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RESUMO 35 

O crescimento muscular dos peixes, o qual desperta grande interesse do setor produtivo, é 36 

regulado por múltiplos genes que fazem deste, um complexo processo ainda pouco compreendido. 37 

Nesse contexto, a reanálise do perfil de mRNAs é uma estratégia significativa que permite a 38 

compreensão do crescimento desse tecido. Com base nisso, os objetivos deste estudo foram 39 

reanalisar, integrar e comparar o perfil de mRNAs do músculo esquelético de peixes, bem como 40 

encontrar possíveis genes alvos envolvidos com o crescimento e manutenção do fenótipo 41 

muscular. Foi realizada uma meta-análise utilizando palavras-chave no banco de dados GEO 42 

Datasets e European Nucleotide Archive. Os dados de microarray foram reanalisados e partir dos 43 

genes diferencialmente expressos (GDEs) de cada dataset foi realizada uma análise individual que 44 

identificou as vias mais comuns dos estudos (p<0.05). Essas vias, presentes em pelo menos dois 45 

datasets, tiveram seus genes selecionados para a construção da rede de interação molecular. Com 46 

base nessa rede, foi obtida a importante relação entre ribossomos e ciclo celular em que alguns 47 

genes foram selecionados para investigação através de RT-qPCR: rps27a, eef1a2, ccnd1, cdkn1a 48 

e pcna, além  da  mtor. As investigações foram realizadas em pacus (P.mesopotamicus) de 12g 49 

submetidos ao jejum de 4 dias (J4d) e realimentação de 3 dias (R3d), e em pacus com 30g 50 

submetidos ao jejum de 15 dias (J15d) e realimentação de 6 horas (R6h) e 15 dias (R15d). O 51 

período mais curto de jejum (J4d) promoveu um aumento na expressão da mtor. A expressão de 52 

rps27a, ccnd1, cdkn1a e do pcna foi reduzida em R3d comparada ao J4d. No período mais 53 

prolongado de jejum e realimentação, a expressão da mtor foi reduzida em R15d em comparação 54 

à R6h, assim como do pcna. Considerando a expressão de rps27a, houve uma diminuição em R15d 55 

comparado ao grupo J15d, enquanto a expressão de eef1a2 não se alterou. A expressão de ccnd1 56 

foi elevada em J15d e R6h em comparação aos grupos C e R15d. Alterações importantes também 57 

foram observadas na expressão da cdkn1a que manteve altos níveis no grupo Controle (C) e J15d 58 

e diminuição em R6h e R15d. Considerando a importante relação entre os ribossomos e o ciclo 59 

celular obtida pela meta-análise, a investigaçãodesses genes selecionados demonstra estratégias 60 

adotadas pela musculatura que inclui a manutenção da capacidade traducional, sustentada pela 61 

biogênese dos ribossomos, a otimização da polimerização proteica e o reparo do tecido diante do 62 

estresse decorrente da falta de alimento. Além disso, considerando o ciclo-celular, a expressão de 63 

seus reguladores é modulada frente à redução e ao reestabelecimento das condições pró-64 

proliferação, visando a sobrevivência celular durante o estresse nutricional. Dessa maneira, nosso 65 

estudo pode fornecer novos insights acerca da importância dos genes que regulam a tradução, 66 

transcrição e replicação, como marcadores associados à manutenção do fenótipo e função 67 

muscular, visando o crescimento dos peixes. 68 

 69 

Palavras chave: meta-análise, peixes, crescimento do músculo esquelético. 70 

 71 
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ABSTRACT 72 

The muscle growth of fish, which arouses great interest in the productive sector, is 73 

regulated by multiple genes that make this a complex process that is still poorly understood. In 74 

this context, the reanalysis of the mRNAs profile is a significant strategy that allows the 75 

understanding of the growth of this tissue. Based on this, the objectives of this study were to 76 

reanalyze, integrate and compare the fish skeletal muscle mRNA profile, as well as find possible 77 

target genes involved in the growth and maintenance of the muscle phenotype. A meta-analysis 78 

was performed using keywords in the GEO Datasets and European Nucleotide Archive database. 79 

The microarray data were reanalyzed and from the differentially expressed genes (GDEs) of each 80 

dataset, an individual analysis was performed that identified the most common pathways in the 81 

studies (p<0.05). These pathways, present in at least two datasets, had their genes selected for the 82 

construction of the molecular interaction network. Based on this network, the important 83 

relationship between ribosomes and cell cycle was obtained, in which some genes were selected 84 

for investigation through RT-qPCR: rps27a, eef1a2, ccnd1, cdkn1a and pcna, in addition to mtor. 85 

Investigations were performed in 12g pacus (P.mesopotamicus) submitted to 4 days fasting (J4d) 86 

and 3 days refeeding (R3d), and in 30g pacu submitted to 15 days fasting (J15d) and 6 hours 87 

refeeding (R6h) and 15 days (R15d). The shorter period of fasting (J4d) promoted an increase in 88 

mtor expression. The expression of rps27a, ccnd1, cdkn1a and pcna was reduced in R3d compared 89 

to J4d. In the longer period of fasting and refeeding, mtor expression was reduced in R15d 90 

compared to R6h, as well as pcna. Considering the expression of rps27a, there was a decrease in 91 

R15d compared to the J15d group, while the expression of eef1a2 did not change. The expression 92 

of ccnd1 was elevated in J15d and R6h compared to groups C and R15d. Important changes were 93 

also observed in cdkn1a expression, which maintained high levels in the Control (C) and J15d 94 

groups and decreased in R6h and R15d. Considering the important relationship between the 95 

ribosomes and the cell cycle obtained by the meta-analysis, the investigation of these selected 96 

genes demonstrates strategies adopted by musculature that include the maintenance of the 97 

translational capacity, supported by the biogenesis of the ribosomes, the optimization of protein 98 

polymerization and the repair of the tissue in the face of stress resulting from lack of food. 99 

