (n=6 per group).

Fast-twitch muscle was collected from the epaxial region, near the head, and slow-twitch muscle
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was collected near the lateral line. We did not collect slow-twitch muscle from 30 and 90-year-
old pacus given the difficulty to isolate this tissue in these animals. Samples were frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C. This work was approved by Ethics Committee on Animal
Use (CEUA — protocol number 506) of Biosciences Institute, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo,

Brazil.

Table 1: Body weight (g) and total length (cm) of pacu in different groups. Data are expressed as mean + SD
(different letters — p<0.05).

Groups Body weight (g) Total lenght (cm)
30 days 1.87 £ 0.44 @ 3.55+027 @
90 days 36.73+£3.73 ™ 10.57+1.39®
150 days 93.23+10.21™ 13.32 £ 0.67 '
2 years 1713.33 £ 190.96 ® 3897+ 1169

Myoblast culture

Juvenile pacus with 31.75 £ 2.53 g (mean + SD; n=10 per culture) were used for the
establishment of primary myoblast cultures. The results were obtained from six independent cell
cultures.

The protocol for the isolation and culture of myoblasts was performed according to
Bower & Johnston (2009). Samples of fast-twitch muscle were collected from the epaxial region
and mechanically dissociated with scalpels. The fragments were enzymatically digested with
0.2% collagenase type | (Sigma-Aldrich, USA) and with 5% trypsin (Sigma-Aldrich, USA),
allowing the release of muscle cells. The suspension of cells was filtered in cell strainers
(Corning, USA) to remove debris and resuspended in media with DMEM, 10% fetal bovine
serum and 1% antibiotics (Sigma-Aldrich, USA). After cell counting in a Neubauer chamber, the
cells were diluted at a concentration of 1x10° cellssmL and plated in wells previously treated
with poly-L-lysine e laminin, which have high affinity for the myoblasts. The myoblasts were
incubated at 22°C during 12 days and were studied in three phases of the primary cultures:
commitment and early proliferation (2-4 days), late proliferation and early fusion (5-8 days), and
late fusion and myotube formation (9-12 days). The media was changed every two days and the
morphology of myoblasts was monitored regularly.
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mi RNAs and mRNASs expression

Total RNA was extracted from muscle samples and myoblast cultures using TRIzol®
Reagent (Life Technologies, USA), according to the manufacturer’s recommendations. We
performed RNA quantification and an analysis of RNA purity and integrity. Extracted RNA was
submitted to treatment with DNase | Amplification Grade (Life Technologies, USA) to eliminate
any possible contaminating genomic DNA from the samples. For miRNA expression, RNA
reverse transcription was performed by TagMan® MicroRNA Reverse Transcription kit (Life
Technologies, USA) combined with TagMan® MicroRNA Assays (Life Technologies, USA),
according to the protocol instructions. For mRNA expression, RNA reverse transcription was
performed using the High Capacity cDNA archive kit (Life Technologies, USA), following the
manufacturer’s guidelines.

The expression levels of miIRNAs and mRNAs were detected by real-time PCR using the
QuantStudio ™ 12K Flex Real-Time PCR System (Life Technologies, USA). Each cDNA sample
corresponding to a miRNA was amplified by TagMan® Universal PCR Master Mix (Life
Technologies, USA) and TagMan® MicroRNA Assays (Life Technologies, USA), which
contains primers and specific probes to miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206 and miR-499
(Table 2). For the HDAC4, SRF, Pax7, Sox6, MyoD, Myogenin and 18S mRNA, cDNA samples
were amplified by Fast SYBR® Green Master Mix (Life Technologies, USA) and primers
synthesized by Life Technologies (USA), which were designed using the Primer Express 3.0.1.®
(Life Technologies, USA) (Table 3). Relative quantification of expression was performed by the
22 method (Livak & Schmittgen, 2001). Expression levels were normalized by 18S ribosomal

RNA (18S), whose expression was constant among all samples.

Table 2: TagMan® assays used for miRNA amplification by real-time PCR.

miRBase ID miRBase accession number Target sequence
dre-miR-1 MIMATO0001768 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
dre-miR-133a-3p MIMAT0001830 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
dre-miR-133b-3p MIMAT0001831 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
dre-miR-206-3p MIMATO0001866 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
dre-miR-499 MIMAT0003749 UUAAGACUUGCAGUGAUGUUUA
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Table 3: Primers used for HDAC4, SRF, Pax7, Sox6, MyoD, Myogenin and 18S mRNA amplification by

real-time PCR.

