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

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

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

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

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

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



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

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

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

factors, Igfl, and amino acids.

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

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

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

desses animais, possibilitando futuras aplicagdes nos sistemas de aquicultura.

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



Abstract

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

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



1. Introducao

1.1. Musculo estriado esquelético em peixes

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

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

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

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

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

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



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

Stoiber, 2001).

Septo horizontal

/
Musculatura epaxial

. Miémero

Miossepto

Musculatura hipaxial

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

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

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

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

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



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

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

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

1.2. Miogénese em peixes

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

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



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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

1.3. Cultura celular de musculo estriado de peixes

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

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

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

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

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

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

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

entre espécies e linhagens celulares (Abdelmoez et al, 2020; Allen et al, 2023).
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Abdelmoez et al, 2020, analisando dados publicos de transcriptoma de linhagens de
células musculares C2C12 e L6, células musculares humanas em cultura primdria e tecido
muscular esquelético de camundongos e humanos observaram diferencas no padrdo de
expressao de genes relacionados ao metabolismo e fungdo do musculo esquelético. Além disso,
comparando experimentalmente células C2C12, L6 e células musculares humanas, os autores
observaram diferengas na captacao de glicose e atividade mitocondrial tanto em comparagao
entre os tipos celulares quanto em caracteristicas espécies especificas (Abdelmoez et al, 2020).

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

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

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

diferentes fontes como nadadeiras, olhos, figado e rins (Bairoch, 2018). No entanto, somente

14



linhagens de dezoito espécies foram isoladas de musculo esquelético, sendo que apenas duas
dessas linhagens tem potencial miogénico confirmado (Bairoch, 2018). Nesse sentido, o
desenvolvimento de linhagens de células musculares de peixes, assim como de melhores
estratégias para manuten¢do dessas células, traz beneficios para o aprofundamento sobre a
biologia do tecido muscular desses animais e para aplicagdes na producao de alimentos.

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

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

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

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

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

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

além daquelas observadas em mamiferos (Vélez et al, 2017).

16



@ @

....O...OC\\QJ 1999909000000 DOCOCOOOOOOO0
| I |

/ °

eSS
N

Sintese de
proteinas

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

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

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

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

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

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

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

estratégias de produgao na aquicultura.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil transcricional de células musculares de pacus (Piaractus mesopotamicus)

juvenis, isoladas e cultivadas em ambiente in vitro.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Comparar o perfil transcricional entre células musculares in vitro e do tecido muscular in

vivo de pacus juvenis;

2.2.2. Identificar genes chaves na manutencao de células musculares de pacu em ambiente in

vitro;

2.2.3. Caracterizar a comunica¢do entre cé¢lulas musculares in vitro ¢ no tecido muscular de

pacus juvenis;

2.2.4. Obter o perfil transcricional de células musculares in vitro de pacus juvenis submetidas a

estimulos pré-crescimento;

2.2.5. Identificar as especificidades do mecanismo de atuacdo de Igfl e aminoacidos em células

musculares in vitro de pacus.
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CAPITULO 1

Caracterizagdo do perfil transcricional de células musculares de pacu

in vitro em relacdo ao tecido muscular in vivo
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Resumo

Pesquisas utilizando experimentos in vitro tem mostrado inimeras contribuigdes para as
diferentes areas do conhecimento. Diversas estratégias t€ém sido desenvolvidas para melhor
adaptacao e semelhanga de ensaios in vitro aos modelos in vivo incluindo pesquisas recentes
envolvendo crescimento muscular e producdo de carne. Além disso, esse modelo experimental
tem contribuido para melhor compreensdo da biologia do tecido muscular esquelético e dos
mecanismos que contribuem para o seu crescimento em peixes. No entanto, algumas
discrepancias ainda sdo observadas entre os modelos experimentais principalmente para os
organismos nao-modelos. Neste trabalho caracterizamos o perfil transcricional de células
musculares in vitro € do tecido muscular in vivo de pacus juvenis através de sequenciamento de
RNA. No modelo in vitro, encontramos enriquecimento de processos relacionados a
proliferagdo e comunicacdo celular, assim como metabolismo glicolitico e, principalmente,
estabelecimento de matriz extracelular. No modelo in vivo foram enriquecidos processos de
desenvolvimento e contracdo muscular, metabolismo energético e processamento de
aminodcidos. Foram selecionados para validagdo por RTq-PCR genes com localizagdo central
nas redes de interagdes, que apresentaram uma quantidade significativa de counts e que
possuem papel relevante para o desenvolvimento e atividade muscular ja descritos na literatura.
Corroborando os nossos dados in silico, os genes fnla (fibronectin la), hkl (hexokinase 1) e
ctnnbl (catenin (cadherin-associated protein) beta 1)), respectivamente, relacionados a matriz
extracelular, metabolismo glicolitico e a proliferacdo e diferenciacdo celular, tiveram maior
expressao no modelo in vitro, enquanto os genes ckma (creatina kinase, muscle a), acatl
(acetyl-CoA acetyltransferase 1), mdh2 (malate dehydrogenase 2, NAD) e pkmb (pyruvate
kinase M1/2b), associados respectivamente a producdo de ATP, oxidag¢do de 4cidos graxos,

metabolismo oxidativo e glicolitico, tiveram maior expressao no modelo in vivo. Em adi¢ao, os
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genes musk (muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase), chrnal (cholinergic receptor, nicotinic,
alpha 1) e clu (clusterin), cujas proteinas possuem localizacdo extracelular, tiveram maior
expressao no modelo in vivo em relagao ao modelo in vitro. Os dados obtidos podem propiciar
o desenvolvimento de estratégias para a manutengao de células musculares de peixes in vitro,
assim como maximizar a producio desses animais em sistemas de cultivo de forma sustentavel
através da melhoria da tecnologia de cultivo de células musculares, ampliando o conhecimento

para producao de carne de peixes em sistema in vitro.

1. Introducao

O setor pesqueiro e os sistemas de piscicultura contribuem mundialmente para o
crescimento das esferas econdmicas e alimenticias. A produ¢ao mundial do setor da aquicultura
foi estimada em 178 milhdes de toneladas em 2020, sendo 89% dessa produgao voltada apenas
para o consumo humano (FAO, 2022). A produ¢@o nacional conta com o cultivo de diversas
espécies inseridas, como a tilapia (Oreochromis niloticus), e nativas, entre os quais, 0s peixes
classificados como redondos: o tambaqui (Colossoma macropomum), tambacu (hibrido entre
tambaqui e pacu) e pacu (Piaractus mesopotamicus), que em conjunto totalizaram 147 mil
toneladas da produgdo nacional em 2021 (IBGE, 2022). O pacu ¢ encontrado nas bacias dos
rios Parana, Paraguai e Uruguai e possui caracteristicas favoraveis para a aquicultura intensiva,
como um rapido crescimento e boa adaptacdo a diferentes tipos de alimentagdo (Urbinati e
Gongalves, 2005; Volkoff et al, 2017), tendo sido produzidos 9.5 mil toneladas dessa espécie
somente no ano de 2021, no Brasil (IBGE, 2022).

Além de terem importancia para a alimentacdo humana, os peixes sdo excelentes
modelos para o estudo do tecido muscular. Nesses animais, o musculo esquelético corresponde
a aproximadamente 60% da massa corporal, sendo recrutado nos movimentos de natagdo,
sustentagdo, captura de presas e fuga de predadores (Bone, 1978). O musculo esquelético em
peixes apresenta caracteristicas que os diferenciam de outros grupos como a
compartimentalizacdo especializada de fibras musculares fisiologicamente distintas, assim
como a manutencdo do crescimento por hiperplasia e hipertrofia apos as fases iniciais de
desenvolvimento (Sanger e Stoiber, 2001). O crescimento e formacao do tecido muscular, tanto
por hiperplasia quanto de hipertrofia, depende da proliferacdo e diferenciacdo de células

musculares. A compreensdo sobre estes processos vem avanc¢ando nas ultimas décadas através
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da contribui¢do dos estudos in vitro que permitem a visualizacao e analise da recapitulagdo da
miogénese de forma facilitada (Gabillard et al, 2010; Vélez et al, 2015).

A contribui¢do dos achados obtidos por estudos in vitro ¢ inegavel nao so referente a
biologia do tecido muscular, como também para uma série de questdes que requerem a resposta
especifica de determinado tipo celular, um grande controle dos fatores externos, ou a
estimulacdo e inibicdo de moléculas-alvo (Vélez et al, 2015). Ainda, essa metodologia pode
reduzir os custos e tempo despendidos em experimentos € ndo carregam as questdes €ticas
inerentes aos experimentos com modelos animais (Adams, 2019).

Nesse sentido, investigacdes utilizando cultura primaria de células musculares de peixes
trouxeram importantes contribuigdes sobre a formagao do tecido muscular e sobre os aspectos
celulares e moleculares que governam esse processo (Vélez et al, 2015). Embora sejam
necessarios maiores esclarecimentos para o desenvolvimento de modelos experimentais com
células de peixes, a manutencdo de células musculares in vitro vem apresentando um grande
potencial para a producgdo de carne em laboratério, processo que reduz ndo so6 a utilizagdo de
animais no setor agropecudrio como também reduz o consumo de energia, 4gua e espacgo para
a produgao de carne (Tuomisto e Teixeira De Mattos, 2011).

No entanto, apesar das importantes contribui¢des dos estudos utilizando modelos in
vitro, algumas discrepancias sdo observadas ao extrapolar os resultados obtidos através deste
modelo para situacdes in vivo, principalmente em estudos farmacologicos e na caracterizagao
do fenotipo em modelos especificos como em knockout de genes (Adams, 2019; McMullen et
al, 2019; Otava et al, 2015). Dessa forma, € necessario o desenvolvimento de novas estratégias
que busquem caracterizar e adaptar as culturas celulares para maior semelhanga com os
processos que acontecem nos animais. As analises globais podem contribuir para a
caracterizagdo molecular de modelos in vitro e in vivo e para a compreensao do que os diferem,
possibilitando assim a criagdo de novas estratégias que tornem os estudos in vitro ainda mais
eficazes. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar o perfil transcriptomico de
células musculares isoladas de pacu (Piaractus mesopotamicus) em relagdo ao tecido muscular

in vivo de juvenis dessa mesma espécie.

2. Metodologia
2.1. Cultivo dos animais
Pacus juvenis de 12-20g foram cultivados a 28 °C em caixas d’dgua de 0,5 m> em

fotoperiodo de claro e escuro de 12 horas no biotério de organismos aquaticos localizado no
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Setor de Morfologia do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de
Biociéncias de Botucatu. A alimentagdo foi realizada uma vez ao dia com dieta comercial
apropriada (Guabi-Pira, extrusada, 28% proteina, 5% extrato etéreo, 16,5% matéria mineral, 7%
fibras, 1,5% célcio, 0,6% fosforo, 300 mg/kg vitamina C, 87,5 Ul/kg vitamina E). Os animais
foram eutanasiados com excesso de benzocaina, em uma concentragdo acima de 250 mg/L.
Foram coletados fragmentos da musculatura branca, da regido epaxial (dorsal), de
aproximadamente 12 peixes em cada processo de estabelecimento de culturas primarias e de 6
peixes para a coleta das amostras musculares in vivo. Esse projeto foi submetido ao Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu e aprovado sob
protocolo 1050-CEUA. Os procedimentos foram conduzidos em concordancia com ARRIVE

guidelines (Kilkenny et al, 2010)

2.2. Cultura primaria de células musculares

O protocolo para isolamento e cultura celular de mioblastos foi realizado conforme
descri¢do de Fauconneau e Paboeuf, 2000, no Laboratorio de Cultura Celular do Departamento
de Biologia Estrutural e Funcional (IBB/UNESP). Inicialmente, as superficies externas dos
animais foram esterilizadas em alcool 70%. Amostras da musculatura branca foram coletadas
em meio de extragdo (DMEM, 9mM NaHCO3, 20mM HEPES, 15% soro de cavalo e 1%
antibidticos e antifingicos (penicilina, estreptomicina e anfotericina B); Sigma-Aldrich) e
dissociadas mecanicamente utilizando-se bisturis. Os fragmentos musculares foram lavados em
meio de lavagem (DMEM, 9mM NaHCO3, 20mM HEPES e 1% antibidticos; Sigma-Aldrich)
e centrifugados por 5 minutos. As amostras foram digeridas pela adi¢ao de 0.2% de colagenase
tipo I (Sigma-Aldrich), durante 1 hora e 20 minutos, seguida de centrifugacao por 20 minutos.
Para a quebra de contato célula-célula foi adicionada 0.1% de tripsina (Sigma-Aldrich) durante
20 minutos a temperatura ambiente. O material foi centrifugado e o sobrenadante foi coletado
e adicionado ao meio de extracdo. O pellet de células foi ressuspendido em meio completo
(DMEM, 9mM NaHCOs3, 20mM HEPES, 10% soro fetal bovino e 1% antibidticos; Sigma-
Aldrich) e filtrado em filtros de 100 e 40 um (Corning). As amostras foram diluidas na
concentragdo de 2x10° células/mL e plaqueadas em placas de 6 pogos previamente tratadas com
poli-L-lisina e laminina (Sigma-Aldrich). As células foram incubadas em estufa a 28°C até
atingirem 80-90% de confluéncia, aproximadamente ap6s 12 dias de cultivo. Diariamente, o
meio de cultivo foi renovado e a morfologia das células foi monitorada em microscopio
invertido. Os resultados foram obtidos a partir de 3 a 5 processos independentes de isolamento

das células musculares.
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2.3. Extragado e sequenciamento de RNA

O RNA total foi extraido das amostras in vitro € in vivo seguindo o protocolo do reagente
TRIzol® (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram homogeneizadas em 1 mL de TR/zo/®
e 0 homogeneizado foi mantido por 5 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Foi acrescentado
0.2 mL de cloroféormio por amostra, seguido de incubacdo por 15 minutos a temperatura
ambiente. O material foi centrifugado por 15 minutos e a fase aquosa foi coletada. O RNA total
foi precipitado através de alcool isopropilico. Em seguida, o material foi novamente
centrifugado por 15 minutos e o pellet de RNA foi lavado com etanol 75%. O sobrenadante foi
removido cuidadosamente e apds secagem, o RNA foi dissolvido em UltraPure™ Distilled
Water DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher Scientific) e armazenado a -80°C.