Furthermore, considering the cell cycle, the expression of its regulators is modulated against the 100 

reduction and reestablishment of pro-proliferation conditions, aiming at cell survival during 101 

nutritional stress. In this way, our study may provide new insights into the importance of genes 102 

that regulate translation, transcription and replication, as markers associated with the maintenance 103 

of phenotype and muscle function, targeting fish growth. 104 

 105 

Keywords: meta-analysis, fish, skeletal muscle growth. 106 

 107 

 108 
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1. INTRODUÇÃO 218 

1.1 Peixes 219 

 Os peixes são os vertebrados viventes mais diversificados do planeta, exibindo 220 

impressionantes adaptações aos mais variados hábitats. Grande parte dessa diversidade se 221 

concentra nos ambientes dulcícolas que correspondem a uma pequena parcela de águas da 222 

superfície terrestre quando comparados aos ambientes de água salina. Esses animais possuem 223 

grande importância ecológica como mantenedores do fluxo de energia e matéria nas cadeias 224 

tróficas. Além desse aspecto, são significativos dispersores de sementes em ambientes tropicais, 225 

atuando também como bioindicadores. Com igual importância para a ciência e sociedade, esses 226 

vertebrados são modelos adequados para estudos em diversas áreas, cujas descobertas beneficiam 227 

as mais variadas esferas sociais (Nelson et al., 2016). Ainda sobre sua importância, o cultivo de 228 

peixes gera empregos e fornece segurança alimentar para populações ao redor do mundo todo 229 

(FAO 2020). Segundo o relatório “O Estado Mundial da Pesca e Aquicultura 2020” publicado pela 230 

Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO 2020), até 2018 a produção de 231 

peixes alcançou aproximadamente 179 milhões de toneladas, sendo o equivalente a 20.5kg/per 232 

capita de peixes consumidos. Até 2025 há a previsão de que ocorra um relevante impulso na 233 

aquicultura no Caribe e América Latina, chegando até a 3,7 milhões de toneladas de peixes 234 

produzidos(Altair Albuquerque 2018). Para o Brasil, segundo dados da Embrapa Pesca e 235 

Aquicultura (TO), de 2005 até 2015 ocorreu um aumento de 123% na aquicultura brasileira sendo 236 

que da produção aquícola, de acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística) 237 

para o ano de 2015, a produção de peixes dulcícolas correspondeu à 84%, sendo 16% referente à 238 

aquicultura marinha. O Brasil possui clima e condições hidrográficas que favorecem a grande 239 

diversidade de peixes e a produção, contando com bacias hidrográficas formadas pelos maiores 240 

rios do mundo e uma costa com 7500 quilômetros (Reis et al., 2016). Apesar da grande riqueza e 241 

abundância de espécies, a produção de peixes nativos do Brasil ainda é baixa (40%) se comparada 242 

com a dos países asiáticos, em que a aquicultura é baseada quase inteiramente em espécies nativas 243 

(Saint-Paul et al., 2017). No Brasil, os peixes da família Serrasalmidae, dos gêneros Piaractus e 244 
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Colossoma, contribuem com aproximadamente 11 e 40 mil toneladas da produção piscícola, 245 

respectivamente (https://panoramadaaquicultura.com.br/ibge-o-desempenho-da-aquicultura-246 

brasileira-em-2019/). Esse elevado número associado aos pacus (Piaractus mesopotamicus), peixe 247 

de grande porte (8kg à 25 kg), se deve a características que favorecem sua produção. Dentre essas 248 

características, a robustez, o alto rendimento da carcaça, a boa adaptação à alimentação artificial, 249 

rápido crescimento e grande apreciação comercial o torna uma das espécies mais cultivadas no 250 

país (Dias et al., 2005). Ainda associado ao setor produtivo, essa espécie é bastante utilizada para 251 

o estudo das respostas fisiológicas a fatores como bactérias, hipóxia e pesticidas, comumente 252 

associados aos ambientes de cultivo (Jomori et al., 2003; Gutierrez et al., 2014; Dos Santos et al., 253 

2017; Nitz et al., 2020; Silva et al., 2021). Nos últimos anos, porém, estudos utilizando esse peixe 254 

redondo têm avançado. O emprego de técnicas modernas, como o sequenciamento e cultura celular 255 

primária, possibilitam não apenas a compreensão da relação entre o ambiente de cultivo e o 256 

desenvolvimento e crescimento dos peixes, como também de sua genética. Esse último aspecto 257 

atribui características como a grande capacidade de crescimento e o volumoso tecido muscular dos 258 

pacus (Duran et al. 2015; Duran et al. 2019; Fantinatti et al. 2021). 259 

 260 

1.2 Músculo Esquelético e Miogênese 261 

 O músculo esquelético é um tecido complexo e dinâmico que possui origem independente 262 

ao longo da evolução dos eumetazoa. Inicialmente, surgiu com tipos celulares mais simples até a 263 

adição de novas proteínas que compõem sua morfologia característica com estriações (Steinmetz 264 

et al. 2012). Nos vertebrados atuais, esse tecido é formado por fibras musculares que são células 265 

longas, cilíndricas e com múltiplos núcleos periféricos as quais são responsáveis por transformar 266 

energia química em energia mecânica para geração de força e movimentos essenciais à vida 267 

(Ramírez-Oseguera et al. 2013). Nos peixes, esse tecido é o mais abundante, compondo cerca de 268 

60% de sua massa corporal que além de permitir a movimentação e sustentação corpórea, 269 

representa uma copiosa reserva de aminoácidos e, assim, de energia, requerida em um ambiente 270 

denso como a água (Bone, 1978). A anatomia segmentada do tecido muscular permite a grande 271 

habilidade de natação dos peixes e seu movimento ondulatório, em que esses segmentos são 272 

denominados miômeros, definidos como unidades em formato de “W” que se repetem ao longo 273 

do corpo do animal (Listrat et al., 2016; Sanger et al., 2001). Esses miômeros são segmentados por 274 

mioseptos que são compostos por tecido conjuntivo o qual recebe diferentes classificações de 275 

acordo com a sua localização no músculo (L.C, Junqueira José, 2012). O tecido conjuntivo ainda 276 

se faz presente no miosepto horizontal que divide a musculatura dos peixes em epaxial e hipoaxial 277 