Gene

Forward

Reverse

HDAC4 CCAGGACACCATGCTGAAGA CGATGGCCACAGAGTTGAAA
SRF TCTGATAGOCAGOGTTCACTGT TGCTCACCTGOATGOGTGOTA
Pax7 GTOGATGUTOTGTTTGLGTOTTO COAGOATGAGTOGUGATAAGAAA
Soxh TTOCGACGCATCAACAGTTTAA GUAAATGACACGOCTGUAT

M}rﬂD COOCATCAGUTACATOGAG ATOCAGUAC GG TAGTAGG

M }"Ugi.‘lliﬂ IMCCCAGACCAGAGGTTTTATGAA TCTTGOTATOCTGOT TGO TC A

185 COGAATGAGOGTATCCTAAACC GCTGCTGGCACCAGACTTG

Satistical analysis

Statistical analysis of weight and length, expression data during growth of fast-twitch
muscle and data from myoblast cultures were performed using parametric one-way ANOVA test,
followed by Tukey’s multiple comparisons test. The unpaired t-test was used for the expression
data during growth of slow-twitch muscle and between fast- and slow-twitch of 150-day-old and
2-year-old pacus. Statistical significance was set at 5% (p<0.05) (GraphPad Prism 5 Software,
USA).

Results

mi RNAs and target expression

The expression of miR-1 in fast-twitch muscle was significantly higher in 2-year-old
pacus compared with other groups (p<0.001), unlike the expression of HDACA4, which was
significantly lower in 2-year-old pacus than in other animals (p<0.001). In slow-twitch muscle
this variation was also observed, with miR-1 significantly higher in 2-year-old pacus (p<0.001)

and HDAC4 significantly lower in these animals (p<0.001) (Figure 1).
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Figure 1: Relative expression of miR-1 and HDAC4 in fast- and slow-twitch muscles of pacu during growth.

Data are expressed as fold-change and are presented as mean + SD (different letters — p<0.05).

In fast-twitch muscle, miR-133a and miR-133b exhibited a significant increase in 90-day-
old, 150-day-old and 2-year-old animals compared with 30-day-old (p<0.05), whereas SRF
exhibited lower expression in 2-year-old pacus compared with other groups and lower
expression at 90 and 150 days compared with 30-day-old animals (p<0.01). The expression of
miR-133a, miR-133b and SRF in slow-twitch muscle was not statistically different between 150-

day-old and 2-year-old pacus (p>0.05) (Figure 2).
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Figure 2: Relative expression of miR-133a, miR-133b and SRF in fast- and slow-twitch muscles of pacu

during growth. Data are expressed as fold-change and are presented as mean + SD (different letters — p<0.05).

The expression of miR-206 in fast-twitch muscle was higher in 2-year-old pacus
(p<0.05), in contrast to the expression of Pax7, whose levels were lower in 2-year-old pacus
compared with other groups and in 150-day-old animals compared with 30-day-old pacus
(p<0.05). The same difference was seen in slow-twitch muscle, with higher expression of miR-
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206 in 2-year-old pacus (p<0.001) and lower expression of Pax7 in these fish (p<0.01) (Figure
3).
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Figure 3: Relative expression of miR-206 and Pax7 in fast- and slow-twitch muscles of pacu during growth.

Data are expressed as fold-change and are presented as mean + SD (different letters — p<0.05).

In fast-twitch muscle, the expression of miR-499 was significantly lower in 150-day-old
and 2-year-old pacus than in other groups, and there was a decrease in 90-day-old pacus
compared with 30-day-old animals (p<0.05). Sox6 exhibited higher levels in 2-year-old pacus
and higher expression at 150 days compared with 30- and 90-day-old pacus (p<0.001). In slow-
twitch muscle, miR-499 was not statistically different between 150-day-old and 2-year-old pacus
(p=0.059), whereas expression of Sox6 was significantly lower in 2-year-old pacus (p<0.001)

(Figure 4).
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Figure 4: Relative expression of miR-499 and Sox6 in fast- and slow-twitch muscles of pacu during growth.

Data are expressed as fold-change and are presented as mean + SD (different letters — p<0.05).

Given the involvement of miR-499 in the specification and maintenance of muscle fibre

phenotypes, the expression of this miRNA and Sox6 was also compared between fast- and slow-
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twitch muscles of pacus. The expression of miR-499 was markedly higher in slow-twitch
muscle, both at 150 days (p<0.001) and at 2 years (p<0.001). Sox6 levels were significantly
higher in fast-twitch muscle in 150-day-old pacus (p<0.05) and were not statistically different
between muscle types in 2-year-old pacus (p=0.09) (Figure 5).
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Figure 5: Relative expression of miR-499 and Sox6 between fast- and slow-twitch muscles in 150-day-old and

2-year-old pacus. Data are expressed as fold-change and are presented as mean + SD (different letters —
p<0.05).

In order to complement our study, we performed a bioinformatic prediction of
interactions between miRNAs and their putative target mRNAs using the RNAhybrid software

(BiBiServ, Germany) (Supplementary data 1).

Myoblast culture

The different phases of pacu myoblast cultures are shown in Figure 6.

2-4 days 5-8 days

Figure 6: Primary cell cultures of myoblasts isolated from pacus.