O RNA foi quantificado em espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare), que
fornece a medida de absorbancia a 260 nm/280 nm, identificando a quantidade de
RNA/proteinas presentes nas amostras, permitindo a analise da pureza do RNA extraido pela
obtencdo de uma razao 260/280 nm superior a 1.8. A integridade do RNA extraido foi avaliada
por eletroforese capilar no sistema 2/00 Bioanalyzer (Agilent), que fornece um niimero de
integridade do RNA (RIN) baseado num sistema numérico de 1 a 10, sendo 1 o perfil de maior
degradagdo e 10 o perfil de maior integridade. Foram utilizadas somente amostras com um RIN
superior a 7.0.

Foram enviadas 03 amostras de cada grupo experimental para a construcao de
bibliotecas e sequenciamento de mRNAs realizados pela empresa LC Sciences, sediada em
Houston, Texas (EUA), com base na plataforma Illumina NovaSeq 6000. Cada biblioteca foi
submetida a um pipeline especifico de modo a obter os valores de reads para os mRNAs, os

quais foram utilizados para os célculos de expressao diferencial entre os modelos experimentais.

2.4. Montagem e andlise do transcriptoma

O RNA total foi fragmentado e purificado e, para a construgao de bibliotecas de cDNA,
foram realizadas as etapas de hibridacdo e ligagdo de adaptadores, transcri¢do reversa,
purificagdo, amplificacdo e quantificagdo do cDNA. O cDNA foi entdo diluido e utilizado para
amplificagdo de seus fragmentos. Os dados resultantes do sequenciamento foram
disponibilizados por um link providenciado pela empresa, e transferidos para a estrutura
computacional de alto desempenho do Laboratério de Biologia do Musculo Estriado, do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, que consiste em uma estacdo com 64 gigabytes de

memoria e 24 nacleos de processamento. O processamento de dados foi realizado em sistema
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operacional GNU/Linux, com base na distribuicdo Linux Mint 18.1 (disponivel em
www.linuxmint.com).

A qualidade do sequenciamento foi avaliada por meio do software FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), versao 0.10.1. Através do software
Trimmomatic (Bolger et al, 2014), os adaptadores foram removidos, assim como reads com
baixa qualidade de leitura, aqui considerados com phred score < 33. O transcriptoma foi
montado através do software Trinity (Grabherr et al, 2011; Haas et al, 2013) utilizando-se a
metodologia “de novo”, uma vez que a espécie avaliada ndo possui genoma disponivel. Os
reads foram alinhados utilizando o alinhador Bowtie2 (Langmead e Salzberg, 2012) tendo
como referéncia o proteoma das espécies Danio rerio, Pygocentrus nattereri e Astyanax
mexicanus disponiveis na plataforma Ensembl Genome Browser 89 (Howe et al, 2021). Os
resultados de alinhamento foram submetidos a calculos de expressao diferencial em ambiente
R, a partir da quantidade de counts de cada gene, utilizando o pacote DESeq2 (Love et al, 2014).
Os genes foram considerados como diferencialmente expressos somente quando apresentaram
valor de p-ajustado < 0.05 e valor de Log2 de fold change > 1.5 para genes up-regulados (com
maior expressdo no modelo in vitro) e <-1.5 para genes down-regulados (com maior expressao

no modelo in vivo).

2.5. Anadlise dos genes diferencialmente expressos (GDEs)

Para o agrupamento das amostras de cada modelo experimental de acordo com o perfil
transcricional, realizamos a analise de componente principal a partir dos counts normalizados
em escala Log?2 utilizando-se o pacote DESeq2 em ambiente R (Love et al, 2014).

A analise dos processos biologicos foi conduzida utilizando a ferramenta Gene Ontology
(Ashburner et al, 2000; Carbon et al, 2021), considerando os dados de Danio rerio como
referéncia (Panther Overrepresentation Test, Released 20210224; GO Ontology database doi:
10.5281/zenodo.5725227, Released 2021-11-16). Foi aplicado o teste estatistico de Fisher com
corre¢ao de False Discovery Rate (FDR) em cada analise. Foram considerados significativos
os processos com valor de Fold Enrichment > 2.0, considerando que esse parametro indica a
razao entre a propor¢ao do numero dos GDEs observados nos dados submetidos em relagdo a
quantidade esperada de genes de referéncia participantes de um determinado processo bioldgico.
Os dez termos com maior valor de Fold Enrichment em cada modelo experimental foram
utilizados para construcdo de graficos em ambiente R utilizando o pacote ggplot2 (Wickham,

2016).
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2.6. Redes de interagdo

As redes de interagao entre os GDEs observados em cada modelo experimental foram
construidas utilizando-se a ferramenta STRING 11.5 (Szklarczyk et al, 2019) considerando o
valor de score > 0.9 para os processos biologicos e score > 0.6 para componente celular. Os
GDEs foram classificados por cor de acordo com o tipo de processo biologico do qual
participam. As redes de interagdo foram customizadas utilizando a ferramenta Cytoscape
(Shannon et al, 2003) para que a cor dos nodos referentes a cada processo bioldgico

representasse a referida classificagao.

2.7 Identificagdo e sele¢do de genes em ambiente extracelular

No contexto de nosso estudo, a fim de identificar possiveis componentes envolvidos na
comunicacdo celular, a partir da lista dos GDEs em cada modelo experimental selecionamos os
genes preditos de serem traduzidos em proteinas localizadas no ambiente e matriz extracelular.
A possivel localizagdo dos genes foi obtida através da ferramenta Gene Ontology (Ashburner
et al, 2000; Carbon et al, 2021), considerando os dados de Danio rerio como referéncia (Panther
Overrepresentation ~ Test, Released 20210224; GO  Ontology database doi:
10.5281/zenodo.5725227, Released 2021-11-16).

2.8. Seleg¢do de genes para validag¢do

Os seguintes parametros foram considerados para selecdo dos GDEs a serem validados
por RTg-PCR: genes que participam de processos biologicos enriquecidos em cada modelo
experimental, cuja média de counts tenha sido maior que zero em cada grupo, que tenham
fungdo bioldgica relevante para o metabolismo muscular e que, preferencialmente, sejam
caracterizados como centrais. A identificagdo dos genes centrais (hub) em cada rede de
interacdo foi realizada utilizando o plugin para o Cytoscape, cytoHubba (Chin et al, 2014), que
analisa o grau de interacdo entre os componentes da rede utilizando onze parametros estatisticos,
resultando em um ranking dos genes com o maior numero de interacdes. Neste trabalho o
método de ranqueamento aplicado foi o “Degree”. Os genes foram definidos como centrais

quando apresentaram no minimo sete interagdes.

2.9 Validagao por RTq-PCR e andlise estatistica

Os niveis de expressdo dos genes selecionados na etapa anterior foram detectados por
PCR em tempo real, através da plataforma QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific) localizado no Laboratério de Biologia do Musculo Estriado (LBME)
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do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional (IBB/UNESP). Todas as andlises foram
realizadas em conformidade com as diretrizes do Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR experiments (MIQE) (Bustin et al, 2009). As amostras de cDNA
foram amplificadas utilizando-se 0 GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) e primers especificos
para cada alvo molecular. Primers foram desenhados a partir das sequéncias identificadas no
transcriptoma (Tabela 1) e a sintese foi realizada pela empresa Exxtend (Brasil). Os primers
foram diluidos em UltraPureTM Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher
Scientific) e suas concentracdes ajustadas para 5 uM. A quantificagao relativa da expressao dos
genes foi realizada pelo método 224Ct (Livak e Schmittgen, 2001), utilizando o software
DataAssistTM v3.01 (Thermo Fisher Scientific). A expressao dos genes alvos foi normalizada
pela expressdo do gene enddgeno hprtl (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) cujo valor
foi constante entre as amostras e entre os grupos experimentais. Apos a realizacao do teste de
normalidade (Shapiro-Wilk), foi realizado teste T para os dados em distribui¢dao normal e o teste
de Mann-Whitney foi aplicado para os dados em distribui¢do ndo normal. Todos os testes foram
realizados em ambiente R, adotando intervalo de confianca de 95% (Zar, 2009). Graficos de
expressdo génica foram construidos em ambiente R, utilizando o pacote ggplot2 (Wickham,

2016).

Tabela 1. Primers sintetizados a partir do transcriptoma do pacu para validacdo dos genes alvos
selecionados.

Gene Sequéncia

hprtl
F: CACTATGCTGCTGACCTGGA

(hypoxanthine
R: GCGAAGAACTTGTAGCCTCCT

phosphoribosyltransferase 1)

fnla F: GGAAATCCCATCTCCAACTG
(fibronectin la) R: TCACGCTCAGTCAGTCCATC
ctnnbl

F: GTGGCAACACCCTCATTTCT
R: GAATTAGCCCAGGACAAGGA

(catenin (cadherin-associated

protein) beta 1)

hkl F: AATGCCCCAACAAACAAGAG
(hexokinase 1) R: GCAGGCTGTTTTTCAGAAGG
tgfb2
F: TTCAAGAGGGACCTTGGATG
(transforming growth factor,
beta 2) R: AGGACCTTGCTGTGCTGAGT
eta
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ckma

(creatine kinase, muscle a)

F: TTCACCAAAGCCGAAATAGG
R: AACTGGGCATCAGAGACAGG

acatl

F: TGTGCTCTTCCGATCTGTTG

(acetyl-CoA acetyltransferase 1) R: TGAGAGGCTCCCTTTGAATG

mdh?2 F: GACATCGTCAGAGCCAACAC

(malate dehydrogenase 2, NAD) R: TGATTGTCTTTCCAGCGTGA

pkmb F: GTCCTCAGCCCACACATCAT

(pyruvate kinase M1/2b) R: ACCCGTAATGGACAGACAGC
musk

F: GGAACACACAATGTCACCGC
R: TCTCTGTAAGCCCCCGATCA

(muscle, skeletal, receptor

tyrosine kinase)

chrnal
F: GGTCTTTGTCATCGCCTCCA

(cholinergic receptor,
R: CAAACAGCGGTATGGCAGTG

nicotinic, alpha 1)
clu F: GAGCACACGTCTGAACTCCA
(clusterin) R: TCTTTCCCAAGTCCCGCATC

3. Resultados

3.1. Caracterizagdo histologica das células musculares in vitro e do tecido muscular in vivo

Entre os 10° e 12° dias de cultivo celular foi observada a predominancia de células
musculares alongadas e multinucleadas. Nessa fase, também foi possivel observar, em menor
proporcao, células musculares arredondadas e com um tnico ntcleo (Fig. 1A). Durante esse
periodo de cultivo, a confluéncia de células atingiu em torno de 80-90% como observado nas
imagens de visualizagao por contraste (Fig.1B).

O tecido muscular esquelético de pacu juvenil, compartimento glicolitico, foi
caracterizado pela presenca de fibras musculares de diferentes diametros, distribuidas em
mosaico, multinucleadas com nucleos periféricos, com aspecto cilindrico e circundadas

individualmente e em feixes por tecido conjuntivo (Figs. 1C-D).
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Figura 1. Células musculares in vitro e corte histologico do tecido muscular in vivo de pacus juvenis.
A) Marcagdo de células musculares in vitro por imunofluorescéncia, nucleo marcado por DAPI (azul),
actina marcada por Texas Red (vermelho). Presenga de células multinucleadas ¢ mononucleadas
(aumento: 20x; barra: 50um), imagens obtidas no 12° dia de cultivo celular. B) Visualizagdo de células
musculares de pacu por contraste, imagens obtidas em microscopio invertido (aumento: 10x; barra:
100um), imagens obtidas no 12° dia de cultivo celular. C-D) Corte histologico do tecido muscular
esquelético de pacu, compartimento glicolitico. Coloracdo por hematoxilina em roxo e eosina em
vermelho (C) e picrosirius red (D), fibras musculares em amarelo e colageno em vermelho (aumento:
10x; barra: 50um).

3.2. Métricas do sequenciamento e andlise de componente principal

O sequenciamento de RNA das amostras de células musculares in vitro resultou em
77.361.335 reads enquanto 82.172.854 reads foram obtidas a partir do sequenciamento do
tecido muscular in vivo, sendo obtidos aproximadamente 26.000 reads por amostra. Os reads
das amostras in vitro e in vivo foram montadas em 334.638 contigs, dos quais 127.086 foram
identificados e anotados. Apds normalizacdo, 9.300 genes foram considerados como
diferencialmente expressos sendo 5.785 genes com maior expressdao no modelo in vitro € 3.515

genes com maior expressao no modelo in vivo (Tabela 2, Material Suplementar — Tabela S1).

38



Tabela 2. Métricas obtidas a partir do sequenciamento de cé€lulas musculares in vifro e do tecido

muscular in vivo de pacu.

Parametros In vitro In vivo
Reads 77.361.335 82.172.854
Contigs 334.638
Genes anotados 127.086
Genes normalizados 109.368
Genes diferencialmente expressos 5.785 3.515
Processos enriquecidos 198 186

A analise de componente principal mostrou uma clara separagao entre as amostras dos

modelos experimentais, indicando que o perfil transcricional desses modelos difere entre si.

Além disso, observamos maior homogeneidade entre as amostras do modelo in vitro do que

entre as amostras do modelo in vivo, o que ja se espera devido a maior quantidade de varidveis

presentes no ambiente sistémico do tecido muscular (Figura 2).