(Fig 1). O tecido conjuntivo mais externo e que envolve o músculo em sua totalidade é denominado 278 
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epimísio. Envolvendo feixes de fibras musculares está o perimísio e, por fim, em torno de cada 279 

fibra muscular há o endomísio. Esse arranjo bem organizado garante a transmissão de força de 280 

contração entre as diferentes fibras musculares durante movimentos ondulatórios de natação 281 

(Listrat et al., 2016) 282 

 283 

 284 

Fig 1. Musculatura de peixe demonstrando os miômeros em formato de W conectados pelos 285 

mioseptos de tecido conjuntivo. O septo horizontal segmenta a musculatura em epaxial e hipoaxial 286 

(adaptado de https://www.britannica.com/science/muscle).  287 

 288 

 Nos mamíferos, as fibras do músculo esquelético estão arranjadas em mosaico 289 

caracterizado pela mistura dos diferentes tipos de fibras as quais diferem quanto à velocidade de 290 

contração e metabolismo, devido à presença de diferentes isoformas da cadeia pesada da miosina 291 

(MyHC) (Ciciliot et al. 2013). Já nos peixes, os diferentes tipos de fibras musculares estão 292 

organizados nos compartimentos profundo, superficial e intermediário (Johnston et al., 2011). No 293 

compartimento profundo, referido também como vermelho ou slow, há a predominância de fibras 294 

do tipo I que possuem menores diâmetros, muitas mitocôndrias e predominância do metabolismo 295 

oxidativo, contração lenta e abundante suprimento sanguíneo (Sänger et al., 2001). Esse 296 

compartimento ocupa regiões próximas à nadadeira dorsal e linha lateral do peixe, compondo 297 

aproximadamente 10%  da musculatura, tendo suas fibras recrutadas em movimentos contínuos e 298 

de menor velocidade, como as migrações. Por outro lado, o compartimento superficial, branco ou 299 

fast é o mais volumoso, constituindo cerca de 70% da musculatura. Nele, há o predomínio de fibras 300 

do tipo II que apresentam maior diâmetro, poucas mitocôndrias e metabolismo glicolítico, 301 

contração rápida e menor suprimento sanguíneo em relação à musculatura vermelha. As fibras 302 

desse músculo são recrutadas durante movimentos de curta duração e de alta velocidade, como a 303 

predação. Localizado entre esses dois compartimentos, o compartimento intermediário abriga 304 

https://www.britannica.com/science/muscle
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fibras com características mistas, com contração rápida e metabolismo oxidativo e glicolítico 305 

(Johnston et al., 1977). 306 

 O processo da miogênese, em que há a formação do tecido muscular, ocorre logo no início 307 

do desenvolvimento embrionário e, em algumas espécies de peixes, as células musculares 308 

apresentam capacidade de contração 24 horas após a fertilização. Esse caráter confere vantagem 309 

adaptativa ao grupo, permitindo o comportamento de forrageio e a fuga de predadores em um 310 

ambiente de fecundação externa e de espécies comumente R estrategistas (Keenan et al., 2019). 311 

 Em todos os vertebrados, a miogênese ocorre a partir da segmentação do mesoderma 312 

paraxial no sentido do eixo rostro-caudal do embrião, originando os somitos encontrados aos pares 313 

em torno da notocorda e tubo neural (Johnston, 2006). As células do mesoderma paraxial, 314 

localizadas próximas à notocorda, expressam MRFs (Myogenic Regulatory Factors) que 315 

orquestram a miogênese como um todo. Nesse início miogênico, a expressão dos MRFs myod 316 

(Myogenic Differentiation 1) e myf5 (Myogenic Factor 5) é responsável por induzir tanto a 317 

expressão de miosinas para o fenótipo lento, como para o fenótipo rápido muscular havendo, 318 

assim, um comprometimento inicial das células com a linhagem miogênica. Essas MPCs 319 

(Myogenic Precursor Cells) formam uma monocamada ao redor da notocorda (Fig 2A) a qual, 320 

através da expressão de Hedgehogs (HH), promove a inibição de genes associados ao fenótipo 321 

rápido da fibra muscular, havendo o comprometimento com o fenótipo slow das MPCs. Essas 322 

células comprometidas, chamadas células adaxiais, migram lateralmente para a superfície e dão 323 

origem às fibras lentas do miótomo primário. As fibras lentas comporão o compartimento 324 

vermelho do músculo esquelético dos teleósteos. Já as células adaxiais que não migram originam 325 

as MPs (Muscle Pioneer) (Fig 2B). As MPs são as primeiras células a se diferenciarem em fibras 326 

lentas funcionando como trilhos que guiam as demais células adaxiais durante a migração, além 327 

de serem sugeridas como precursoras do miosepto horizontal que segmenta a musculatura axial 328 

em epaxial e hipoaxial (Blagden et al., 1997; Chal et al., 2017; Devoto et al., 2012; Johnston et al., 329 

2011; Keenan et al., 2019; Rossi et al., 2014). Além dos HH requeridos para a especificação das 330 

MPCs, microRNAs (miRNAS) como miR-499, miR-214 e a MEC (Extracellular Matrix) também 331 

estão associados a esse processo a partir da ação pós-transcricional e da distribuição de 332 

sinalizadores, respectivamente (Huang et al., 2012; Alex et al., 2014; Duran et al., 2015). 333 

 334 
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 335 

Fig 2. Miogênese embrionária de Danio rerio (zebrafish) em vista transversal. (A) Localização 336 

das células adaxiais próximas à notocorda e laterais pré-somíticas em torno da notocorda e do tubo 337 

neural. (B) Localização das fibras musculares de contração lenta logo abaixo da epiderme após 338 

migração lateral das células adaxiais; fibras musculares de contração rápida originadas a partir das 339 

células laterais pré-somíticas compondo a maior parte do miótomo do peixe; fibras musculares 340 

pioneiras que viabilizam a migração das células adaxiais (baseado em STICKNEY et al., 2000).  341 