The expression of miR-1 was significantly higher at 9-12 days compared with other

phases (p<0.01), whereas the expression of HDAC4 was the opposite, with lower levels at 9-12
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days (p<0.01). The expression of miR-133a was significantly higher at 5-8 days compared with
other phases (p<0.05) and higher at 2-4 days compared with 9-12 days (p<0.01). The expression
of miR-133b was quite the same, with a significant increase at 2-4 days and 5-8 days compared
with 9-12 days (p<0.01). On the other hand, the expression of SRF was significantly lower at 5-8
days than in other phases (p<0.001). miR-206 exhibited a significant increase at 9-12 days
compared with other phases (p<0.05) and was higher at 5-8 days compared with 2-4 days
(p<0.001), whereas the expression of Pax7 was significantly lower at 9-12 days compared with
other phases (p<0.05). The expression of miR-499 was significantly higher at 5-8 days compared

with 2-4 days (p<0.05), and Sox6 levels were not statistically different between phases of culture

(p=0.86) (Figure 7).

Myoblast culture Myaoblast culture
[ A=
- miR-1 - miR-133a

E .o é . - miR-133k
g %
(=% [=8
3 52
o o
2 24 =
-} T 4 g
[ &l
[ [

1] T T T 0 T T T

244d 58d g12d 24d 58d g12d
Myoblast culture Myoblast culture
154 15+
- miR-206 - miR-499
5 .o I 5 . ;
ﬁ 104 ﬁ 104
& &
= -
-] L4
£ g
= B = 5+
= E
[} [}
e 4
0 T T T 0 T T T
24d 5-8 d 942d 24d 5-8d g12d

Figure 7: Relative expression of miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206, miR-499 and their respective targets,
HDAC4, SRF, Pax7 and Sox6, in myoblast cultures of pacu. Data are expressed as fold-change and are

presented as mean + SD (different letters — p<0.05).

MRFs expression
The expression of MyoD in fast-twitch muscle was higher in 30-day-old pacus compared

with 90-day-old and 2-year-old animals (p<0.01). Myogenin expression was significantly higher
in 2-year-old pacus than in other groups and higher at 150 days compared with 30-day-old
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animals (p<0.01). In slow-twitch muscle, the expression of MyoD was not statistically different
between 150-day-old and 2-year-old pacus (p=0.17), whereas expression of Myogenin was
significantly higher in 2-year-old pacus (p<0.001) (Figure 8).
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Figure 8: Relative expression of MyoD and Myogenin in fast- and slow-twitch muscles of pacu during

growth. Data are expressed as fold-change and are presented as mean + SD (different letters — p<0.05).

The expression of MyoD in myoblast cultures was significantly higher at 2-4 days
compared with 9-12 days (p<0.05), whereas the expression of Myogenin was significantly higher
at 9-12 days compared with other phases (p<0.001) and higher at 5-8 days compared with 2-4
days (p<0.01) (Figure 9).
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Figure 9: Relative expression of MyoD and Myogenin in myoblast cultures of pacu. Data are expressed as

fold-change and are presented as mean + SD (different letters — p<0.05).
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Discussion

mi RNAs and target expression

miRNAs are highly conserved molecules that silence target mMRNAs through nucleotide
base complementarity. miR-1, miR-133, miR-206 and miR-499 are highly expressed in skeletal
muscle and are involved in many processes in this tissue (Ge & Chen, 2011). Studies in
mammals have demonstrated that several miRNAs exhibited very similar or even identical
nucleotide sequences and, therefore, are often grouped into families (Williams et al., 2009).
Typically, these miRNAs participate in the same regulatory pathway, possessing similar
functions in the biological tissue. miR-1 and miR-206 belong to the same family of miRNAs and
are mainly involved in the differentiation of myoblasts in skeletal muscle through silencing of
molecules that repress this process, such as HDAC4 and Pax7 (Chen et al., 2006; Williams et al .,
2009; Chen et al., 2010; Yan et al., 2012a). Another molecule involved in muscle growth is SRF,
whose mMRNA is silenced by miR-133a and miR-133b, which also belong to the same family of
miRNAs and are related to the phase of myoblast proliferation (Chen et al., 2006; Williams et
al., 2009; Yan et al., 2012a). In addition to these miRNAs, miR-499 is a factor involved in the
specification and maintenance of the slow-twitch phenotype in muscle fibres, especially through
silencing of Sox6 MRNA, which participates in the definition of the fast-twitch phenotype
(McCarthy et al., 2009; van Rooij et al., 2009; Wang et al., 2011).