50-

25-

PC2: 1% variance

-25-

-100 -850 0 50 100
PC1: 99% variance

in vitro

. in vivo

Figura 2. Analise de componente principal de células musculares in vitro (vermelho) e tecido muscular

in vivo (azul) de pacu, n = 3 amostras/grupo.
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3.3. Analise de enriquecimento de processos biologicos

Para melhor caracteriza¢ao do perfil transcricional, foi realizado o enriquecimento de
processos bioldgicos a partir dos GDEs observados in vitro e in vivo.

Foram selecionados 198 processos bioldgicos enriquecidos pelos GDEs mais expressos
no modelo in vitro que foram relacionados, principalmente, a proliferagdo celular (mitose,
divisdo celular e reparo de DNA); crescimento celular; comunicacdo célula-célula, mediado
principalmente por Wnt; transporte intracelular mediado por vesiculas; sintese de componentes
de matriz extracelular (MEC); glicosilacdo de proteinas e metabolismo glicolitico (Figura 3,

Material Suplementar S1).

establishment of epithelial cell polarity (GO:0090162) - _
UDP-N-acetylglucosamine biosynthetic process {GO:0006048) - _
intraciliary retrograde transport {GO:0035721)- _
protein N-linked glycosylation via asparagine {GO:0018279) - _
chondroitin sulfate metabolic process (GO:0030204) - _
negative regulation of mitotic sister chromatid separation {GO:2000816) - _
clathrin-dependent endocytosis (GO:0072583) - _
regulation of TGFB receptor signaling pathway (GO:0017015) - _
proteoglycan metabolic process {GO:0006029) - _
mitotic cell cycle checkpoint (GO:0007093) - _

] 1 2 3 4 5

Figura 3. Dez principais processos biologicos enriquecidos pelos GDEs com maior expressao no
modelo in vitro. Teste de Fisher. False Discovery rate (FDR) < 0.05. Valores no eixo x se referem ao
parametro da plataforma Gene Ontology de Fold Enrichment.

Os processos bioldgicos primarios foram agrupados sob nomenclaturas mais especificas,
elaboradas a fim de facilitar a organizagdo e compreensdo dos resultados. A categoria
"proliferagcdo celular" engloba processos que correspondem a atividades como organizacao do
fuso mitdtico, organizagdo de citoesqueleto para a mitose, separagdo de cromatides irmas,
replicacdo de DNA e fusdo de membrana (Figura 4A). Os processos envolvidos com
crescimento e organizagdo de estrutura celular foram relacionados a organizagdo de actina e
citoesqueleto, estabelecimento de polaridade celular, processos de crescimento, regulagdo da
morfologia da célula e de localizagdo de proteinas (Figura 4A).

Considerando a comunicagdo célula-célula e transito de vesiculas, os principais
processos enriquecidos foram relacionados a sinalizagdo de Wnt, sendo identificados tanto

componentes de sua sinalizacdo quanto mediado por receptores, e transporte de vesiculas via
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microtibulos relacionados a endocitose e comunicagdo entre organelas como reticulo
endoplasmatico e sistema de Golgi (Figura 4B).

Os processos relacionados ao metabolismo energético e estabelecimento da MEC
corresponderam a glicosilacao de proteinas, biossintese de glicosaminoglicanos, metabolismo
de hexose, manose e monossacarideos, biossintese de componentes de membrana celular como
o colesterol e organizacdo de componentes da MEC como colageno e proteoglicanos (Figura
4C).

A membrane fusion IGO:0051025}- B surface receptor pathway involved in cell-cell signaling IGO:1905114}‘|:|

DNA replication (G0:0006260) JI

Wnt signaling pathway 160:0015055}D
sister chromatid segregation |GO:UUUUB19}_

microtu. cytoskeleton organizat. involved in mitosis |GO:1902850}_ cell-cell signaling by Wnt ‘GO:N%HSIS
mitotic spindle organization (G0:0007052) - NNEEE regulation of ical Wnt signaling pathway (GO:0060828) ||
regulation of protein localization |GO:00328801‘|:| ER to Golgi vesicle transport l(;o:mmsggg}-
regulation of cell shape (GO:0008360) ] clathrin dependent endocytosis (G0:0072583) |
cell growth (GO:0016049) ]
establishment of cell polarity |GO:0030010}-|:| protein transport along microtubule IGO:UUSEMDI_
cortical actin cytoskeleton organization lGO:ODSDBSS}: intraciliary transport 160:0042073}_
2:0 2I5 3:0 2:0 2:5 3:0 3:5

c glycoprotein metabolic process (GO:00091 UUH:'
monosaccharide metabolic process IGO:DDDSQSS}B
hexose metabolic process (GO:001931 8}:
glycosaminoglycan biosynthetic process IGO:0005024}‘|:|

protein N-linked glycosylation (GO:0006487) 1 |

heparan sulfate proteoglycan metabolic process 160:0030201}_

proteoglycan metabolic process 160:0005029}—
chondroitin sulfate proteoglycan metabolic process IGO:UDSOSM}_
collagen fibril organization (60:0030199) { NN
cholesterol biosynthetic process 160:0006695}_

20 25 3.0 35 40

Figura 4. Processos biologicos enriquecidos pelos GDEs in vitro categorizados em (A) proliferacdo (rosa)
e organizagdo celular (verde), (B) comunicagdo celular (azul claro) e transporte de vesiculas (azul escuro)
e (C) metabolismo glicolitico (alaranjado) e glicosilagdo de proteinas/MEC (roxo). Teste de Fisher. False
Discovery rate (FDR) < 0.05. Valores no eixo x se referem ao pardmetro da plataforma Gene Ontology de
Fold Enrichment.

Em relacdo ao modelo in vivo, foram selecionados 186 processos biologicos
relacionados ao desenvolvimento e contragdo muscular; metabolismo mitocondrial; combate a
espécies reativas de oxigénio (EROs); metabolismo de 4cidos graxos; biossintese de

nucleotideos e processamento de proteinas (Figura 5).
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mitochondrial electron transport (GO:0006120)

regulation of striated muscle contraction (GO:0006542)

ATP synthesis coupled proton transport (GO:0015986)

myofibril assembly (GO:0020233)
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Figura 5. Processos biologicos enriquecidos pelos GDEs com maior expressao no modelo in vivo. Teste
de Fisher. False Discovery rate (FDR) < 0.05. Valores no eixo x se referem ao parametro da plataforma
Gene Ontology de Fold Enrichment.

Assim como nas andlises referentes ao modelo in vitro, os processos biologicos
enriquecidos no modelo in vivo foram classificados de acordo com o tipo de atividade e resposta
celular.

Os processos classificados como de metabolismo energético foram relacionados ao
processamento de nucleotideos como a biossintese de compostos nitrogenados, metabolismo e
fosforilagdo de nucleotideos e riboses e processos relacionados a oxidagao de acidos graxos,
biossintese de aminoacidos e glicogénio (Figura 6A).

Em adicdo ao metabolismo de aminoécidos e acidos graxos, encontramos um nimero
elevado de processos relacionados ao metabolismo oxidativo como fosforilagdao oxidativa,
sintese de ATP, cadeia transportadora de elétrons e ciclo do acido tricarboxilico. Em
concordancia ao metabolismo oxidativo, processos envolvidos com o combate a EROs, como
detoxificag¢do celular e resposta ao perdxido de hidrogénio foram enriquecidos nesse modelo
experimental (Figura 6B).

Por fim, também foram enriquecidos processos envolvidos com atividade e
desenvolvimento muscular como formacdo de miofibrilas e miotubos e organizacdo de
sarcomeros, assim como processos relacionados ao processamento de proteinas como

estabilizacdo de proteinas, tradu¢do, elongacdo e formagao de ribossomos (Figura 6C).
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Figura 6. Processos biologicos enriquecidos pelos GDEs in vivo categorizados em (A) processamento de
nucleotideos (roxo) e metabolismo energético (verde), (B) resposta ao estresse oxidativo (rosa) e atividade
mitocondrial (vermelho) e (C) processamento de proteinas (azul) e desenvolvimento muscular (amarelo).
Teste de Fisher. False Discovery rate (FDR) < 0.05. Valores no eixo x se referem ao parametro da
plataforma Gene Ontology de Fold Enrichment.

3.4. Redes de interacdo

Redes de interagdo foram construidas a partir dos GDEs encontrados em cada modelo
experimental para a visualizacao de como genes envolvidos em diferentes processos interagem
entre si.

Em relagdo ao modelo in vitro, observamos uma intima relacdo entre os genes
envolvidos nos processos de proliferagdo, comunicagao célula-célula e transporte mediado por
vesiculas. Em contrapartida, genes envolvidos com metabolismo glicolitico apresentaram
interacdes com genes envolvidos com glicosilagdo de proteinas e sintese de componentes da
MEC. Genes envolvidos com a formag¢do da MEC e organizacdo da polaridade e estrutura
celular foram observados distribuidos ao longo de toda a rede (Figura 7). A rede resultou em

interacdes entre 461 genes com valor de PPI 1.0E-16.
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Figura 7. Rede de interagdo entre os GDEs enriquecidos no modelo in vitro. Cores representam o tipo de
processo biologico envolvido: proliferacdo (rosa), crescimento e organizagao celular (verde), comunicagdo
celular (azul claro), transporte de vesiculas (azul escuro), metabolismo glicolitico (alaranjado) e
glicosilagdo de proteinas/MEC (roxo). Pontos em cinza representam genes adicionados a rede para compor
as ligacdes, mas que ndo foram diferencialmente expressos entre os grupos experimentais. PPI
Enrichment: 1.0E-16, score > 0.9. Rede obtida através da ferramenta STRING 11.5 (Szklarczyk et al,
2019).

Dentre os processos biologicos enriquecidos in vitro, vias relacionadas a endocitose e
comunicagdo celular apresentaram valores significativos de Fold Enrichment. Além disso,
diversos genes envolvidos com a glicosilagdo de proteinas e componentes da MEC foram
enriquecidos nesse modelo experimental, interagindo tanto de forma isolada quanto integrada
aos genes de outros processos biologicos (Figura 7). Nesse sentido, a partir da analise de
componente celular, buscamos quais dos GDEs up-regulados nas células musculares in vitro
sdo traduzidos em proteinas que possuem localizagdo na MEC e ambiente extracelular, o que
resultou na selecdo de 28 genes que atenderam esses critérios.

A construgdo da rede de interagdes entre esses genes permitiu classificad-los em quatro
processos bioldgicos: sintese e ligacao ao colageno, glicoproteinas e glicolise, inibi¢ao da via
Bmp (bone morphogenetic protein) e degradacdo da MEC (Figura 8, Material Suplementar —
Tabela S1).
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Figura 8. Rede de interacdo entre os GDEs enriquecidos no modelo in vitro com localizacdo na MEC e
ambiente extracelular. PPI Enrichment: 1.0E-16, score > 0.6. padrao de cores diferente. Rede obtida através
da ferramenta STRING 11.5 (Szklarczyk et al, 2019).

Em relagdo ao modelo in vivo, a interagcdo entre os GDEs resultou em uma rede
complexa na qual genes de diferentes processos bioldgicos interagem entre si. Nessa analise,
observamos que grande parte das interagdes foi entre os GDEs de processos de produgdo de
ATP (metabolismo de aminoacidos, metabolismo mitocondrial, via glicolitica e oxidagdo de
acidos graxos) e processamento de proteinas. Esses genes apresentaram uma intrinseca relacao
com genes de desenvolvimento e atividade muscular e a rede resultou em interagdes entre 350

genes com valor de PPI 1.0E-16 (Figura 9).

45



Figura 9. Rede de interagdo entre os GDEs enriquecidos no modelo in vivo. Cores representam o tipo
de processo biologico: processamento de nucleotideos (roxo), metabolismo energético — glicolise e
oxida¢do de acidos graxos (verde), resposta ao estresse oxidativo (rosa), atividade mitocondrial
(vermelho), processamento de proteinas (azul) e desenvolvimento muscular (amarelo). PPI Enrichment:
1.0E-16, score > 0.9. Rede obtida através da ferramenta STRING 11.5 (Szklarczyk et al, 2019).

Para avaliar a dindmica no microambiente do tecido muscular assim como a possivel
interacao deste tecido com outros 6rgaos na complexidade do modelo in vivo, selecionamos os
GDEs com maior expressao no modelo in vivo cujas proteinas possuem localizagdo em
ambiente e matriz extracelular. Foram encontrados 78 GDEs que atendem este critério. A partir
da andlise de ontologia, observou-se que estes GDEs participam de processos como sequestro
de calcio, contracdo muscular, adesdao celular e transporte intracelular. Adicionalmente, para
identificacdo de genes que participam da comunicacdo com outros Orgdos e tecidos,
combinamos a lista de genes de nosso estudo que foram up-regulados no modelo in vivo com
os genes caracterizados a partir do secretoma de musculo esquelético descrito no trabalho de
Henningsen et al, 2020. A partir da combinagao dessas duas listas de genes foram encontrados

53 genes up-regulados in vivo, adicionais, relacionados a processos de quimiotaxia, regulagao
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do sistema nervoso e desenvolvimento e diferenciacdo celular (Figura 10, Material Suplementar

- Tabela S1).
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Figura 10. Rede de interagdo entre os GDEs enriquecidos no modelo in vivo com localizagdo na MEC
e ambiente extracelular. Genes em amarelo foram validados por RTq-PCR. PPI Enrichment: 1.0E-16,
score > (.6. Rede obtida através da ferramenta STRING 11.5 (Szklarczyk et al, 2019).