 342 

 As células não adaxiais do miótomo originam alguns compartimentos, dentre eles o 343 

compartimento posterior e uma camada de células externas (External Cell Layer - ECL). No 344 

compartimento posterior do miótomo primário, as células pré-somíticas laterais dão origem às 345 

fibras musculares rápidas que formarão o compartimento branco do músculo dos teleósteos 346 

(Keenan et al., 2019). Essas células se diferenciam pelo estímulo de uma segunda onda de MRFs 347 

e de modo HH- independente. Em adição a esses estímulos moleculares, a própria migração das 348 

células adaxiais interfere e estimula a diferenciação e morfogênese das fibras musculares rápidas 349 

sendo, portanto, processos interdependentes (Henry et al., 2004). Além das fibras lentas e rápidas, 350 

ainda pouco se sabe sobre a formação das fibras intermediárias do músculo, sendo possível que 351 

essa miscelânia de características contráteis e metabólicas seja oriunda de fatores provenientes 352 

tanto de fibras lentas como rápidas, durante a miogênese (Keenan et al., 2019). Ainda sobre as 353 

células não adaxiais, a ECL é uma população de células altamente proliferativa que se renova e 354 

que contribui para a formação do miótomo primário. Essas características funcionais se 355 

assemelham muito às funções do dermomiótomo em amniotas que também fornece células para a 356 

formação do miótomo e expressa pax3 (Paired Box 3), pax7 (Paired Box 7) e meox (Mesenchyme 357 
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Homeobox) (Devoto et al., 2007; Daggett et al., 2010; Keenan et al., 2019). De modo contrário aos 358 

aminiotas, essa estrutura contribui não apenas para o crescimento juvenil dos peixes, mas também 359 

para o crescimento secundário caracterizado pelo aumento exponencial do miótomo que compõe 360 

cerca de 60% da massa corporal desses animais (Chal et al., 2017; Johnston et al., 2011).  361 

 No cenário de miogênese, tanto em teleósteos como em mamíferos, são identificadas 362 

diferentes populações celulares. Porém, ainda durante o desenvolvimento embrionário, as MPCs 363 

dos peixes se organizam em distintos compartimentos onde formarão as fibras musculares adultas. 364 

Apesar de muitos processos miogênicos serem conservados ao longo da evolução dos vertebrados, 365 

esse traço é um dos que diferem os peixes dos mamíferos nos quais não há a organização das fibras 366 

musculares em compartimentos (Devoto et al., 1996; Stickney et al., 2000). 367 

 368 

1.3 Crescimento muscular pós-embrionário 369 

 A miogênese secundária dos teleósteos envolve as células satélites ou MPCs residentes, 370 

ativadas durante o crescimento muscular pós-embrionário (Hollway et al. 2010; Stellabotte et al. 371 

2007). Essas células participam de processos de crescimento e regeneração do músculo compondo 372 

populações de células tronco auto renováveis e células filhas já comprometidas com a 373 

diferenciação (Johnston et al., 2011). Os fatores de transcrição da família Pax são altamente 374 

conservados nos vertebrados e considerados marcadores moleculares das células satélites. Dentre 375 

eles o pax3 e pax7 que são expressos em peixes e em mamíferos, exercem a função de regulação 376 

da migração das células satélites dos somitos, são requeridos na miogênese tardia, além de serem 377 

necessários na função e manutenção das células satélites (Wang et al., 2021). Em diferentes 378 

condições ambientais e em períodos distintos do ciclo de vida o balanço entre a proliferação e 379 

diferenciação define o número dessas MPCs e, assim, o crescimento muscular cujos fenótipos 380 

hipertrófico e/ou hiperplásico são também determinados pela expressão de pax3 e pax7, além dos 381 

próprios MRFs (Froehlich et al. 2013). Após o comprometimento das MPCs com a linhagem 382 

miogênica, essas células serão incorporadas às fibras musculares pré-existentes (hipertrofia) ou 383 

darão origem a novos miotubos (hiperplasia), durante o crescimento muscular (Fig 3) (Johnston 384 

et al., 2011). Os autores descreveram dois padrões de crescimento hiperplásico em peixes: a 385 

hiperplasia estratificada e a hiperplasia em mosaico (Biga et al., 2019). A hiperplasia estratificada 386 

é caracterizada pela formação de novas fibras em estratos de diâmetros distintos bastante 387 

característico. Essa formação muscular se estende da superfície até as porções mais profundas do 388 

miótomo ocorrendo a partir de zonas localizadas na ECL. A hiperplasia estratificada é mais intensa 389 

predominantemente após a somitogênese e reduz quando os teleósteos alcançam a maturidade, 390 

sendo ainda persistente após a maturação. Por outro lado, a hiperplasia em mosaico é caracterizada 391 
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pela formação de novas pequenas fibras, a partir de MPCs do miótomo, entremeadas às fibras 392 

musculares já existentes. Esse tipo de hiperplasia ocorre após o início da hiperplasia estratificada 393 

e varia em sua constância entre diferentes espécies de teleósteos (Keenan et al., 2019; Vo et al., 394 

2016). Os peixes que apresentam a persistência de ambos os padrões de crescimento hiperplásico 395 

ao longo da vida, como os pacus, são denominados espécies de crescimento indeterminado. 396 

Contrariamente, os peixes com hiperplasia em mosaico mais restrita aos primeiros dias pós-397 

eclosão são classificados como de crescimento determinado, o que ocorre no zebrafish, por 398 

exemplo (Fig 3), considerando ainda que estes processos estão propensos à ação de inúmeros 399 

fatores endógenos e ambientais (Biga et al., 2019, Keenan et al., 2019).  400 

 401 

Fig 3. Padrões de crescimento em peixes. A. Hiperplasia estratificada que envolve a formação de 402 

novas fibras em um gradiente de diâmetros a partir da ECL (External Cell Layer). A 403 

predominância do crescimento muscular através dessa hiperplasia (seta vermelha) e a contribuição 404 

em um menor período de tempo da hiperplasia em mosaico (seta rosa), atribui o padrão de 405 

crescimento determinado ao zebrafish. B. Hiperplasia em mosaico que consiste na formação de 406 

novas fibras musculares na superfície de fibras já existentes a partir de MPCs (Myogenic 407 