A more general analysis of the expression results allows us to affirm that the levels of
miR-1, miR-133a, miR-133b and miR-206 increased according to the growth of pacus, whereas
HDAC4, SRF and Pax7 decreased with the progression of muscle growth. On the other hand,
miR-499 and Sox6 exhibited, respectively, a decrease and an increase in their expression levels
according to the growth of fast-twitch muscle, whereas Sox6 exhibited a decrease in slow-twitch
muscle during growth. Thus, it is possible to observe an inverse correlation between the
expression of miRNAs and the expression of their putative target mMRNAS, which makes sense
given the biological function of miRNAs within cells (Kritzfeldt et al., 2006) and suggests that
miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-206 and miR-499 act directly on HDAC4, SRF, Pax7 and
Sox6 in pacu skeletal muscle. Similar results were observed in fish species Oreochromis
niloticus (Yan et al., 2012a), and an increased expression of miRNAs according to the growth
was also observed in species Danio rerio (Wienholds et al., 2005) and Cyprinus carpio (Yan et
al., 2012b).
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HDAC4, which is a member of the class Il histone deacetylases, associates with the
transcription factor MEF2 by its N-terminal tail. This binding represses the activity of MEF2, an
essential factor for the terminal differentiation of myoblasts (Miska et al., 1999; Miska et al.,
2001). The lower levels of HDAC4 in fast- and slow-twitch muscles of adult pacus, most likely
due to silencing by the high expression of miR-1, allowed the action of MEF2 and, therefore,
muscle differentiation. On the other hand, high expression of HDAC4 in fast- and slow-twitch
muscles of younger pacus inhibited the regulation of MEF2-dependent genes, contributing to the
maintenance of myoblasts in a proliferative state in these animals.

Pax7 is a transcription factor expressed in satellite cells that promotes embryonic
development and the postnatal growth of skeletal muscle (Seger et al., 2011). This factor is
required for the survival of satellite cells and subsequently for the proliferation of myoblasts, in
addition to preventing precocious differentiation (Chen et al., 2010). Expression of Pax7 was
higher in fast-twitch muscle of 30- and 90-day-old pacus, and subsequently decreased, possibly
as a result of the rising levels of miR-206, which contributed to the differentiation increasingly
prominent. This pattern was also observed in slow-twitch muscle, with increasing levels of miR-
206 and decreasing levels of Pax7, promoting higher differentiation of myoblasts in adult pacus.

SRF, which belongs to the MADS box transcription factor family, is a central regulator of
cell cycle and promotes the transcriptional activation of immediate-early genes, especially c-fos
(Hipskind et al., 1991). However, in addition to this role in the proliferation of several cell types,
SRF also regulates the expression of muscle-specific genes, such as a-actin, dystrophin and
myosin light chain, by binding to a nucleotide sequence known as the CArG box, which
demonstrates its acting also in muscle differentiation (Soulez et al., 1996; Li et al., 2005). In
fast-twitch muscle, we presume that SRF activated immediate-early genes in larval pacus,
promoting myoblast proliferation. From 90 days, SRF began to stimulate muscle differentiation,
but the high levels of miR-133a and miR-133b silenced its expression, maintaining cellular
proliferation. In adult pacus, we observed low levels of SRF, but differentiation of myoblasts
was ensured through the increased expression of miR-1 and miR-206 in this development stage.
We did not observe statistical difference in expression of miR-133a, miR-133b and SRF during
growth of slow-twitch muscle, but probably because we did not have this tissue from 30- and 90-
day-old pacus. We presume that, as in fast-twitch muscle, the main function of SRF in slow-
twitch muscle of 150-day-old and 2-year-old pacus was stimulate myoblast differentiation, but a

basal level of myoblast proliferation was maintained by miR-133a and miR-133b.
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Muscle-specific miR-499 participates in the specification and maintenance of twitch
phenotypes. van Rooij et al. (2009) demonstrated that the increased expression of miR-499 in the
skeletal muscle of mice was sufficient to promote the transition of fast-twitch to slow-twitch
muscle fibres, in part mediated by the downregulation of Sox6. In zebrafish, Sox6 represses
slow-twitch-specific genes, like slow myosin heavy chain 1 and slow troponin, in a manner that
is involved in the maintenance of the fast-twitch phenotype in muscle fibres (Wang et al., 2011).
We observed higher miR-499 expression and low Sox6 expression in the fast-twitch muscle of
larval pacus, likely because fibres were in the process of forming. As the fibres matured and
differentiated, especially in adult pacus, the expression of Sox6 also increased, likely as a result
of the decreased levels of miR-499, allowing the full definition of the fast-twitch phenotype. In
slow-twitch muscle, there was no statistical difference in miR-499 between 150-day-old and 2-
year-old pacus, but its levels probably decreased the expression of Sox6 in adult pacus. This low
level of Sox6 demonstrates the increasingly specification of slow-twitch phenotype. These
results were corroborated by the expression of miR-499 and Sox6 between fast- and slow-twitch
muscles of 150-day-old and 2-year-old pacus. The very high expression of miR-499 in slow
muscle of both development stages possibly reduced the levels of Sox6 and contributed to the
establishment of the slow-twitch phenotype in muscle fibers. On the other hand, Sox6 exhibited
higher expression in fast muscle of 150-day-old pacus and a slight increase in fast muscle of 2-
year-old animals, despite the lack of a statistical difference, contributing to the definition of fast-
twitch phenotype.