3.5. Sele¢do e validagdao dos GDEs

Considerando os pardmetros descritos anteriormente, selecionamos para validacdo
genes enriquecidos no modelo in vitro relacionados a MEC, como fnla (fibronectin la),
proliferagdo e diferenciagdo celular, como ctnnbl (catenin (cadherin-associated protein), beta
1), metabolismo glicolitico, como Akl (hexokinase 1) e a citocina tgfb2 (transforming growth
factor, beta 2) (Tabela 3). Embora o gene tgfb2 ndo tenha sido definido como gene central,
selecionamos esse alvo para validacao considerando a fung¢ao que exerce no desenvolvimento

celular.
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Os genes selecionados a partir do enriquecimento no modelo in vivo estdo associados
prioritariamente aos processos de geragdo de energia como a ckma (creatina kinase, muscle a),
acatl (acetyl-CoA acetyltransferase 1), envolvida no metabolismo de acidos graxos, mdh2
(malate dehydrogenase 2, NAD), envolvida no ciclo do acido tricarboxilico e pkmb (pyruvate

kinase M1/2b), que participa da ultima etapa da via glicolitica (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros avaliados para sele¢dao de genes para validagdo nos modelos in vitro ¢ in vivo.

Gene (sigla) Hoséstold Counts (in vitro) Counts (in vivo) Interacoes (n°)
Change

fnla 6,61 1000 300 10
ctnnbl 2,37 4000 300 17

hkl 2,86 3000 150 13

1gfb2 2,21 2500 100 ---
ckma -11,55 200 11000 14
acatl -4,00 800 2500 16

mdh2 -3,60 7000 17000 22
pkmb -13,02 200 30000 21

Além disso, também validamos os genes seguintes up-regulados no modelo in vivo cuja
proteina possui localizacdo extracelular: musk (muscle, skeletal, receptor tyrosine kinase),
essencial para a formagao das jun¢des neuromusculares, chrnal (cholinergic receptor, nicotinic,
alpha 1, muscle), relacionado as interacdes na regido de sinapse e clu (clusterin), que
possivelmente pode atuar no microambiente do tecido muscular, considerando que possui acao

contra apoptose ja descrita em cardiomiocitos (Pereira et al, 2018) (Tabela 4).

Tabela 4. Pardmetros avaliados para sele¢ao de genes cuja proteina corresponde a ambiente extracelular
no modelo in vivo.

Log2 - Fold
Gene (sigla) Counts (in vitro) Counts (in vivo) Interacoes (n°)
Change
musk -4,60 66 308 01
chrnal -6,24 10 270 -
clu -3.4 28 62 --
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3.6. Validag¢do dos GDEs por RTq-PCR

Corroborando os dados observados in silico encontramos uma maior expressao de fnla,
ctnnbl e hkla no modelo in vitro em relagdo ao modelo in vivo. Embora a diferenca de
expressao de 7gfb2 ndo tenha sido estatisticamente significativa entre os grupos, observamos
uma maior expressao desse gene no modelo in vitro (Figura 11). Encontramos interagdes entre
os genes validados com outros GDEs up-regulados in vitro, indicando uma atuag¢ao em conjunto

entre esses genes (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo de GDEs up-regulados in vitro, relacionados a MEC (fnla), metabolismo
glicolitico (hkl) e proliferagdo e diferenciagdo (ctnnbl e tgfb2). Dados representados em média = DP.
Test t. Rede de interagdo entre os genes validados (em verde) e os GDEs up-regulados no modelo in
vitro. PP1 Enrichment: 1.0E-16, score > 0.9. Rede obtida através da ferramenta STRING 11.5
(Szklarczyk et al, 2019).

Corroborando os dados observados in silico encontramos uma maior expressao de ckma,
acatl, mdh2 e pkmb no modelo in vivo em relacdo ao modelo in vitro (Figura 12). Foram
observadas interagdes entre os genes validados com outros GDEs up-regulados in vivo,

indicando uma atuagdo em conjunto entre esses genes (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo de GDEs up-regulados in vivo, relacionados a geragdo de energia (ckma),
metabolismo de 4cidos graxos (acatl), metabolismo oxidativo (mdh2) e metabolismo glicolitico (pkmb).
Dados representados em média + DP. Test t. Rede de interacdo entre os genes validados (em verde) e os
GDEs up-regulados no modelo in vivo. PPI Enrichment: 1.0E-16, score > 0.9. Rede obtida através da
ferramenta STRING 11.5 (Szklarczyk et al, 2019).

Em relagdo aos genes selecionados a partir de sua localizagdo no ambiente extracelular
ou MEC, encontramos maior expressao dos genes musk, chrnal e clu no modelo in vivo em
relagdo ao modelo in vitro (Fig. 13). Nao foi possivel avaliar a expressao do gene chrnal no
modelo in vitro devido a sua baixa expressdao em todas as amostras do grupo experimental, o
que impossibilitou a analise estatistica desse gene. O gene fgf2/ ndo apresentou diferenca

estatisticas entre os grupos experimentais, sendo excluido das andlises subsequentes.
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Figura 13. Expressdo de GDEs up-regulados in vivo, relacionados a localizagdo extracelular e MEC,
musk, chrnal e clu. Dados representados em média = DP. Test t.

4. Discussao

Através da caracterizagdo do perfil transcricional de células musculares in vitro e do
tecido muscular in vivo em pacus juvenis, observamos enriquecimento de processos
relacionados a proliferacdo, comunicagdo celular, estabelecimento de matriz extracelular e
metabolismo glicolitico, no modelo in vitro, enquanto no modelo in vivo, os processos
enriquecidos foram relacionados com o desenvolvimento, contragdo muscular, metabolismo
energético e processamento de aminoécidos.

O enriquecimento de vias glicoliticas observado no nosso modelo in vitro indica a
prevaléncia desse processo para obtengao de energia em detrimento de outros processos como
o metabolismo oxidativo, o que pode contribuir para a prolifera¢ao e formagao de novas células
musculares tanto através do suporte energético, quanto pela fusdo dos mioblastos em miotubos
(Tixier et al, 2013). Em células C2C12, genes envolvidos no metabolismo glicolitico foram
essenciais para a fusdo de mioblastos, etapa fundamental para a progressao da miogénese
(Tixier et al, 2013). Esses dados reforcam os achados do presente estudo, em que as células em

cultura apresentaram maior expressdo de fatores relacionados a proliferagdo, fusdo e
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diferenciagdo, como observado pelo enriquecimento destes processos in silico e pela maior
expressdo, no modelo in vitro, dos genes ctnnbl e tgfb?2.

O controle do nivel de expressao de b-catenina (ctnnbl) foi descrito em células
musculares e no musculo esquelético de camundongos, sendo que o knockout desse gene
resultou em prejuizos na regeneragdo de musculos lesionados, enquanto a superexpressao levou
a saida precoce do ciclo celular e a exaustdo do pool de células satélites (Rudolf et al, 2016).
Ainda, o tratamento com TGFB2 recuperou o nimero de células musculares diferenciadas em
quantidade semelhante aos animais controles em camundongos com baixa expressao de b-
catenina, indicando a atuacdo conjunta desses genes no controle dos processos de proliferagao
e diferenciagdo de células musculares (Rudolf et al, 2016).

Na literatura, ¢ bem documentado que células tumorais reprogramam seu metabolismo
priorizando processos glicoliticos de geracao de energia. Essa mudanga auxilia no aumento de
massa e na obtencdo de substrato para a sintese de acidos nucleicos, aminoacidos e
macromoléculas. Esse processo foi caracterizado em 1924 e recebe o nome de efeito Warburg
(revisado em Wackerhage et al, 2022). Recentemente, a reprograma¢do do metabolismo
energético de células musculares em crescimento vem sendo discutida em mamiferos,
apresentando um cendario semelhante ao efeito Warburg (Wackerhage et al, 2022).

Nesse sentido, além do estimulo a miogénese e hipertrofia das células no modelo in vitro,
a priorizacdo do metabolismo glicolitico pode ser vantajosa para a sobrevivéncia das células
considerando que essas se encontram em um ambiente pouco favoravel para combate a EROs,
moléculas geradas prioritariamente pela atividade mitocondrial e danosas quando em altas
concentragdes (Turrens, 1997). Em comparag¢do, no nosso estudo, diversos processos de
metabolismo oxidativo e combate a EROs foram enriquecidos pelos genes up-regulados in vivo,
modelo experimental que além de dispor de um sistema antioxidante localmente, conta com a
interagdo de outros 6rgdos, como o figado, que produzem enzimas antioxidantes e podem
auxiliar no combate as EROs e evitar o dano que elas possam causar (revisado por Supruniuk
et al, 2023).

Dentre os processos bioldgicos, encontramos também o enriquecimento de vias
relacionadas a sintese de componentes da MEC no modelo in vitro. A manutencdo da MEC tem
sido relacionada com uma maior taxa de fusdo de mioblastos tanto atuando como um suporte
para que as cé€lulas se fundam quanto pelo sequestro de fatores que inibem a miogénese e
crescimento muscular, como a miostatina (Brandan et al, 2008; Liu et al, 2021). Dentre os genes
que codificam proteinas constituintes da MEC, selecionamos para validacdo a fibronectina

(fnla), cuja expressao foi up-regulada nas células em cultura, modelo in vitro, tanto in silico
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quanto na validacdo experimental. Esse gene possui atividade j& descrita na migragao,
organizacdo e fusdo de mioblastos (Bentzinger et al, 2013; Liu et al, 2021; Roman et al, 2018).
De fato, células C2C12 cultivadas na presenca de fibronectina apresentaram maiores taxas de
migracao, fusdo e alongamento do que células cultivadas em outros meios, como gelatina (Vaz
et al, 2012). Nesse sentido, consideramos que além de processos chaves como a proliferacao e
sintese de energia, a estruturagdo do microambiente extracelular é essencial para a manutengao
e progressao das células musculares em isolamento, como observado também pela maior
expressao de genes cujas proteinas possuem localizagdo extracelular e podem atuar na
comunicagdo célula-célula como coldgeno, metaloproteinases, lumican e decorina que atuam
na estruturagdo e remodelagdo da MEC (Zang et al, 2021).

De forma geral, os resultados encontrados no modelo in vitro podem indicar estratégias
para a reestruturacdo e reorganizac¢do das células musculares de acordo com as caracteristicas
originais do tecido in vivo do qual foram extraidas. Devido a plasticidade do musculo
esquelético, esse tecido pode se recuperar frente a situagdes que levam a ruptura de seu estado
normal, restaurando as suas func¢des. Exemplo disso € a regeneracdo muscular frente a lesdes,
situagdo que € controlada principalmente pelas células satélites (revisado por Musard, 2014).

Otero-Tarrazon, et al, 2023, observaram a regeneracdo do tecido muscular de trutas
arco-iris 16 dias apds lesdo. Durante esse periodo experimental foi observado um aumento na
expressao dos genes pax’7 e wnt5, momento que coincidiu com a diminuicdo de colageno,
aumento do numero de células e formacdo de novas fibras musculares na regido lesionada
(Otero-Tarrazon, et al, 2023). Em mamiferos, h4 evidéncias que apoiam uma sequéncia de
eventos para o reparo do tecido muscular, onde a proliferacao de células e formagao de miotubos
¢ acompanhada também pelo fechamento da ferida e reparo da MEC (McNally e Demonbreun,
2021). Em nosso estudo, observamos maior expressao dos fatores da familia paired-box e Wnt
no modelo in vitro (andlises in silico), assim como uma maior expressdao de componentes de
estabelecimento da MEC (fnla), reforcando a hipdtese de um direcionamento para a
reconstrugdo do tecido muscular a partir das células musculares isoladas.

Ainda, refor¢cando nossa hipdtese, ¢ possivel que essas células possam manter as
caracteristicas inerentes de estruturacdo do tecido muscular a partir de sua memoria. Durante a
hipertrofia muscular além da producdo e acumulo de proteinas nas fibras musculares, novos
mionucleos sdo acrescidos as fibras em crescimento. Apods periodos de inatividade, individuos
que passaram por estimulos hipertréficos, como exercicio, voltam ao estado anabolico com
mais rapidez, o que € possivel que ocorra tanto através da memoria celular (nucleos que foram

acrescidos e mantidos durante a inatividade) quanto da memoria epigenética
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(hipo/hipermetilacdes no DNA das células musculares durante o exercicio inicial) que permitem
uma resposta molecular mais rapida frente a presenca do estimulo anabolico (Gundersen, 2016;
Sharples e Turner, 2023). De fato, células musculares quando isoladas in vitro sdo capazes de
manter as caracteristicas que apresentavam no tecido muscular in vivo, situacao observada em
células isoladas de pacientes com cancer e diabetes, apds o exercicio fisico e durante o
envelhecimento (Gundersen, 2016; Sharples e Turner, 2023). Sendo assim, ¢ possivel que a
capacidade que as células musculares utilizadas no presente estudo apresentam de continuar
seu ciclo celular e estruturagdo de microambiente de forma independente, sem a necessidade de
demais estimulos externos, venha de alteragdes que ocorreram durante o desenvolvimento e
crescimento do tecido muscular no ambiente sistémico in vivo e que sdo mantidas mesmo apos
o isolamento das células.

Em relagdo ao modelo in vivo, as vias enriquecidas mais discrepantes do modelo in vitro
foram relacionadas aos mecanismos de obtengao de energia. Encontramos genes envolvidos em
diferentes vias de processamento de substratos, como a desfosforilaciao da creatina. A produgao
de energia via creatina ¢ o primeiro mecanismo energético acionado, atuando também como
uma reserva de energia no tecido muscular (Borchel et al, 2019). No presente estudo o gene que
codifica a creatina quinase muscular (ckma) foi superexpresso no modelo in vivo.
Interessantemente, Borchel et al, 2019, em uma andlise comparativa, observaram que enzimas
responsaveis tanto por produzir quanto metabolizar a creatina sao sintetizadas localmente no
tecido muscular de peixes, ndo existindo uma separagdo espacial entre esses processos como
ocorre em mamiferos, indicando que esse mecanismo ¢ essencial na obtengdo e reserva de
energia nestes animais.