Precursors Cells) do miótomo. A continuidade da hiperplasia estratificada (seta vermelha) e 408 

hiperplasia em mosaico, mais intensa (seta rosa), ao longo da vida dos peixes atribui o crescimento 409 

indeterminado a certas espécies, como no pacu. Adaptado de Keenan et al., 2019. 410 

 411 

1.4 Crescimento muscular e fatores intrínsecos associados 412 

 O músculo esquelético é dotado de alta plasticidade fenotípica e seu crescimento é regulado 413 

tanto por fatores endógenos, como por fatores ambientais (Johnston, 2006). Alguns fatores 414 

associados ao crescimento e citados a seguir são bem estudados e descritos pela literatura, porém, 415 
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existem inúmeros reguladores do crescimento muscular que ainda não foram caracterizados. 416 

Considerando os fatores endógenos ao crescimento, a atuação do eixo GH/IGF (Hormone Growth 417 

e Insulin-like Growth Factor) é bastante relevante. O IGF é um fator de crescimento que compõe 418 

a via anabólica do músculo, responsável pela síntese de proteínas e hipertrofia. A hipertrofia 419 

muscular ocorre quando há o predomínio da síntese sobre a degradação proteica, sendo essa última 420 

regulada por genes como murf1 (Muscle RING finger protein-1) e mafbx (Muscle atrophy F-box) 421 

(Ciciliot et al. 2013). De modo semelhante aos efeitos do IGF, o GH regula o crescimento através 422 

de transcritos amplamente encontrados em diversos tecidos de peixes de crescimento 423 

indeterminado (Biga et al., 2019). O GH exógeno é capaz de promover um aumento no 424 

crescimento de zebrafish, porém de modo limitado, enquanto em salmão esse crescimento é 425 

potencializado em um curto período de tempo, devido ao padrão de crescimento distintos entre as 426 

espécies. Ainda sobre o eixo GH/IGF, ambos estimulam expressivamente a proliferação de 427 

mioblastos e interagem com MRFs envolvidos nas primeiras fases da miogênese  (Bentzinger et 428 

al., 2012). Em conjunto aos fatores pró-crescimento, a regulação do promotor de MYHM2528-1, 429 

uma miosina expressa durante a formação do miótomo dos peixes, é associada ao fenótipo de 430 

crescimento indeterminado de torafugu (Takifugu rubripes) e crescimento determinado de 431 

zebrafish. Ainda MYHM2528-1 se relaciona ao fator de regulação miogênica, myod, atuando 432 

como um regulador do promotor desse importante fator de transcrição que regula a proliferação 433 

de células musculares(Ahammad et al., 2015; Ahammad et al., 2019). Além desses reguladores 434 

moleculares, os microRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs de fita simples, não codificantes e 435 

com atuação pós-transcricional que exercem o importante papel na regulação do crescimento 436 

muscular, tanto em mamíferos como nos peixes. Em 2012, o primeiro microRNAoma de truta 437 

arco-íris revelou o miR-1, miR-133, miR-206 e miR-499 como associados ao crescimento 438 

muscular. A partir desse insight, sabe-se hoje que esses miRNAs atuam na proliferação, 439 

diferenciação e especificação do fenótipo rápido e lento das fibras musculares representando, 440 

assim, marcadores relevantes para a maximização e melhoramento da piscicultura (Duran et al., 441 

2020; Duran et al., 2015; Fantinatti et al., 2021). Como uma metodologia empregada para a 442 

identificação de muitos desses marcadores, a meta-análise pode representar uma boa estratégia.  443 

  444 

1.5 Meta-análise: aplicações para o estudo do músculo esquelético e identificação de 445 

biomarcadores 446 

 Considerando o surgimento de novas tecnologias, a possibilidade de geração de dados em 447 

larga escala, dentre eles dados transcriptômicos (RNAseq ou microarray), é elevada e, muitas 448 

vezes, a resposta biológica implícita nesses resultados é pouco explorada (Rung et al., 2012). Por 449 
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essa razão, o acesso e a reanálise desses dados depositados em bancos públicos podem permitir 450 

novos conhecimentos a serem aplicados, uma visão abrangente de processos celulares e suas vias 451 

de sinalização, além da obtenção moléculas chaves marcadoras de processos biológicos normais 452 

ou patogênicos (Riverol et al., 2016).  453 

 Dentre as metodologias para a identificação de biomarcadores, a meta-análise é um método 454 

estatístico que compila, compara e avalia dados de estudos pré-existentes e independentes a partir 455 

de uma revisão sistemática. O potencial e a relevância da meta-nálise depende da qualidade e 456 

quantidade dos estudos previamente selecionados, além de requerer metodologia clara, discussão 457 

robusta e abrangente dos resultados obtidos (Møller, 2016). Esse método tem sido muito utilizado 458 

em estudos sobre o câncer que reúnem grande quantidade de dados para a melhor compreensão da 459 

doença e identificação de biomarcadores que permitem a terapia personalizada (Coyne et al., 2010; 460 

Freire et al., 2019). Recentemente, a meta-nálise foi aplicada na investigação de possíveis drogas 461 

e seus efeitos na covid-19, além do emprego de dados ômicos para identificação de biomarcadores 462 

de inflamação nessa infecção (Bertoni et al., 2016; Muhammad et al., 2020; Hove et al., 2018; 463 

Zeng et al., 2020). A metanálise também é utilizada no estudo do músculo esquelético para a 464 

identificação de vias comumente alteradas durante a atrofia em pacientes e modelos murinos com 465 

câncer, (Freire et al., 2019) bem como para avaliar os efeitos do ômega 3 sobre a massa, força e 466 

performance muscular em idosos (Huang et al., 2020). Para o estudo do músculo esquelético de 467 

peixes, essa metodologia já foi utilizada em análises da capacidade metabólica associada à redução 468 

de nutrientes, para a avaliação da variação sazonal de concentração de mercúrio e para a 469 

identificação de altos níveis de mioglobina em determinadas espécies (Calduch-giner et al., 2014; 470 