In summary, the high levels of miR-1 and miR-206 in adult pacus might have promoted
the differentiation of myoblasts in the fast and slow muscles of these animals, through the
silencing of HDAC4 and Pax7 mRNAs, respectively. On the other hand, the expression of miR-
133a and miR-133Db increased earlier, beginning at 90 days, possibly silencing SRF mRNA and
maintaining the proliferation of myoblasts in juvenile pacus. miR-499 might have regulated the
establishment of the slow-twitch phenotype in muscle fibres, through the silencing of Sox®é.

To provide further insight and in order to complement our study we performed a pacu
myoblast culture, which allowed the investigation of miRNAs in a controlled environment. We
evaluated the expression of miRNAs and their targets in a progression of myoblast proliferation
to myoblast differentiation, studying the cultures at 2-4 days (commitment and early
proliferation), 5-8 days (late proliferation and early fusion) and 9-12 days (late fusion and

myotube formation). The myoblast cultures also revealed an inverse correlation between
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expression of miRNAs and their targets, as well as in fast- and slow-twitch muscles during
growth. miR-1 and miR-206 showed higher expression during myoblast differentiation (9-12
days), which reduced the levels of HDAC4 and Pax7 in this phase of culture. Given the roles of
HDAC4 and Pax7 in repressing myoblast differentiation, it makes sense that they had higher
expression during early (2-4 days) and late proliferation (5-8 days). The expression of miR-133a
and miR-133b was higher during myoblast proliferation (2-4 and 5-8 days), whereas SRF
presented lower levels at 5-8 days. SRF started to stimulate the mechanism of proliferation at 2-4
days, but its level decreased at 5-8 days due to the high expression of miR-133a and miR-133b,
rising again at 9-12 days, when SRF promoted the myoblast differentiation. Expression levels of
miR-499 had little variation during progression of myoblast culture, and Sox6 did not exhibit
statistical difference between proliferation and differentiation of myoblasts. Several studies
demonstrated that the innervation pattern is essential for the specification of twitch phenotypes in
muscle fibres (Naya et al., 2000; Serrano et al., 2001; Torgan & Daniels, 2001). A tonic and
low-frequency neural stimulation induces the slow-twitch phenotype, whereas a phasic and high-
frequency neural stimulation promotes the fast-twitch phenotype (Torgan & Daniels, 2001).
However, the lack of innervation in primary myoblast cultures makes the specification and
maintenance of twitch phenotypes a quite different of what occurs in vivo. It is possible that
miR-499 and Sox6 did not participate in definition of twitch phenotypes during progression of
myoblast cultures, but maybe in another biological process. These experiments in myoblast
cultures reforced our work and contributed to the elucidation of the roles of miRNAS in
proliferation and differentiation of myoblasts, besides suggests the direct silencing that miR-1,
miR-133a, miR-133b and miR-206 perform on HDAC4, SRF and Pax7 in pacu skeletal muscle.
Even with the important findings of our study that demonstrate the regulation of muscle
growth performed by miRNAsS, because there are dozens of target MRNASs regulated by a single
mMIRNA, it is possible that miR-1, miR-133, miR-206 and miR-499 were also involved in other
aspects of muscle development, such as metabolism and skeletal muscle performance (Wang,
2013; Hitachi & Tsuchida, 2014). Further investigations are necessary to increase our
understanding of the functions of each miRNA, especially through gain and loss of function
assays that can readily be accomplished in primary myoblast cultures (Johnston et al., 2011). The
expression of miRNAs exhibited variations between different development stages and between
distinct twitch phenotypes, and this study provides the first expression profile of miRNAs in the

skeletal muscle of pacu. These results could serve as the basis for further research involving fish
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muscle growth and may assist in the development of new farming strategies that induce

increased muscle mass, ensuring greater production.

MRFs expression

Skeletal muscle growth is regulated by the sequential expression of MRFs, including
MyoD and Myogenin, which are responsible for myoblasts proliferation and differentiation,
respectively (Almeida et al., 2010). These mechanisms enable the fusion of myoblasts and the
origin of new muscle fibres (hyperplasia) or the internalization of myoblasts nuclei in growing
fibres, expanding them in length and diameter (hypertrophy) (Johnston et al., 2011; Carani et al.,
2013). We also analyzed the expression of MyoD and Myogenin during growth of fast- and
slow-twitch muscles and in myoblast cultures, to confirm the occurrence of proliferation and
differentiation mechanisms.