Além da metabolizacdo de creatina, também observamos maior expressao de genes
envolvidos com a geracdo de energia demonstrando a variedade de mecanismos ativos para a
producdo energética no modelo in vivo em comparagdo ao modelo in vitro. Nesse sentido, a
ativacdo desses processos pode favorecer atividades que demandam uma alta quantidade de
energia e que foram enriquecidas no modelo in vivo como contragdo e desenvolvimento
muscular (Barclay, 2017).

Com o objetivo de compreender se aspectos envolvidos na comunicacdo entre o tecido
muscular esquelético e demais 6rgaos e tecidos podem ser perdidos a partir do isolamento das
células musculares em cultura, também avaliamos genes cujas proteinas possuem localizagao
extracelular ou na MEC. Nossos resultados demonstram uma maior expressdo dos genes
selecionados no tecido in vivo, o que indica que a expressdo de genes envolvidos na

comunicacdo tecidual necessita do estimulo fornecido por outros 6rgdos para sua ativagao.
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Exemplo disso foi a maior expressdo dos genes relacionados & comunicagdo com o sistema
nervoso, musk € chrnal. O gene musk ¢ descrito como um importante mediador na formacgao
das jun¢des neuromusculares (Li et al, 2018), enquanto o gene chrnal ¢ responsavel por
codificar a expressao de receptores de acetilcolina, controlando a entrada dessas moléculas nas
cé¢lulas musculares (Sepich e Westerfield, 1994). A baixa expressdo de musk e chrnal no
modelo in vitro pode indicar a necessidade de interagdo com componentes do sistema nervoso
para a expressao desses genes e desenvolvimento das jungdes neuromusculares, processo que
pode ter sido suprimido nas células musculares ao serem isoladas.

Nesse mesmo sentido, a auséncia da comunicagdo com outros tecidos que ndo interagem
diretamente com o tecido muscular pode ter inibido a expressdo de genes que podem atuar tanto
de forma autdcrina quanto enddcrina, como a clusterina (clu). A clusterina tem papel descrito
na melhora de doencas inflamatérias como as doengas musculares degenerativas e mais
recentemente teve seu papel descrito como protetora de cardiomidcitos frente a apoptose (Jun
et al, 2011; Zhang et al, 2022). A baixa expressdo desse gene no modelo in vitro reforga a
hipétese de que o processo de isolamento das células musculares em pacus afeta ndo sé a
expressdo de genes influenciados por tecidos diretamente relacionados ao tecido muscular,
como também a expressao de genes secretados pelo musculo que afetam o organismo de forma
sistémica.

Embora tenha sido encontrado um ntimero elevado de genes diferencialmente expressos
entre os dois modelos experimentais, as vias enriquecidas por esses genes apresentam
semelhancas. Um exemplo disso sdo genes e processos envolvidos na via glicolitica. No modelo
in vitro, observamos a maior expressao do gene que codifica a enzima hexoquinase (4k/) e que
atua no inicio da via glicolitica (revisado por Menard et al, 2014), enquanto no modelo in vivo
encontramos maior expressao do gene que codifica a enzima piruvato quinase muscular (pkmb),
que atua nas etapas finais da degradagdo da glicose (revisado por Menard et al, 2014). Dessa
forma, embora exista uma especificidade na expressao temporal das vias de sinaliza¢do em cada
modelo experimental, a atuacdo dos genes encontrados resulta em uma atividade comum.

De forma geral, observamos no presente estudo que as principais diferengas entre os
modelos experimentais foram relacionadas aos processos de estabelecimento da estrutura do
tecido muscular (formacao de MEC e proliferacao e diferenciagdo de células), mecanismos para
obtengdo de energia, sendo que no modelo in vivo as estratégias para este fim sdo mais diversas,
e atividade das células musculares, considerando que no modelo in vitro a comunicacao célula-
célula parece ser mais intensa enquanto a atividade de contra¢do ainda nao ¢ significativa. Os

dados observados no presente estudo permitem delinear estratégias que possam garantir o
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sucesso do modelo in vitro e aproxima-lo do modelo in vivo, como uma preparagao do ambiente
extracelular com diferentes componentes da MEC, co-cultura com outras células que compdem
o tecido muscular, assim como aumentar a diversidade dos substratos energéticos fornecidos
para essas cé€lulas. Além disso, nossos dados elucidam e caracterizam o perfil molecular do
musculo esquelético de peixes tanto especificamente da célula muscular como do tecido
muscular como um todo, o que pode auxiliar no desenvolvimento de novos artificios para
maximizar a produ¢ao na aquicultura de forma sustentavel como a produgdo de carne em

laboratorio.

5. Arquivos suplementares

Tabela S1. Planilha 1 — Lista de genes diferencialmente expressos em células musculares in
vitro e no tecido muscular in vivo de pacu. Os modelos apresentaram respectivamente, 5785 e
3515 genes diferencialmente expressos. Planilha 2 — Separacdo dos genes de acordo com os
processos bioldgicos in vitro. Planilha 3 — Separac¢ao dos genes de acordo com os processos
biologicos in vivo. Planilha 4 — GDEs in vitro cuja proteina possui localizagdo na MEC e
ambiente extracelular. Planilha 5 — GDEs in vivo cuja proteina possui localizagdao na MEC e

ambiente extracelular.
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Abstract: Amino acids (AA) and IGF1 have been demonstrated to play essential roles in protein
synthesis and fish muscle growth. The myoblast cell culture is useful for studying muscle regulation,
and omics data have contributed enormously to understanding its molecular biology. However, to
our knowledge, no study has performed the large-scale sequencing of fish-cultured muscle cells
stimulated with pro-growth signals. In this work, we obtained the transcriptome and microRNAome
of pacu (Piaractus mesopotamicus)-cultured myotubes treated with AA or IGF1. We identified 1228 and
534 genes differentially expressed by AA and IGF1. An enrichment analysis showed that AA
treatment induced chromosomal changes, mitosis, and muscle differentiation, while IGF1 modulated
IGF/PI3K signaling, metabolic alteration, and matrix structure. In addition, potential molecular
markers were similarly modulated by both treatments. Muscle-miRNAs (miR-1, -133, -206 and -499)
were up-regulated, especially in AA samples, and we identified molecular networks with omics
integration. Two pairs of genes and miRNAs demonstrated a high-level relationship, and involvement
in myogenesis and muscle growth: marcksb and miR-29b in AA, and mmp14b and miR-338-5p in IGF1.
Our work helps to elucidate fish muscle physiology and metabolism, highlights potential molecular
markers, and creates a perspective for improvements in aquaculture and in in vitro meat production.

Keywords: muscle growth; cell culture; amino acids; IGF1; omics

1. Introduction

The skeletal muscle in teleost fish represents up to 60% of its total body mass and is
the most abundant tissue, with a set of characteristics necessary for fish physiology and
metabolism, and with great importance for aquaculture industry [1,2]. Muscle growth
is a multifactorial process regulated by extrinsic and intrinsic signals. Extrinsic factors
include nutrient availability, temperature, salinity, oxygenation, photoperiod, pH, and
water flow [3]. Intrinsic signals include transcription factors (such as myogenic regulatory
factors, MRFs), hormones, cytokines, and growth factors. These inputs can shift the balance
between protein synthesis and degradation pathways, promoting protein accretion by
favoring protein synthesis, and therefore muscle growth [4]. Protein synthesis is strongly
regulated by the IGF/PI3K/MTOR axis, while protein degradation is mediated by the
ubiquitin-proteasome, calpain/calpastatin and autophagic-lysosomal systems [5,6].
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Some of the main factors that regulate protein synthesis are IGFs (insulin-like growth
factors), together with their own receptors (IGFR—insulin-like growth factor receptor)
and binding proteins (IGFBP—insulin-like growth factor-binding protein) [7]. The IGFs
are circulating peptides that comprise mostly two variants, IGF1 and IGF2, with roles in
muscle cell viability, the proliferation and differentiation of myoblasts, and hypertrophy
and repair after muscle injury and exercise [8-10]. The IGF1 is one of the most studied
and characterized growth factors that promote muscle growth. When binding to its recep-
tor (IGF1R), IGF1 triggers a phosphorylation cascade, promoting the activation of PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase), which is necessary to produce phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate. This component recruits the AKT (protein kinase B), which subsequently
activates MTOR (mechanistic target of rapamycin kinase) by phosphorylation [4]. The
MTOR integrates endocrine signals, regulates cell cycle, gene transcription, cytoskeletal
organization, and protein synthesis. Besides, the pathways involved in protein synthesis
control can be activated by signals other than growth factors. Several studies have shown
that amino acids promote the phosphorylation of MTOR [11,12] and regulate the transcrip-
tion and activation of components of the IGF system [13,14] on their own. These studies
support the existence of an independent route stimulated by amino acids to promote muscle
growth in teleost fish. Given the roles of the IGF system and amino acids in promoting
protein synthesis and muscle formation, the comprehension of their effects is beneficial for
understanding muscle metabolism and for aquaculture.

The microRNAs (miRNAs) also play a fundamental role in controlling the progression
of the myogenic program and the determination of the muscle fiber phenotypes [15,16].
The miRNAs correspond to a class of small non-coding RNAs of which the main function is
the post-transcriptional regulation of genes, promoted by the translation inhibition or decay
of messenger RNAs (mRNAs) [16-18]. miRNAs regulate their targets in a combinatorial
pattern, increasing the complexity and regulatory potential of gene expression, with most
of them able to finely regulate signaling pathways and common biological functions [19,20].
miRNAs in teleost fish are involved in embryogenesis and several developmental and
physiological processes in different tissues [21-28]. Both muscle formation and growth
are regulated by several miRNAs, with some of them considered as muscle-specific with
unique or high expression in skeletal muscles, such as miR-1, miR-133, miR-206 or miR-499.
These miRNAs apply a high degree of control over the different phases of myogenesis,
including myoblast proliferation, myotube formation, fiber type specification, and muscle
regeneration [29-32], orchestrating the fate and phenotype of muscle cells.

Fish myoblast cell cultures are a very powerful tool to study all of these molecular
networks and signals regulating myogenesis and muscle growth [33—42]. This in vitro
model encompasses the main stages of myogenesis, especially myoblast proliferation,
differentiation, and fusion into myotubes [38,39,41]. Moreover, the cell culture system
provides a more controlled environment than in vivo, allowing the analysis of many
signaling pathways and molecular networks under controlled conditions. This enables a
more in-depth study of regulatory molecules and the investigation of their roles at different
stages of cell culture [7]. Furthermore, myoblast cell culture medium can be modified to
assess the role of nutrients, growth factors or hormones in regulating the muscle growth
process [12-14,35,38,40,42-45], such as the amino acids and IGF1.

In this context, large-scale sequencing techniques have provided enormous progress
in the molecular biology field. Global approaches, such as the transcriptome and mi-
croRNAome, allow one to obtain a molecular profile of different tissues under distinct
conditions or moments, providing opportunities for the identification of molecular markers,
and new information on the signaling pathways that regulate a particular biological pro-
cess [46]. However, to our knowledge, no study has performed large-scale sequencing in
fish myotube cell cultures treated with pro-growth signals. Thus, our main objective was to
obtain and evaluate the transcriptome and microRNAome of pacu (Piaractus mesopotamicus)
myotubes stimulated with amino acids or IGF1. Our analysis of both omics provided new
insight into different signaling pathways’ activation, potential molecular markers, and
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networks integrating gene and miRNA transcription, allowing better comprehension of the
molecular regulation of fish myogenesis and muscle growth using pro-growth inputs.

2. Results
2.1. AA and IGF1 Treatments Were Effective, and AA Induced Higher Number of Differentially
Expressed Genes (DEGs)

The sequencing of pacu myotubes transcriptome yielded a total of 70,363,951 (CTR),
69,999,996 (AA) and 76,376,683 (IGF1) paired-end reads per group (Supplementary Table S1).
After trimming, 30,902,924 paired-end reads were successfully assembled into 176,103 con-
tigs. A total of 69,932 contigs (40%) were successfully annotated, and after normalization,
the myotubes treated with AA or IGF1 showed a non-redundant list of 1228 (524 down-
and 704 up-regulated) and 534 (289 down- and 245 up-regulated) DEGs compared to the
CTR group, respectively (Supplementary Tables S1 and S2).

The principal component analysis (PCA) plot, according to the transcriptome results,
showed different profiles between CTR, AA, and IGF1 samples. The pacu myotubes
were well separated according to the experimental groups, showing that the treatments
were effective, and the cell culture replicates were similar to each other (Supplementary
Figure S1). We further confirmed the effectiveness of our protocol via the digital expres-
sion of fbxo32 (f-box protein 32), a well-known marker of muscle protein degradation and
atrophy [42,47-50], and myog (myogenin), related to myogenesis and growth [51-54]. Both
AA and IGF1 groups showed decreased fbxo32 transcription (fold-change = 0.37 in AA and
0.39 in IGF1; p-adj < 0.01) and increased myog transcription (fold-change = 2.02 in AA and
1.68 in IGF1; p-adj < 0.01) compared to CTR (Figure 1).

fbxo32 myog
200+ 800+

= Fold-change in AA: 0.37 Fold-change in AA: 2.02
a Fold-change in IGF1: 0.39 2 Fold-change in IGF1: 1.68
g 150 g 600+
S 8 Sk
B 1004 B 400
N N
g *% *kk 5 p—
5 504 5 200+
= =

c L] L] c L T
CTR AA IGF1 CTR AA IGF1

Figure 1. Digital expression of fbx032 and myog. Gene expression of fbxo32 (f-box protein 32) and myog
(myogenin) in CTR, AA and IGF1 groups according to the differential expression analyses. Expression
is shown as number of counts, and values represent means =+ s.e.m. (1 = 3 independent cell cultures).
The fold-changes are shown in the graphs and asterisks indicate significant differences compared to
CTR: **: p-adj < 0.01; ***: p-adj < 0.001.