Mills et al., 2018; Chen et al., 2020). No entanto, estudos de meta-análise com enfoque na 471 

avaliação de possíveis biomarcadores de crescimento e manutenção do fenótipo muscular em 472 

peixes, são inexistentes até o momento. Nesse contexto, a investigação desses alvos obtidos em 473 

peixes submetidos ao jejum e realimentação, pode ampliar o conhecimento acerca da biologia das 474 

fibras musculares esqueléticas frente a alterações no status nutricional das células, um componente 475 

relevante para o manejo no setor aquícola. 476 

 477 

2. JUSTIFICATIVA 478 

Este estudo busca aprofundar a compreensão acerca do controle do crescimento muscular 479 

esquelético em peixes, processo de extrema importância para a fisiologia desses animais e para o 480 

setor produtivo, utilizando uma ferramenta in silico para a prospecção de novos alvos moleculares. 481 

O estabelecimento de um conjunto de genes alvo que regulam o crescimento muscular, pode 482 

assegurar melhorias no manejo e seleção de espécies cultivadas quando investigados no modelo 483 
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de jejum e realimentação, estratégias comumente utilizadas pelo setor pordutivo visando a redução 484 

de gastos e o crescimento compensatório dos peixes. Além desses aspectos, o caráter exploratório 485 

das análises deste estudo pode ampliar nossa visão a respeito da biologia celular e molecular das 486 

fibras/células musculares frente à manipulação da disponibilidade de nutrientes. Nesse contexto, 487 

a seleção e investigação de genes alvos a partir das análises in silico contribuirão, possivelmente, 488 

com o aprimoramento de técnicas moleculares customizadas que visam a otimização da produção 489 

em um contexto de crescente demanda populacional. 490 

 491 

3. OBJETIVOS 492 

3.1 Objetivos gerais 493 

Reanalisar, integrar e comparar o perfil de mRNAs do músculo esquelético de peixes, bem 494 

como encontrar possíveis genes alvos envolvidos com o crescimento e manutenção do fenótipo 495 

muscular. 496 

 497 

3.2 Objetivos específicos 498 

- Compreender a função biológica dos genes obtidos, bem como analisar a interação entre 499 

eles; 500 

- Investigar a expressão de alvos selecionados no modelo de jejum e realimentação.  501 

 502 

4. METODOLOGIA 503 

4.1 Meta-análise Integrativa 504 

A meta-análise integrativa foi realizada de acordo com os requerimentos contidos em 505 

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA, 506 

http://www.prisma-statement.org/). As palavras-chave utilizadas para a busca dos estudos foram: 507 

“fish AND skeletal muscle”, “fish skeletal muscle AND transcriptome”, “fish skeletal muscle AND 508 

transcriptomic”, “fish skeletal muscle AND transcriptomics”,e “fish skeletal muscle AND mRNA 509 

profiling”. Esta metanálise contém estudos realizados entre 2012 e 2018. Os critérios de inclusão 510 

foram (1) estudos com dados brutos de mRNAs da musculatura branca e vermelha de peixes, (2) 511 

foram incluídas apenas amostras de peixes da classe Osteichthyes e (3) perfis transcricionais de 512 

bancos públicos provenientes da tecnologia de microarranjo. Os critérios de exclusão foram: (1) 513 

estudos com manipulação genética, (2) estudos que não utilizaram o músculo estriado esquelético 514 

de peixes, (3) estudos de single cell, (4) estudos que não utilizaram dados de mRNAs, (5) dados 515 

de RNAseq  (6) estudos in vitro, (7) modelos de envelhecimento, (8) modelos de doenças crônicas, 516 

(9) estudos utilizando peixes da classe Chondrichthyes, (10) estudos sem informações necessárias 517 

http://www.prisma-statement.org/
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ou publicação e (11) estudos com peixes elétricos. O banco de dados GEO Datasets (NCBI) e 518 

European Nucleotide Arquive (ENA) foram utilizados para a busca e download dos dados de 519 

mRNAs do músculo esquelético dos estudos incluídos (Fig 4).  520 

É importante salientar que apesar de terem sido encontrados estudos contendo dados de 521 

RNAseq, os quais também fornecem perfis transcriptômicos, foram selecionados para a meta-522 

análise apenas estudos contendo dados de microarray. Isso se deve ao fato de que RNAseq e 523 

microarray são tecnologias com profundidade de sequenciamento distinta e que requerem 524 

ferramentas específicas para que seus dados sejam reanalisados. Além disso, a heterogeneidade 525 

em relação às espécies e aos diferentes tratamentos que compõem os estudos de microarray 526 

selecionados, foi relevante para reforçar o papel conservado dos genes selecionados em condições 527 

experimentais distintas, até mesmo em relação aos modelos em que foram investigados.  528 

 529 

 530 
 531 

Fig 4. Fluxograma de pesquisa de literatura na meta-análise. 532 

 533 
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4.2 Reanálise dos dados de microarranjo e Genes Diferencialmente Expressos (GDEs) 534 

 Os estudos contendo dados de microarranjo e seus respectivos números de série foram 535 

obtidos a partir do banco GEO Datasets. Considerando que os experimentos de microarranjos 536 

podem ser desenhados em duas diferentes plataformas, one-color e two-colors array, foram 537 

utilizadas análises específicas para os dados de cada uma dessas plataformas. Para a reanálise 538 

desses dados no sistema one-color, foi utilizada a ferramenta GEO2R tool 539 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) que emprega o mesmo script  (R 3.2.3, Biobase 2.30.0, 540 

GEOquery 2.40.0, limma 3.26.8) para todos os conjuntos de dados. Para selecionar os GDEs 541 

(Genes Diferencialmente Expressos) neste sistema, foram considerados os valores p ajustado 542 

(padj) < 0.05 e |Fold Change (FC)|>1.5. Para a reanálise dos dados no sistema Two-color (Lapa et 543 

al., 2019), os GDEs foram obtidos através da diferença do log2 ER (expression ratio: Cy5/Cy3 ou 544 