In fast-twitch muscle, MyoD exhibited a slight decrease throughout the growth of pacus,
whereas the levels of Myogenin showed an increase according to the growth. The high
expression of MyoD in larval pacus allowed an intense myoblast proliferation, required for the
large-scale formation of muscle fibres that occurs in this development stage. In juvenile pacus,
the hyperplasia and hypertrophy occurred simultaneously (Almeida et al., 2010), allowing the
formation of some fibers while others were increasing in size. These processes were regulated by
both MyoD, which decreased at 90 days, and Myogenin, which increased at 150 days. Myogenin
exhibited higher expression in adult pacus and promoted marked differentiation in this
development stage (Aguiar et al., 2008; Almeida et al., 2008), which makes sense because, as
fish approaches its final size, the fibres become increasingly mature and muscle growth rates
begin to decline (Johnston et al., 2011). In slow-twitch muscle, the expression levels of MyoD
were not different between 150-day-old and 2-year-old pacus, and Myogenin also presented
higher levels in adult pacus, which corroborates the data obtained in fast-twitch muscle. The
experiments in myoblast cultures confirmed the roles of MyoD and Myogenin in proliferation
and differentiation, respectively, since expression of MyoD had a decrease with the progression
of cultures, with higher levels at 2-4 and 5-8 days, whereas Myogenin showed increasingly
levels, with higher expression at 9-12 days.

Our results suggest that during muscle growth, MyoD regulated the proliferation of
myoblasts, which appeared more pronounced in early development stages and tended to decrease

according to the growth progression. In later development stages, the differentiation of cells,
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regulated by expression of Myogenin, became more predominant (Aguiar et al., 2008; Almeida
et al., 2008).

Conclusion

The expression pattern of miR-1, miR-133, miR-206 and miR-499 indicate their role in
the regulation of skeletal muscle in pacu, controlling factors involved in the proliferation and
differentiation of myoblasts, and in the specification and maintenance of twitch phenotypes in

muscle fibres (Figure 10).
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Figure 10: Model of regulation of MRFs and miRNAs in pacu skeletal muscle.

Acknowledgements
This work was supported by grants from FAPESP Foundation (Process n°® 2013/01892-2
and Process n° 2013/10196-0).

References

Aguiar, D.H., Bock, C., Padovani, C.R. and Dal Pai-Silva, M. MyoD, myogenin and proliferating cell nuclear
antigen expression in growing Nile tilapia (Oreochromis nilaticus L.). Aquaculture Research. v. 39(15), p. 1673-
1679, 2008.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

56



\V
@ A%fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

-

FPG-BGA

Almeida, F.L.A., Carvalho, R.F., Pinhal, D., Padovani, C.R., Martins, C. and Dal Pai-Silva, M. Differential
expression of myogenic regulatory factor MyoD in pacu skeletal muscle (Piaractus mesopotamicus Holmberg
1887: Serrasalminae, Characidae, Teleostei) during juvenile and adult growth phases. Micron. v. 39(8), p. 1306-
1311, 2008.

Almeida, F.L.A., Pessotti, N.S., Pinhal, D., Padovani, C.R., Leitdo, N.J., Carvalho, R.F., Martins, C. Portella, M.C.
and Dal Pai-Silva, M. Quantitative expression of myogenic regulatory factors MyoD and myogenin in pacu

(Piaractus mesopotamicus) skeletal muscle during growth. Micron. v. 41(8), p. 997-1004, 2010.

Bower, N.1. and Johnston, I.A. Selection of reference genes for expression studies with fish myogenic cell cultures.
BMC Molecular Biology. v. 10(80), p. 1-11, 2009.

Carani, F.R., Duran, B.O.S., Gutierrez de Paula, T. Piedade, W.P. and Dal-Pai-Silva, M. Morphology and
expression of genes related to skeletal muscle growth in juveniles of pirarucu (Arapaima gigas, Arapaimatidae,
Teleostei). Acta Scientiarum Animal Sciences. v. 35(3), p. 219-226, 2013.

Chargé, S.B.P. and Rudnicki, M.A. Cellular and molecular regulation of muscle regeneration. Physiological
Reviews. v. 84(1), p. 209-238, 2004.

Chen, J.F., Mandel, E.M., Thomson, J.M., Wu, Q., Callis, T.E., Hammond, S.M., Conlon, F.L. and Wang, D.Z. The
role of microRNA-1 and microRNA-133 in skeletal muscle proliferation and differentiation. Nature Genetics. v.
38(2), p. 228-233, 2006.

Chen, J.F,, Tao, Y., Li. J., Deng, Z., Yan, Z., Xiao, X. and Wang, D.Z. microRNA-1 and microRNA-206 regulate
skeletal muscle satellite cell proliferation and differentiation by repressing Pax7. The Journal of Cell Biology. v.
190(5), p. 867-879, 2010.

Froehlich, J.M., Galt, N.J., Charging, M.J., Meyer, B.M. and Biga, P.R. In vitro indeterminate teleost myogenesis
appears to be dependent on Pax3. In vitro Cellular & Developmental Biology — Animal. v. 49(5), p. 371-385,
2013.

Gabillard, J.C., Sabin, N. and Paboeuf, G. In vitro characterization of proliferation and differentiation of trout
satellite cells. Cell and Tissue Research. v. 342, p. 471-477, 2010.