2.2. DEGs Were Specific to Each Treatment or Shared by Both AA and IGF1, Which Modulated
Different Biological Processes

The heatmap of gene expression showed a different transcription pattern between
the experimental groups. The hierarchical clustering revealed three main groups of genes,
better defined by the K-means clustering (K-means = 3), namely Cluster I, II and III,
which have increased expression respectively in AA, IGF1, and CTR treatments (Figure 2;
Supplementary Table S3). In addition, we used the Venn diagram for further information
about genes up- or down-regulated by both pro-growth inputs. Among the 1228 and
534 DEGs, we found that 218 genes were differentially expressed by both AA and IGF1
treatments (Figure 3; Supplementary Table S3), mainly involved with IGF/PI3K/MTOR
signaling and the JAK-STAT cascade (Supplementary Figure S2).
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Figure 2. Transcriptome heatmap of pacu-cultured myotubes in CTR, AA, and IGF1 experimental
groups. Heatmap showing gene expression according to the CTR, AA and IGF1 treatments by
hierarchical clustering and non-hierarchical K-means clustering (K-means = 3). Heatmap shows the
normalized read counts of differentially expressed genes, and one minus Pearson correlation was
used as a metric for clustering.
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Figure 3. Venn diagram of genes differentially expressed in AA and IGF1 pacu-cultured myotubes.
The Venn diagram showing different sets of differentially expressed genes considering the AA and
IGF1 treatments, with 218 deregulated genes by both experimental groups.
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A gene ontology enrichment analysis was performed to access the biological pro-
cesses enriched by the DEGs in AA and IGF1-treated samples compared to the CTR group
(Figure 4). Our results show that AA treatment induced the enrichment of many pro-
cesses related to chromosomal alteration/mitosis (GO:0030261; GO:0000819; GO:0031112)
and muscle differentiation (GO:0035914; GO:0045445; GO:0006941), while IGF1 modu-
lated mostly IGF/PI3K signaling (GO:0043567; GO:0014068; GO:0008286), amino acids
metabolism (GO:1901605; GO:0006526; GO:0015800), and matrix organization (GO:0030199)
(Figure 4).
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Figure 4. Gene ontology enrichment analysis of genes differently expressed in AA and IGF1 pacu-
cultured myotubes. Biological processes were identified for up- and down-regulated genes in AA
and IGF1 treatments compared to CTR group. Enrichment was defined as the 15 most significant
terms according to the highest scores and p-values (<0.05).

2.3. AA and IGF1 Treatments Resulted in Differential Expressed miRNAs, and AA Induced Higher
Number of Muscle-Specific miRNAs

The sequencing of pacu myotubes microRNAome yielded a total of 40,147,542 (CTR),
40,557,507 (AA) and 44,512,081 (IGF1) single-end reads per group (Supplementary Table S1).
After trimming, 122,586,164 single-end reads (98% of the total) were successfully anno-
tated into 3579 miRNA, and after normalization, the myotubes treated with AA or IGF1
showed, respectively, 11 and 8 differentially expressed miRNA compared to the CTR group
(Supplementary Tables S1 and S4).

According to the microRNAome PCA plot, the AA pacu myotubes were grouped
separately from CTR and IGF1 treatments, showing that the AA input had a more distinct
effect on miRNA modulation, while the samples from CTR and IGF1 groups were similar
to each other (Supplementary Figure S3). In fact, the different expression analysis showed
that the muscle-specific miRNAs (miR-1, -133, -206 and -499) were mainly up-regulated by
AA treatment, with the presence of mature sequences derived from 3p or 5p strands. In
addition, our results show different paralogous copies of miR-133 (a, b and c) up-regulated
by the AA treatment (Supplementary Table S54).

2.4. Omics Integration Showed Complex Molecular Networks, with High marcksb/miR-29b
Interaction in AA and mmp14b/miR-338-5p Interaction in IGF1

After miRNA target prediction, we found interaction molecular networks with strong
relationships between the differentially expressed genes from the transcriptome, with
differentially expressed miRNAs from the microRNAome. These interaction networks
show several up- and down-regulated genes, co-expressed according to the literature, with
potential binding sites for miRNAs altered by AA or IGF1 treatments (Supplementary
Figure S4). Within the networks generated for AA treatment, we found marcksb/miR-
29b interaction with high hybridization (MFE = —25.9 kcal/mol). Moreover, MARCKS
is involved in myogenesis and muscle differentiation [55-60], and showed a number of
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interactions with others DEG in transcriptome (Figure 5). In the IGF1 network, we found
mmp14b/miR-338-5p interactions with high hybridization (MFE = —26 kcal/mol). MMP14
also showed interactions with other DEGs in the transcriptome, besides the involvement in
muscle regeneration and fibrous tissue organization and development [61-64] (Figure 6).
In addition, to complement our results and provide further insight, we used the counts
obtained in our work to check the correlation between miRNA-target interactions already
validated in the literature (Supplementary Figure S5).

dataset: 1

target: marcksb
length: 322
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Figure 5. Identification of marcksb as potential target of miR-29b in AA pacu-cultured myotubes.
(A) Interaction molecular network between marcksb (myristoylated alanine rich protein kinase ¢ substrate
b), miR-29 and other differentially expressed genes and miRNAs. Up- and down-regulated genes are
represented respectively by light red and light blue colors, and up- and down-regulated miRNAs
are represented respectively by red and blue colors. Purple lines show interaction between miRNAs
and genes, and black lines show interaction between the genes. (B) Bioinformatics prediction of
the marcksb/miR-29b hybridization. The MFE (minimum free energy) value was within accepted
range. (C) Gene expression of marcksb and ipu-miR-29b in CTR, AA and IGF1 groups according to the
differential expression analyses. Expression is shown, as number of counts and values represents
means =+ s.e.m. (1 = 3 independent cell cultures). The fold-changes in AA group are shown in the
graphs, and asterisks indicate significant differences between groups: *: p-adj < 0.05; **: p-adj < 0.01;
*#**: p-adj < 0.001.
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Figure 6. Identification of mmp14b as potential target of miR-338-5p in IGF1 pacu-cultured myotubes.
(A) Interaction molecular network between mmp14b (matrix metallopeptidase 14b), miR-338 and other
differentially expressed genes and miRNAs. Down-regulated genes are represented by light blue
color, and up-regulated miRNAs are represented by red color. Purple lines show interaction between
miRNAs and genes, and black lines show interaction between the genes. (B) Bioinformatics prediction
of the mmp14b/miR-338-5p hybridization. The MFE (minimum free energy) value was within accepted
range. (C) Gene expression of mmp14b and dre-miR-338-5p in CTR, AA and IGF1 groups according to
the differential expression analyses. Expression is shown as number of counts, and values represent
means £ s.e.m. (n = 3 independent cell cultures). The fold-changes in IGF1 group are shown in the
graphs, and asterisks indicate significant differences between groups: *: p-adj < 0.05; ***: p-adj < 0.001.

2.5. Inverse Expression Pattern Was Observed between marcksb and miR-29b, and between
mmp14b and miR-338-5p, Both In Vitro and In Vivo

To validate and further explore our results, we evaluate the gene expression of marcksb,
miR-29b, mmp14b, miR-338-5p, and other genes selected from AA and IGF1 networks
(Supplementary Table S5). We used in vitro pacu myotubes treated with amino acids or
IGF1, and in vivo muscles from pacus submitted to fasting (4 days) and re-feeding (3 days).
The marcksb transcription was increased in myotubes treated with AA (fold-change = 2.23;
p < 0.05) compared to CTR and IGF1, and increased in the re-fed fish (fold-change = 1.30;
p < 0.01) compared to the fasting period. The expression of mycn did not show statistical
differences between experimental groups. On the other hand, miR-29b expression was
decreased in AA, despite the lack of statistical differences, and in IGF1, compared to CTR
(fold-change = 0.30; p < 0.05). Similarly, miR-29b showed up-regulation after fasting (fold-
change = 35.7; p < 0.05) and down-regulation after refeeding (fold-change = 1.64; p < 0.05)
(Figure 7).
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Figure 7. (A,CE) In vitro and (B,D,F) in vivo relative expression of marcksb, mycn and miR-29b.
Relative gene expression of marcksb (myristoylated alanine rich protein kinase C substrate b), mycn (n-myc
proto-oncogene protein) and ipu-miR-29b by qPCR. Validation was performed from CTR, AA, and IGF1
myotubes (in vitro samples; n = 4 independent cell cultures), and from fish muscles before fasting
(Day 0, fed), after 4 days of fasting (Day 4, fasted), and 3 days of re-feeding (Day 3, refed) (in vivo
samples; nn = 6). Values represent means + s.e.m. Letters indicate significant differences between
groups. Parametric data were analyzed by one-way ANOVA test, followed by Tukey’s multiple
comparisons test, while non-parametric data were analyzed by a Kruskal-Wallis test, followed by
Dunn’s multiple comparisons test (p < 0.05).

The expression of mmp14b, fbxo25 and tgfbr2 was decreased in myotubes treated with
IGF1 compared to other groups (fold-change = 0.32 for mmp14b, fold-change = 0.36 for
fbxo025 and fold-change = 0.50 for tgfbr2; p < 0.01), results corroborated by the increased
transcription of these genes after fasting (fold-change = 4.61 for mmp14b, fold-change = 13.5
for fbx025 and fold-change = 2.13 for tgfbr2; p < 0.05), and decreased transcription after
re-feeding (fold-change = 1.04 for mmp14b and fold-change = 1.00 for fbx025; p < 0.01). In con-
trast, the miR-338-5p showed up-regulation in IGF1 compared to CTR (fold-change = 3.35;
p < 0.05), while the fish showed decreased transcription after fasting (fold-change = 0.59;
p < 0.05), and a slight increase after re-feeding, despite the lack of statistical difference
(Figure 8).
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Figure 8. (A,C,E,G) In vitro and (B,D,F,H) in vivo relative expression of mmp14b, fbxo25, tgfbr2 and
miR-338-5p. Relative gene expression of mmp14b (matrix metallopeptidase 14b), fbxo25 (f-box protein 25),
tefbr2 (tgf-beta receptor type-2) and dre-miR-338-5p by qPCR. Validation was performed from CTR, AA
and IGF1 myotubes (in vitro samples; n = 4 independent cell cultures), and from fish muscles before
fasting (Day 0, fed), after 4 days of fasting (Day 4, fasted), and 3 days of re-feeding (Day 3, refed)
(in vivo samples; n = 6). Values represent means + s.e.m. Letters indicate significant differences
between groups. Parametric data was analyzed by one-way ANOVA test, followed by Tukey’s
multiple comparisons test, while non-parametric data were analyzed by the Kruskal-Wallis test,
followed by Dunn’s multiple comparisons test (p < 0.05).

In addition, to complement our results, we checked the correlation between mar-
cksb/miR-29b and mmp14b/miR-338-5p interactions. Both showed significant negative
correlation indexes (p = —0.35 and p = —0.62, respectively; p < 0.05) (Supplementary
Figure S6).



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23,1180

10 of 22

3. Discussion

Research on fish skeletal muscle growth has enormous importance in fish farming pro-
duction and development, with this tissue representing the main product of the aquaculture
industry [1,7]. Hyperplasic and/or hypertrophic muscle growth involve the proliferation
and differentiation of myoblasts and their subsequent fusion into myotubes, steps reca-
pitulated by the fish myoblast cell cultures [38,39,41]. In addition, fish muscle growth is
influenced by different inputs that lead to increased protein synthesis, strongly regulated
by the IGF/PI3K/MTOR axis. Among them, the IGF1 itself and several amino acids are the
most studied factors that promote muscle growth [41].

Different studies have used the fish myoblast cell cultures to examine anabolic path-
ways in muscle [11-13,44,65]. Diaz et al. (2009) detected glut4 up-regulation (insulin-
responsive glucose transporter type 4) in both myoblasts and myotubes after treatment with
INS (insulin) and IGF1 [66]. Moreover, IGF1 and INS supplementation to trout myocytes
promoted increased protein synthesis and decreased proteolysis, whereas the adminis-
tration of leucine only reduced protein degradation [44]. In addition, the lack of amino
acids increases autophagosome formation, the expression of autophagy genes [67], and the
transcription of fbxo32/mafbx and murfl (muscle-specific ring finger protein 1) [68], but there is
evidence that amino acids can act as positive or negative regulators of protein turnover in
fish muscle. Cleveland and Radler (2019) showed that leucine and phenylalanine directly
regulate proteolysis in rainbow trout-cultured muscle cells, with leucine as a central reg-
ulator of protein turnover, while an excess of lysine and valine increased rates of protein
degradation [69]. On the other hand, Azizi et al. (2016) observed that lysine deficiency
down-regulated the expression of IGF signaling components and MRFs in gilthead sea
bream myocytes [70].

In our study, we obtained a higher amount of DEGs in AA-treated myotubes
(1228), with much fewer de-regulated genes in IGF1-treated cells (534) (Supplementary
Tables S1 and S2), which could be an indicative that AA treatment was more effective or
potent than the pro-growth condition, compared to the IGF1 group. However, we must
consider that the strong regulation of AA treatment may result from the medium com-
position, which includes several amino acids with unique or overlapping roles in muscle
growth and metabolism [69], representing a collection of anabolic factors, and not a single
factor as the IGF1. According to the heatmap, there is a gene expression signature specific
to each experimental group, CTR (Cluster III), AA (Cluster I), or IGF1 group (Cluster II)
(Figure 2). Considering the distinct molecular repertories that are mobilized in each pro-
growth condition, the identification of the genes in each cluster (Supplementary Table S3)
could be of interest for research focusing on AA or IGF1 treatment. Our results provided
important large-scale data from isolated fish muscle cells treated with the most used inputs
to increase myogenesis and muscle growth [41], something not yet investigated, to the
best of our knowledge. In addition, we identified 218 genes with up- or down-regulated
transcription in both AA and IGF1 treatments (Figure 3; Supplementary Table 53). Among
these genes, we found the down-regulation of igfbpla (insulin-like growth factor-binding pro-
tein 1; fold-change = 0.31 in AA and 0.35 in IGF1) and up-regulation of igfbp5a (insulin-like
growth factor-binding protein 5; fold-change = 2.34 in AA and 2.16 in IGF1), both with
defined roles in skeletal muscle.