Cy3/Cy5) médio de zero entre os chips e considerando o valor de p < 0.05 e |Fold Change 545 

(FC)|>1.5. Cy5 e Cy3 são cianinas que emitem fluorescência quando há hibridização entre o cDNA 546 

da amostra com a sonda contida no chip de microarranjo. 547 

 548 

4.3 Ontologias e Rede de Interações Moleculares  549 

 A partir dos GDEs de cada conjunto de dados, foi realizado o enriquecimento de vias 550 

através da ferramenta Fish EnrichR (https://amp.pharm.mssm.edu/FishEnrichr/). É importante 551 

salientar que para essa análise, as listas dos genes up e down regulados foram inseridas juntas no 552 

programa devido à similaridade de processos biológicos que esses genes participam. Biological 553 

Process, Molecular Function, Wikipathway e KEGG foram as bibliotecas a partir das quais os 554 

termos enriquecidos foram selecionados, considerando o valor de p<0.05 (teste de Fisher). A partir 555 

do enriquecimento de vias de cada dataset, foi realizada uma análise inicial e individual para a 556 

identificação das vias mais comuns entre os datasets. Essas vias em comum em pelo menos dois 557 

conjuntos de dados, tiveram seus genes selecionados para a construção de uma rede de interação 558 

molecular através da ferramenta STRING version 11 (https://string-db.org/). Foram considerados 559 

bancos de dados, mineração de texto, experimentos, co-expressão e co-ocorrência como fontes de 560 

interação ativa. A pontuação mínima de interação exigida foi a de maior confiança (0.900) e o 561 

valor p de enriquecimento PPI indica a significância estatística fornecida por STRING (<1.0 e-562 

16). Para melhor visualização, os nodos sem conexões foram ocultados e os nomes das proteínas 563 

mantidos. Baseado nesta rede e com o respaldo da literatura, os alvos foram selecionados para 564 

investigação através de RT-qPCR em amostras musculares de pacu. 565 

 566 

4.4 Animais  567 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
https://amp.pharm.mssm.edu/FishEnrichr/
https://string-db.org/
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- Piaractus mesopotamicus (pacus) 568 

 Para a investigação dos alvos selecionados sob jejum e realimentação, modelos relevantes 569 

para a aquicultura, foram utilizados juvenis de pacus (Piaractus mesopotamicus) com 12.6 g ± 570 

2.24 e 28.5 g ± 8.8  provenientes da Universidade do Oeste de São Paulo (UNOESTE), Presidente 571 

Prudente, São Paulo, Brasil e cultivados na Agência de Tecnologia do Agronegócio (APTA), 572 

Presidente Prudente, São Paulo, Brasil. Os peixes com diferentes pesos foram selecionados para 573 

que as investigações contemplassem diferentes períodos de crescimento. Os pacus foram criados 574 

em sistemas de recirculação distintos em tanques com 0,25 m3 com 35 animais em cada tanque 575 

(densidade de 140 peixes / m3) à 28◦C sob o fotoperíodo de 12 horas de claro:12 horas de escuro. 576 

O oxigênio dissolvido e a temperatura da água foram monitorados diariamente e os parâmetros, 577 

pH, amônia, nitrito e nitrato, semanalmente. Os peixes foram alimentados ad libitum, de duas a 578 

três vezes ao dia, com as dietas padrão previamente descritas em Zanella et al., 2021, havendo um 579 

período de adaptação de 15 dias antes do início dos experimentos. Após esse período, os peixes 580 

com peso aproximado de 12g foram divididos nos seguintes grupos: Controle (C - com 581 

alimentação contínua), Jejum (J4d - jejum durante 4 dias) e Realimentação (R3d – realimentação 582 

por 3 dias após jejum). Os animais com peso aproximado de 30g foram submetidos à um maior 583 

período de jejum e realimentação considerando a sua fase de crescimento, sendo divididos nos 584 

grupos: Controle (C - com alimentação contínua), Jejum (J15d - jejum durante 15 dias) e 585 

Realimentação (R6h – realimentação por 6 horas após jejum e R15d – realimentação por 15 dias 586 

após jejum). A extensão dos períodos de jejum e realimentação foi selecionada com base no 587 

tamanho dos peixes, de modo que essas alterações nutricionais fossem capazes de modificar o 588 

fenótipo muscular sem desencadear a morte dos peixes antes da avaliação experimental. O 589 

condicionamento e procedimentos realizados neste estudo estão de acordo com os regulamentos 590 

nacionais do Comitê de Ética do Instituto de Biociências de Botucatu (CEUA 705 and 1050). 591 

 592 

- Coleta do tecido muscular 593 

 Para a eutanásia dos pacus (P.mesopotamicus) foi utilizada benzocaína em uma 594 

concentração superior a 250 mg/L. As amostras da musculatura epaxial, localizada acima da linha 595 

lateral, foram coletadas e congeladas em nitrogênio líquido. Após, essas amostras foram 596 

armazenadas em freezer a -80oC, até o início das análises. 597 

 598 

4.5 Extração de RNA total, quantificação e análise de pureza 599 

 Para as investigações dos genes selecionados nas análises in silico, o RNA total das 600 

amostras do músculo dos pacus foi extraído de acordo com o protocolo do TRIzol® (Invitrogen 601 



                                                                                                                                                                               
PG-BGA 

21 
 

Campus de Botucatu 

 

Life Technologies, EUA) seguindo as instruções do protocolo. Para a quantificação e análise de 602 

pureza do RNA extraído, foi utilizado o espectrofotômetro NanoVueTM Plus (GE Healthcare, 603 

EUA) que fornece esses parâmetros através das razões 260/280 e 260/230, em que os valores 604 

superiores a 1.8 e 2.0 foram considerados, respectivamente. A densidade óptica a 260 nm se refere 605 

à quantidade de RNA e 280 nm corresponde à quantidade de proteínas. Já na razão 260/230 nm, a 606 

densidade óptica a 230 se refere a possíveis contaminações com reagentes utilizados como Tris e 607 

EDTA. A integridade do RNA extraído foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.  608 