Ge, Y. and Chen, J. MicroRNAs in skeletal myogenesis. Cell Cycle. v. 10(3), p. 441-448, 2011.

Goljanek-Whysall, K., Sweetman, D. and Munsterberg, A.E. microRNAs in skeletal muscle differentiation and
disease. Clinical Science. v. 123(11), p. 611-625, 2012.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

57



\V
@ A%fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

-

FPG-BGA

Hipskind, R.A., Rao, V.N., Mueller, C.G., Reddy, E.S. and Nordheim, A. Ets-related protein Elk-1 is homologous to
the c-fos regulatory factor p62TCF. Nature. v. 354(6354), p. 531-534, 1991.

Hitachi, K. and Tsuchida, K. Role of microRNAs in skeletal muscle hypertrophy. Frontiersin Physiology. v. 4(408),
p. 1-7, 2014.

Johansen, K.A. and Overturf, K. Quantitative expression analysis of genes affecting muscle growth during

development of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Marine Biotechnology. v. 7(6), p. 576-587, 2005.

Johnston, I.A., Bower, N.I. and Macqueen, D.J. Growth and the regulation of myotomal muscle mass in teleost fish.
The Journal of Experimental Biology. v. 214(Pt 10), p. 1617-1628, 2011.

Kratzfeldt, J., Poy, M.N. and Stoffel, M. Strategies to determine the biological function of microRNAs. Nature
Genetics. v. 38, p. S14-S19, 2006.

Li, S., Czubryt, M.P., McAnally, J., Bassel-Duby, R., Richardson, J.A., Wiebel, F.F., Nordheim, A. and Olson, E.N.
Requirement for serum response factor for skeletal muscle growth and maturation revealed by tissue-specific
gene deletion in mice. PNAS. v. 102(4), p. 1082-1087, 2005.

Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the
224 method. Methods. v. 25(4), p. 402-408. 2001.

MccCarthy, J.J., Esser, K.A., Peterson, C.A. and Dupont-Versteegden, E.E. Evidence of myomiR network regulation
of B-myosin heavy chain gene expression during skeletal muscle atrophy. Physiological Genomics. v. 39(3), p.
219-226, 20009.

Miska, E.A., Karlsson, C., Langley, E., Nielsen, S.J., Pines, J. and Kouzarides, T. HDAC4 deacetylase associates
with and represses the MEF2 transcription factor. The EMBO Journal. v. 18(18), p. 5099-5107, 1999.

Miska, E.A., Langley, E., Wolf, D., Karlsson, C., Pines, J. and Kouzarides, T. Differential localization of HDAC4
orchestrates muscle differentiation. Nucleic Acids Research. v. 29(16), p. 3439-3447, 2001.

MPA. Ministério da Pesca e Aquicultura. Boletim estatistico da pesca e aquicultura — Brasil 2011. 2013. 60p.

Naya, F.J., Mercer, B., Shelton, J., Richardson, J.A., Williams, R.S. and Olson, E.N. Stimulation of slow skeletal
muscle fiber gene expression by calcineurin in vivo. The Journal of Biological Chemistry. v. 275(7), p. 4545-
4548, 2000.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

58



\V
@ A%fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu r

-

FPG-BGA

Rowlerson, A. and Veggetti, A. Cellular mechanisms of post-embryonic muscle growth in aquaculture species. In:
Johnston, 1.A. (Ed) Muscle development and growth. Fish Physiology 18. San Diego: Academic Press, 2001.
327p.

Sénger, A.M. and Stoiber, W. Muscle fiber diversity and plasticity. In: Johnston, I.A. (Ed) Muscle devel opment and
growth. Fish Physiology 18. San Diego: Academic Press, 2001. 327p.

Santos, V.B., Santos, R.S., Salomdo, R.A.S. and Silva, R.M. Reproducdo induzida de pacu (Piaractus

mesopotamicus) com o uso de diferentes horménios comerciais. Pesguisa & Tecnologia. v. 9(1), p. 1-6, 2012.

Seger, C., Hargrave, M., Wang, X., Chai, R.J., Elworthy, S. and Ingham, P.W. Analysis of Pax7 expressing
myogenic cells in zebrafish muscle development, injury and models of disease. Developmental Dynamics. v.
240(11), p. 2440-2451, 2011.

Serrano, A.L., Murgia, M., Pallafacchina, G., Calabria, E., Coniglio, P., Lomo, T. and Schiaffino, S. Calcineurin
controls nerve activity-dependent specification of slow skeletal muscle fibers but not muscle growth. PNAS. v.
98(23), p. 13108-13113, 2001.

Soulez, M., Rouviere, C.G., Chafey, P., Hentzen, D., Vandromme, M., Lautredou, N., Lamb, N., Kahn, A. and Tuil,
D. Growth and differentiation of C2 myogenic cells are dependent on serum response factor. Molecular and
Cdlular Biology. v. 16(11), p. 6065-6074, 1996.