Despite having structural similarities, IGFBPs exert different functions according to
the physiological conditions and cell types [71-73]. In teleost fish, as well as in mammals,
the highest expression of igfbp1 occurs in the liver under normal conditions [74,75], and
in skeletal muscle under low nutrient availability. To overcome this catabolic condition,
IGFBP1 possibly sequesters IGFs from IGFRs, prioritizing metabolic processes associated
with cell survival instead of muscle growth [72]. In this sense, Rolland et al. (2015)
described that the low amino acid diet promotes the up-regulation of igfbp1 in rainbow
trout, a process reversed when the anabolic environment is recovered [76]. Similarly, the
down-regulation of igfbpla in both the AA and IGF1 treatments of our study indicates
the activation of anabolic pathways and the continuity of myogenic processes. On the
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other hand, studies have shown that igfbp5 has great importance in myogenesis, muscle
growth and gill functions, regulating IGFs and calcium ion influx [77-79]. Atlantic salmon
muscle cells had high expression of igfbp5 paralogs (igfbp5a and igfbp5b) in response to
amino acids, possibly stimulating the cell cycle [13], and gilthead sea bream muscle cells
showed increased igfbp5 transcription under treatment with amino acids and IGFs [70,80],
similar to our data, results that corroborate and reinforce the importance of this gene in
pro-growth conditions.

Moreover, our results also showed that individual AA and IGF1 treatments modulated
different signaling pathways. AA samples showed the enrichment of biological processes
related to chromosomal changes/mitosis and muscle differentiation, while IGF1 samples
induced IGF/PI3K signaling, the metabolism of amino acids, and matrix organization
(Figure 4). These same biological processes were enriched in each treatment considering
the exclusive genes in heatmap clusters. Corroborating our data, studies showed that AA
stimulates protein synthesis during myogenesis by themselves [11,12], through the direct
activation of the MTOR complex, without affecting upstream components such as PI3K,
but IGF1 only stimulates protein synthesis if AA are also present [13,14]. In fact, our results
indicate that PI3K signaling is less enriched in AA myotubes, and that IGF1 requires the
activation of amino acids metabolism to stimulate protein synthesis. It seems that IGF1
has an upstream effect to induce muscle growth, in accordance with its role as a binding
factor at the muscle cell membrane [81], stimulating protein synthesis via an increase in
PI3K signaling. On the other hand, the AA treatment appears to have a downstream
effect on muscle growth, increasing myogenesis through cell proliferation/mitosis and
differentiation. It is not clear why IGF1 alone fails to stimulate myogenic pathways such as
AA. A hypothesis would be that amino acids are more relevant and consistent during the
MTOR integration of nutritional and hormonal signals to regulate protein synthesis and
cell proliferation [82-84]. The amino acids may facilitate IGF1 function, and their absence in
IGF1 treatment possibly inhibited, or did not activate, components of the IGF and myogenic
systems, similar to the results of Azizi et al. (2016) [70]. However, as discussed, this broader
effect of AA treatment may result from the presence of several different amino acids in the
culture medium.

The miRNAs also regulate all steps of myogenesis [29-32,85,86], through the silencing
of mRNAs [16-18]. In our study, we observed, respectively, 11 and 8 differentially expressed
miRNAs in AA and IGF1 samples (Supplementary Tables S1 and 54), with the majority of
the AA up-regulating muscle-specific miRNAs (miR-1, -133, -206 and -499), which could
also indicate the higher potency of AA treatment as a pro-growth input. Both in mammals
and teleost fish, the miR-1 and -206 belong to the same miRNA family and are involved in
muscle development by stimulating myoblast differentiation [29,30,34], while the myoblast
proliferation is regulated by miR-133 [29,34]. On the other hand, miR-499 participates in the
specification and maintenance of the slow-twitch muscle fiber phenotype, with increased
expression in slow muscle cells [31,32,34,36,87,88]. Our work showed significant negative
correlation between miRNAs and validated targets involved with myogenesis and muscle
growth (Supplementary Figure S5), and the high enrichment of myogenic processes in AA
myotubes could be explained by the up-regulation of several muscle-specific miRNAs. The
favored cell differentiation was stimulated by miR-1 and miR-206 (fold-change = 1.25 and
2.39 in AA), while myoblast proliferation/mitosis was probably regulated by the many
paralogous copies of miR-133 (fold-change = 1.75 in AA), which also showed different
active strands (5p and 3p) (Supplementary Table S4). The different copies of miR-133 (-133a,
-133b and -133c) and their specific functions in muscle growth constitute an interesting
research field, leading to improvements in biological knowledge, and the potential to apply
this in aquaculture.

Rather than individual genes and miRNAs, both AA and IGF1 treatments also acti-
vated large sets of molecular components, demonstrated by the strong relationship and
high complexity of the interaction networks (Supplementary Figure S4). Within such net-
works, we found two interesting genes: marcksb (fold-change = 3.77 in AA), which is related
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to myogenesis and muscle differentiation; and mmp14b (fold-change = 0.5 in IGF1), which
is related to matrix organization and development (Figures 5 and 6). These de-regulated
genes showed high affinity with the miRNAs miR-29b (fold-change = 0.22 in AA) and miR-
338-5p (fold-change = 1.73 in IGF1), respectively. Validation through qPCR corroborated
the results of differential gene expression, with increased marcksb expression and decreased
mmp14b expression by pro-growth stimuli both in vitro and in vivo (Figures 7 and 8), be-
sides a significant negative correlation between these genes and miRNAs (Supplementary
Figure S6).

The MARCKS is an actin-binding protein that translocates from plasma membrane to
cytosol and vice versa, depending on its phosphorylation state, which is regulated mainly
by protein kinase C [55,60]. Studies showed that MARCKS translocation regulates muscle
cell adhesion, spreading [56], differentiation and fusion [57,58], in addition to the control of
cytoskeleton dynamics [89]. Moreover, the blocking of MARCKS resulted in abnormalities
in the skeletal muscle of zebrafish, with an increased number of nuclei and curve-shaped
fibers [59]. Our work showed that AA treatment stimulated the enrichment of muscle
differentiation processes, consistent with the up-regulation of marcksb by AA in in silico
(Figure 5A,C), in vitro (Figure 7A), and in vivo re-fed pacus (Figure 7B). Interestingly, other
well-characterized genes of myoblast fusion were also up-regulated by the AA in our in
silico analyses, such as myogenin (fold-change = 2.02) and myomaker (fold-change = 2.12),
indicating that marcksb could be a new option and a possible molecular marker of fish
muscle cell differentiation in pro-growth conditions. In contrast, miR-29b was down-
regulated by both AA and IGF1 in in silico (Figure 5A,C), in vitro (Figure 7E) and in vivo
re-fed pacus (Figure 7F). In fact, miR-29b is commonly up-regulated in multiple types of
muscle atrophy, as induced by denervation, dexamethasone, fasting, ageing or cachexia,
conditions attenuated after the inhibition of this miRNA [90,91]. The reduced expression
of miR-29b in our AA treatment probably allowed the effects of marcksb, and favored
the environment for myogenesis and muscle growth. To obtain further information, we
also evaluated the expression of mycn, a proto-oncogene required for cell proliferation
which inhibits myogenic differentiation [92]. Despite the up-regulation of mycn in AA
transcriptome (fold-change = 2.56) and the connection with marcksb in the molecular
network (Figure 5A), we did not find statistical differences between the groups, in vitro
or in vivo (Figure 7C,D), which reinforces a more active role of marcksb and enhanced
muscle differentiation.

MMP14 is a collagenase and a member of the matrix metalloproteinase family, which
is not fully characterized in skeletal muscle. Ohtake et al. (2006) demonstrated that MMP14
is a major contributor to the progression of myogenesis through the degradation of extra-
cellular matrix (ECM) components. In addition, MMP14-deficient mice showed smaller
and more heterogeneous muscle fibers with compromised integrity [62]. Human muscle
satellite cells also showed the expression of this metalloproteinase, which is necessary for
in vitro cellular invasion through collagen I [61], highlighting the relevance of MMP14
activity for muscle cell migration and ECM remodeling, which are particularly important
for muscle regeneration and growth [63]. In our study, we observed the down-regulation
of mmp14b by IGF1 in silico (Figure 6A,C), in vitro (Figure 8A) and in vivo re-fed pacus
(Figure 8B). Although controversial, these results make sense considering that IGF1 mainly
enriched processes related to IGF/PI3K signaling, and not myogenic mechanisms. In
fact, mmp14b was up-regulated in the AA transcriptome (Figure 6C). As discussed, IGF1
treatment was possibly less effective as a pro-growth condition compared to the AA group,
suggesting that the cells were focusing on protein turnover rather than muscle proliferation
and differentiation. On the other hand, miR-338-5p was up-regulated by IGF1 in in silico
(Figure 5A,C), in vitro (Figure 8G) and in vivo re-fed pacus (Figure 8H). To the best of our
knowledge, no study has evaluated this miRNA in fish skeletal muscle. Lei et al. (2017)
have shown roles of miR-338-5p in suppressing the proliferation and migration of glioblas-
toma cells through the inhibition of EFEMP1, a regulator of matrix metalloproteinases [93],
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and Nielsen et al. (2014) observed an up-regulation of miR-338-3p in circulation after 1 h of
acute exercise [94], allowing us to draw a parallel with the pro-growth effect of IGF1.

For a deeper understanding of our in silico results, we also evaluated the expression
of other de-regulated genes that showed an interaction with mmp14b and could also be
regulated by miR-338-5p. In association with mmp14b, we found the decreased expression
of foxo25 and tgfbr2 after the pro-growth stimuli, both in vitro and in vivo (Figure 8C-F).
The FBXO?25 is classified as an E3 ubiquitin ligase with high homology to FBXO32 in
fish [95]. We previously demonstrated the increased expression of fbx025 during fasting
and down-regulation during re-feeding in pacu muscle and cultured cells [42,96], and
this same molecular scenario was observed in fasted and re-fed rainbow trout [97]. In
the present work, a pronounced reduction in fbxo25 expression was observed in IGF1,
indicating that the protein breakdown should be stopped, so that anabolism and muscle
growth take place in the treatment. The TGFB pathway and its downstream components
are well known as myogenic inhibitors, with MSTN (myostatin) widely studied in fish
muscle development [98]. The TGFB signaling starts with the binding of the ligand to
type 1 and 2 membrane receptors, forcing their assembly into a complex that initiates the
phosphorylation cascade [99]. In this sense, the activation of tgfbr2 was associated with
myod and myog down-regulation in C2C12 cells, and the tgfbr2 inhibition by miRNA resulted
in a reversed effect [100]. In addition, Accornero et al. (2014) showed that the blocking
of TGFB signaling through TGFBR2 mutant attenuated muscular dystrophy and injury,
and improved muscle regeneration and satellite cell numbers in mice [101], indicating a
negative regulation by tgfbr2 in muscle growth. In the present work, the down-regulation
of tgfbr2, both in vitro and in vivo, demonstrates that the suppression of TGFB signaling
may be necessary for fish muscle growth regulated by IGF1. Our results suggest that
IGF1-induced the expression of miR-338-5p, which possibly decreased the expression of
mmp14b, foxo25 and tgfbr2, resulting in positive effects for protein synthesis and anabolism,
but supressing the progression of myogenesis to avoid excessive cell energy expenditure.

4. Materials and Methods
4.1. Fish and Sample Collection

All experiments and procedures were performed in accordance with the Ethical Prin-
ciples in Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA). The protocol was approved by the Ethics Committee on
Animal Use of the Institute of Biosciences, Sao Paulo State University (UNESP), Botu-
catu (protocol number 1184; 14 June 2019) and of the Federal University of Goias (UFG),
Goiania (protocol number MB 026/21; 20 April 2021). The experiments were also conducted
following the ARRIVE guidelines [102].

Fish were farmed at 28 °C under 12 h light:12 h dark photoperiod in storage tanks
of 0.5 m® equipped with water circulation system. For in vitro experiments, juvenile
pacus (5-20 g, n = 20 per culture) were fed ad libitum once a day with a commercial diet,
remaining 24 h in fasting before the experiments. For in vivo experiments, juvenile pacus
(10-15 g, n = 6 per group) were submitted to fasting/re-feeding protocol, with a commercial
diet. Fast-twitch muscles were collected from the epaxial region before the fasting protocol
(Day 0), after 4 days of fasting (Day 4), and after 3 days of re-feeding (Day 3). All fish were
euthanized with an excess of benzocaine (>250 mg/L; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
prior to body weight (g) measuring and muscle collection.

4.2. Isolation and Myoblast Cell Cultures

The myoblasts were isolated and cultured according to the protocol described by
Fauconneau and Paboeuf (2000) [103]. The fast-twitch muscles were collected from the
epaxial region and mechanically dissociated with scalpels. To release the muscle cells,
the fragments were enzymatically digested with 0.2% collagenase type I (C9891) and
0.1% trypsin (T4799) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The cell suspension was
filtered in cell strainers (Corning, New York, NY, USA), allowing for the removal of debris,
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centrifuged, and the cell pellet was resuspended in DMEM medium (DMEM (D7777), 9 mM
NaHCO; (S5761), 20 mM HEPES (H3375), pH 7.4), with 1% antibiotics (A5955) and 10%
fetal bovine serum (F7524) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The cells were diluted at
a concentration of 2 x 10 cells/mL and plated in 6-wells plates, previously treated with
poly-L-lysine (P6282) and laminin (L2020) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), which
have high affinity for the myoblasts. The myoblasts were incubated at 28 °C, with the
medium changed every day, and the myoblasts morphology was monitored regularly under
a microscope (Olympus, Tokyo, Japan). The results were achieved from 3 independent
cell cultures.

4.3. Amino Acids and IGF1 Treatments

After 8 days of cell culture (myotube formation), cells were incubated for 12 h with
free amino acid medium (Earle’s balance salt solution 1x (E7510), 9 mM NaHCOj3, 20 mM
HEPES, Vitamin Mix 1x (M6895), 1% antibiotics and 4 g/L D-glucose (G8270)—Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) to reduce gene expression to basal levels. The pacu my-
otubes were incubated for additional 24 h in free amino acid medium (CTR group),
medium with amino acids (AA group) (DMEM, 9 mM NaHCOj3, 20 mM HEPES and
1% antibiotics—Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), or medium with recombinant IGF1
(IGF1 group) (free amino acid medium supplemented with IGF1 from gilthead sea bream
at 100 ng/mL—ProSpec, Rehovot, Israel). The treatments were performed according to the
protocol described by Bower and Johnston (2010) and Garcia de la serrana and Johnston
(2013) [13,14]. Although minor differences, the final media composition between the groups
differed, essentially with respect to the presence of amino acids or IGF1.

4.4. RNA Extraction and Sequencing

Total RNA was extracted from the myotubes immediately after the treatments, using
TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), following the manufac-
turer’s guidelines. RNA quantification and purity were estimated by spectrophotometry
using 260/280 and 260/230 ratios (NanoVue™ Plus GE Healthcare, Chicago, IL, USA),
and only samples with ratios >2.0 were used. The RNA integrity was evaluated through
capillary electrophoresis using the 2100 Bioanalyzer System (Agilent, Santa Clara, CA,
USA), and samples with RNA integrity number (RIN) >9.5 were used.

The generation of DNA libraries and sequencing of mRNAs and miRNAs were per-
formed by LC Sciences (Houston, TX, USA). Transcriptome was obtained through the
NovaSeq 6000 platform (Illumina, San Diego, CA, USA) with 150 base pairs, paired-end,
and 6 GB data per sample. microRNAome was obtained through the HiSeq 4000 platform
(Ilumina, San Diego, CA, USA) with 50 base pairs, single-end, and 7-10 million reads per
sample. The resulting large-scale sequencing data were processed through the GNU/Linux
operating system, based on the Linux Mint 18.1 distribution (www.linuxmint.com, accessed
on 3 May 2020).

4.5. Transcriptome and microRNAome Analyses

The quality of the sequencing was evaluated through the software FastQC version
0.11.8 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc, accessed on 3 May 2020), and
the software Trimmomatic [104] was used for adapters removal and filtering of the reads
by quality, using a phred score >33. Considering the mature miRNA size (~22 nucleotides),
only reads more than 17 nucleotides in length were maintained for the microRNAome.

For the transcriptome, the paired-end reads were de novo assembled using the
Trinity software [105,106], and the contigs were annotated using Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) [107] and OmicsBox software (version 1.4.12, BioBam Bioinformat-
ics; https://www.biobam.com/omicsbox, accessed on 3 May 2020). Sequences were
blasted against the Ostariophysi fish proteome database (Astyanax mexicanus, Danio re-
rio and Pygocentrus nattereri) and downloaded from the Ensembl Genome Browser 89
(http:/ /www.ensembl.org/index.html, accessed on 3 May 2020), using BLASTx with an
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e-value cut-off of 1073. The annotated transcriptome was used to map the contigs for each
sample, using the Bowtie2 aligner [108]. For the microRNAome, the Bowtie2 aligner was
used for the annotation and mapping steps based on the mature miRNA list of teleost fish
(Astatotilapia burtoni, Cyprinus carpio, Danio rerio, Takifugu rubripes, Gadus morhua, Ictalurus
punctatus, Metriaclima zebra, Neolamprologus brichardi, Oryzias latipes, Oreochromis niloticus,
Pundamilia nyererei, Salmo salar and Tetraodon nigroviridis) available in miRBase version 22.1
(www.mirbase.org, accessed on 3 May 2020), allowing us to obtain an expression profile of
known miRNAs.

Tables with the contig counts were submitted to differential expression analyses using
the Bioconductor/R software with the DESeq2 package [109,110]. Genes and miRNAs
counts were normalized by the median of the ratios method, with the counts divided
by sample-specific size factors. Considering the number of counts between the sam-
ples, only genes and miRNAs with counts mean >10 were maintained. The genes were
considered differentially expressed with adjusted p-value < 0.05 and Logy(Fold-change)
<—1 and >1 (2-fold). The miRNAs were considered differentially expressed with ad-
justed p-value < 0.05 and Log,(Fold-change) <—0.55 and >0.55 (1.5-fold). All the raw and
processed data of transcriptome and microRNAome analyses are available in the Gene
Expression Omnibus (GEO) DataSets under the accession number GSE192683.

4.6. Principal Component Analysis, Heatmap, Venn Diagram and Gene Ontology
Enrichment Analysis

A principal component analysis (PCA) related to gene and miRNAs analysis was
performed using the number of normalized counts in log2 scale in Bioconductor/R software
with the DESeq2 package [109,110]. The heatmap was created using Morpheus software
(https:/ /software.broadinstitute.org/morpheus, accessed on 18 August 2020) [111] with
the normalized number of counts in the transcriptome. The hierarchical clustering was
performed using one minus Pearson correlation as a metric and average linkage method.
Non-hierarchical K-means clustering, obtained using the same metric, was used to better
define different clusters of genes among the expression data. The Venn diagram was
obtained in the Venny 2.1 software (https:/ /bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html,
accessed on 18 August 2020) and used to show sets of DEGs appearing in one or both AA
vs. CTR and IGF1 vs. CTR comparisons. A gene ontology (GO) enrichment analysis was
performed using the FishEnrichr database [112,113]. Up- and down-regulated genes were
used to identify over-represented gene ontology terms of biological processes based on the
annotation for Danio rerio. The Fisher exact was used as test type and, for each comparison,
we considered the 10-15 most enriched terms according to the highest scores and lowest
p-values (<0.05).

4.7. miRNA target Prediction and Interaction Molecular Networks

The prediction of target mRNAs of the differentially expressed miRNAs was per-
formed using TargetScanFish 6.2 [114], by searching for the presence of 8mer and 7mer
sites that match the seed region of each miRNA. Interaction molecular networks were
generated with the Cytoscape software [115], based on the Danio rerio annotation, using
the GeneMANIA plugin [116], in order to show the level of the relationship between genes
and miRNA, and the potential altered signaling pathways.

The miRNA target predictions were further evaluated by computational approaches,
using the TransDecoder version 5.5.0 software [106] to identify the open reading frame
and the EXUTR version 0.1.0 [117] to extract the 3’ untranslated regions of the mRNAs’
sequences. RNAhybrid version 2.1.2 [118] was used with the default parameters to predict
miRNA target interaction, providing the minimum free energy (MFE) of hybridization
and potential binding sites through nucleotide base complementarity. We selected miRNA
target interactions with MFE < —25 kcal/mol. In addition, we used the number of counts
to analyze the correlation between miRNAs and genes that are well-validated according to
the literature. The correlation index and statistical significance between miRNA and their
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targets were estimated using a Pearson correlation test, and the graphs were constructed
using the ggplot2 R package [119].

4.8. Genes and miRNAs Validation by gPCR

For qPCR validation, we selected genes and miRNAs from the molecular networks
which showed better MFE values of hybridization. We used cultured pacu myotubes kept
in free amino acid medium, treated with amino acids or IGF1, as described (in vitro sam-
ples; n = 4), and pacu skeletal muscles before fasting, after 4 days of fasting and 3 days of
re-feeding (in vivo samples; n = 6). Extracted RNA was treated with DNase I, Amplification
Grade (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) to eliminate any possible contami-
nating genomic DNA from the samples, and reverse-transcribed using the High-Capacity
c¢DNA Archive Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For miRNA expres-
sion, each cDNA was amplified using the TagMan® Universal PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and the TaqMan® MicroRNA Assays (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), which contains primers and specific probes to miR-290,
miR-338-5p and U6 snRNA (U6 small nuclear RNA). For the marcksb (myristoylated alanine rich
protein kinase C substrate b), mycn (n-myc proto-oncogene protein), mmp14b (matrix metallopepti-
dase 14b), foxo25 (f-box protein 25), tgfbr2 (tgf-beta receptor type-2), ppia (peptidylprolyl isomerase
a) and rpl13 (ribosomal protein 113) mRNAs, each cDNA was amplified using the GoTaq®
qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) and primers synthesized by Exxtend
(Paulinia, Brazil). The primers were designed to work at 60 °C and amplify 50-200 bp
regions, expanding exon—exon boundaries when possible, using Primer3 [120]. Potential
hairpins, self-dimers or cross-dimers were estimated using NetPrimer software (Premier
Biosoft, San Francisco, CA, USA). All qPCR were compliant with the Minimum Information
for Publication of Quantitative Real Time (MIQE) guidelines [121]. The reactions were per-
formed in duplicate, with the following conditions: 95 °C 10 min, 40 cycles at 95 °C 15 s and
65 °C 1 min, in a QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Primer specificity was confirmed by the presence of a single-peak
dissociation curve. Relative expression was estimated using the 2=t method [122]. The
U6 snRNA, ppia and rpl13 were selected for the normalization of expression after their sta-
bility was tested through geNorm software [123]. Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 5 Software, as well as the construction of graphs. After a Kolmogorov—
Smirnov normality test, parametric data were further analyzed by a one-way ANOVA test,
followed by Tukey’s multiple comparisons test, while non-parametric data were analyzed
by Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s multiple comparisons test. In addition, we
used the fold-change values (both in vitro and in vivo experiments) to analyze and confirm
the correlation between marcksb/miR-29b and mmp14b/miR-338-5p. Correlation index and
statistical significance between miRNA and their targets were estimated using a Pearson
correlation test, and the graphs were constructed using the ggplot2 R package [119].

5. Conclusions

We obtained transcriptomic and microRNAomic data from pacu-cultured myotubes
submitted to AA and IGF1 treatments. These pro-growth inputs modulated different sets
of genes, and AA seems to be more effective, giving the higher number of differentially
expressed genes and miRNAs. In addition, AA treatment enriched processes related to
chromosomal alteration/cell mitosis and muscle differentiation, while IGF1 modulated
upstream PI3K signaling, and needed to stimulate amino acids metabolism to induce muscle
growth. The AA samples also showed the up-regulation of muscle-specific miRNAs, which
appeared to be involved in myogenic events, especially miR-1, -133 and -206.

In addition, both AA and IGF1 down-regulated igfbpla and up-regulated igfbp5a,
interesting genes, of which the transcriptions are modulated independently of the growth
treatment. These genes represent potential molecular markers and excellent candidates
to be evaluated in different conditions of muscle growth, including the gain and/or loss
of function assays and other customized molecular techniques. Moreover, we identified
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networks linking marcksb and miR-29b in AA myotubes, and mmp14b and miR-338-5p
in IGF1-treated cells. These genes and miRNAs were involved in fish myogenesis and
muscle growth, and could influence the way in which AA and IGF1 inputs regulate muscle
physiology and metabolism.

Our results allowed the better understanding and new insights of fish muscle growth
regulation by important pro-growth inputs. Together, these findings may support future
research and contribute to improvements in aquaculture programs, aiming to increase
muscle mass, enhance growth rate, and/or better feed conversion efficiency, as well as
background information for the development and advancement of in vitro meat production.
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6. Conclusoes gerais

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

crescimento Igfl e aminodcidos.

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

na aquicultura de forma sustentavel.

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

muscular por fatores especificos.

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

processos e producdo em aquicultura
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7.3. Formag¢do complementar

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

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP.

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

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

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

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

2022 — Cursinho pré-vestibular Athena
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7.5. Atividades didaticas

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

Curso de Graduacao em Ciéncias Biologicas — Integral.

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

e Bioinformatica.

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

Cultura Celular de Mioblastos de Peixes.

7.6. Participag¢do em comissoes avaliadoras

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

Iniciagdo Cientifica da Unesp.

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

Universidade do Oeste Paulista.

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

Paulista.

7.7. Coorienta¢do de alunos

2018 — 2020 Isabele Cristina Magiore - Iniciagdo cientifica

2019 — 2022 Guilherme Gutierrez Pereira - Iniciagao cientifica

2021 — atual Mirely Francine dos Santos Barbosa - Iniciagao cientifica

2022 — 2023 Ana Carolina Souza Friia - Iniciagdo cientifica

2022 Thaynara Lima Cassineli - PIBIC EM

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

2022 Victor Seiji Oyamada Capacitacao em aquisicdo de competéncias especificas
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7.8. Apresentagdo de trabalhos e participagdo em eventos cientificos

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

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

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

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

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

Apresentacdo de Trabalho/Congresso - XX Workshop de Genética.

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

Trabalho/Congresso — 19° Conpeex.

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

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

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

Society for Cell Biology.

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

Internacional de Nutri¢cao e Saude de Peixes.

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

Federacao de Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE.

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

cé¢lulas musculares isoladas: caracterizagdo em relagdo ao modelo in vivo. Apresentacido de
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Trabalho/Congresso - XXXV Reunido Anual da Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental - FeSBE.

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

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

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

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

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

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

extensdao: Descomplicando da Célula ao Organismo Animal.

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

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

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

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