Torgan, C.E. and Daniels, M.P. Regulation of myosin heavy chain expression during rat skeletal muscle
development in vitro. Molecular Biology of the Cell. v. 12, p. 1499-1508, 2001.

van Rooij, E., Liu, N. and Olson, E.N. microRNAs flex their muscles. Trends in Genetics. v. 24(4), p. 159-166,
2008.

van Rooij, E., Quiat, D., Johnson, B.A., Sutherland, L.B., Qi, X., Richardson, J.A., Kelm Jr., R.J. and Olson, E.N. A
family of microRNAs encoded by myosin genes governs myosin expression and muscle performance.
Developmental Cell. v. 17(5), p. 662-673, 2009.

Wang, X., Ono, Y., Tan, S.C., Chai, R.J., Parkin, C. and Ingham, P.W. Prdmla and miR-499 act sequentially to
restrict Sox6 activity to the fast-twitch muscle lineage in the zebrafish embryo. Development. v. 138(20), p.
4399-4404, 2011.

Wang, X.H. MicroRNA in myogenesis and muscle atrophy. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic
Care. v. 16(3), p. 258-266, 2013.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br

59



\V
@ A%fg UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp JULIO DE MESQUITA FILHO” F
Campus de Botucatu '

FPG-BGA

P S
PO ———.

Wienholds, E., Kloosterman, W.P., Miska, E., Alvarez-Saavedra, E., Berezikov, E., Bruijn, E., Horvitz, H.R.,
Kauppinen, S. and Plasterk, R.H.A. MicroRNA expression in zebrafish embryonic development. Science 8. v.
309(5732), p. 310-311, 2005.

Williams, A.H., Liu, N., van Rooij, E. and Olson, E.N. MicroRNA control of muscle development and disease.
Current Opinion in Cell Biology. v. 21(3), p. 461-469, 20009.

Yan, B., Guo, J., Zhao, L. and Zhao, J. microRNA expression signature in skeletal muscle of Nile tilapia.
Aquaculture. v. 364-365, p. 240-246, 2012a.

Yan, X., Ding, L., Li, Y., Zhang, X., Liang, Y., Sun, X. and Teng, C. Identification and profiling of microRNAs
from skeletal muscle of the common carp. PLOSONE. v. 7(1), p. 1-9, 2012b.

Instituto de Biociéncias - Se¢do Técnica de Pds-Graduagdo
Distrito de Rubido Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3880-0780 posgraduacao@ibb.unesp.br
60



AVA
® AVAVAV
| VAY

unesp

Supplementary material

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
‘“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

FPG-BGA

Supplementary data 1: Bioinformatic prediction of interactions between miRNAs and their putative target

MRNAS.

target: Piaractus_mesopotamicus_HDAC4 _utr3

length: 712
miRNA : dre-miR-1
length: 22

mfe: -18.4 kcal/mol
p-value: 0.999931

position 366
target 5' A U U 66 C3'
AC  CuuCuuu CAU CCA
UG GAAGAAA GUA GGU
miRNA 3' UA VAU U A 5'

target: Piaractus_mesopotamicus_SRF_3utr
length: 815

miRNA : dre-miR-133a-3p

length: 21

mfe: -21.9 kcal/mol
p-value: 0.931724

position 354

target 5' C
GCUGG
CGACC

miRNA 3' U

ACU W v 3’
G GACCAA
¢ CuGGUY
AACUU CC us'

target: Piaractus_mesopotamicus_SRF_3utr
length: 815

miRNA : dre-miR-133b-3p

length: 22

mfe: -21,9 kcal/mol
p-value: 0.949434

position 354

target 5' C ACU  UU U3
GCUGG G GACCAA
CGACC € CuGGUU

miRNA 3' AU AACUU CC v s

target: Piaractus_mesopotamicus_pax7_3utr

length: 190
miRNA : dre-miR-206-3p
length: 21

mfe: ~20.8 kcal/mol
p=value: 0,437849

position 36

target 5' U uutccc uc 6GGC

CAC C6CU  uCcu GCA
GuUG GUGA AGGA UGy

miRNA 3° u A

target: Piaractus_meospotmaicus_SOX6_utr_dowstream

length: 1859
miRNA : mird9%
length: 22

mfe: ~24.3 kcal/mol
p-value: 0.753434

position 885

target 5' A CCUuCAGCGCUULY
AAACAUCGC
UUUGUAGUG

miRNA 3' A
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8. APENDICE

Anexo 1: Aprovacio do projeto de mestrado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto

de Biociéncias, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes " 40LIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Botucatu

Certificado

Certificamos que o Protocolo n° 506-CEUA, sobre
“Expressdao de microRNAs envolvidos com o crescimento
muscular do pacu (Piaractus mesopotamicus): andlises in
vivo e in vitro”, sob a responsabilidade de Maeli Dal Pai,
esti de acordo com os Principios Eticos na
Experimenta¢do Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado “Ad
referendum” da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), nesta data.

de 2013.
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