 609 

4.6 Síntese do cDNA e RT-qPCR 610 

 O RNA total foi tratado com o kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega) para eliminar 611 

resíduos de DNA contaminante nas amostras. Para as análises de expressão gênica foi realizada a 612 

transcrição reversa do RNA extraído em cDNA, através do kit GoScriptTM Reverse Transcription 613 

System (Promega, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os níveis de expressão gênica 614 

foram analisados por RT-qPCR, utilizando a plataforma QuantStudioTM 12K Flex Real-Time PCR 615 

System (Applied Biosystems, EUA) para a amplificação do cDNA dos genes selecionados. Nessa 616 

análise foi utilizado o kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, EUA). Os primers para as 617 

amostras de pacus (P.mesopotamicus) foram desenhados com base em seu transcriptoma obtido 618 

em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Mareco et al, 2015). A expressão gênica de 619 

rps27a, eef1a2, ccnd1, cdkn1a e pcna (Tabela 1) foi avaliada tanto em pacus (P.mesopotamicus 620 

de 12g) submetidos ao jejum de 4 dias e realimentação de 3 dias, como em pacus 621 

(P.mesopotamicus de 30g) submetidos ao jejum de 15 dias, realimentação de 6 horas e de 15 dias. 622 

O gene ppia foi selecionado como endógeno para calibração das amostras de pacus 623 

(P.mesopotamicus). A quantificação relativa da expressão dos genes foi realizada pelo método do 624 

CT comparativo, 2∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001). 625 

 626 

Tabela1. Siglas, nomes e sequências de primers que foram utilizados para a reação de RT-qPCR.  627 

Sigla Nome do gene Sequência do primer 

rps27a   Ribosomal Protein S27a 
F:CTACACCACCCCCAAGAAGA  

R:ATGAAAACACCAGCACCACA 

eef1a2  
Eukaryotic Translation 

Elongation Factor 1 Alpha 2  

F:GAACAAATGCCACGGTTTCT 

R:AGAGCCCAACTACAGCCAGA 

ccnd1  Cyclin D1 
F:CACGATGCTAACCTGCTCAA 

R:TTTTGGGCACGATTTCTTTC 
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cdkn1a  
Cyclin Dependent Kinase 

Inhibitor 1A 

F: GTGGCGTTTCTCTGCTTAGG 

R:GATTCGGACTGAATGGCACT 

pcna  
Proliferating Cell Nuclear 

Antigen  

F:TGTCCCAGACCAGCAATGTG 

R:GCTGAGCGTGACTGTTTTGG 

mtor  
Serine/Threonine-Protein 

Kinase TOR 

F: TTGGGAGAGACGTACTGC 

R: CACAGGACTGGTGTAGGAA 

ppia  Peptidylprolyl Isomerase A 
F:ATTGTGGTTCGTGAAGTCGC 

R:CCGCTGGGCAGAGTGATTAT 

 628 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 629 

Para as análises de expressão gênica, foram realizadas comparações entre os grupos 630 

experimentais C, J15d, R6h e R15d, e, separadamente, entre os grupos C, J4d e R3d. Após a 631 

realização do teste de normalidade (Kolmovorov-Smirnov) para todos os genes avaliados, foram 632 

aplicados os testes ANOVA one way com pós teste de Tukey para os dados com distribuição 633 

Gaussiana. Por outro lado, para os dados que não possuem distribuição normal foram aplicados os 634 

testes de Kruskal-Wallis e pós teste de Dunn. Para todos os testes, o intervalo de confiança adotado 635 

foi de 95%. 636 

 637 

6. RESULTADOS  638 

6.1 Análises in silico 639 

A partir da metanálise, foram selecionados quatro conjuntos de dados que utilizaram 640 

microarranjo para a obtenção da expressão gênica. Cada dataset possui seu respectivo número de 641 

série identificado no banco de dados como: GSE58929, GSE84288, GSE36339 e GSE47141. 642 

Peixes das espécies Danio rerio submetidos à exercício, Salmo salar submetidos ao consumo de 643 

glicosinolatos, Sparus aurata que consumiram lipopolissacarídeos e Oncorhynchus mykiss 644 

submetidos ao exercício e dieta rica em carboidratos, são os modelos contidos nesses estudos, 645 

respectivamente. Considerando todos os datasets, foram obtidos 2080 genes up-regulados e 796 646 

down-regulados. Individualmente, para o dataset GSE58929 foram obtidos 1516 genes up-647 

regulados e 215 down-regulados. 195 up-regulados e 158 down-regulados para o GSE84288, 43 648 

up-regulados e 38 down-regulados para o GSE36339 e, por fim, 327 up-regulados e 385 down-649 

regulados para o GSE47141 (Tabela 2). Para a análise de enriquecimento foram utilizadas as listas 650 

contendo tanto os genes up como os down regulados de cada dataset (Fig 5 à 8). Os processos 651 

biológicos mais enriquecidos em cada conjunto de dados foram associados, principalmente, aos 652 

ribossomos e ao ciclo celular e representados por alguns termos como Cytoplasmic Translation 653 
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(GO:0002181), Cytoplasmic Ribosomal Proteins_WP324, Ribosome, Positive regulation of cell 654 

cycle (GO:0045787) e Cell cycle_WP1393. Com base nesses resultados associados à síntese 655 

proteica e proliferação e considerando os objetivos deste estudo, os processos biológicos, como os 656 

citados acima, presentes em pelo menos dois conjuntos de dados tiveram seus genes selecionados 657 

(Fig 9) e plotados em uma rede de interação molecular. Por essa razão, na composição da rede não 658 

estão presentes os genes obtidos a partir do dataset GSE84288, pois eles enriqueceram processos 659 

biológicos que não se adequaram aos objetivos do estudo (Fig 8) 660 

 661 

Tabela 2. Identificação, caracterização e número de genes de cada estudo contidos na reanálise de 662 

dados.  663 

 664 

Número de 

série 
Espécie Tratamento/Desafio 

Genes up 

regulados 

Genes down 

regulados 

GSE58929 Danio rerio Exercício 1516 215 

GSE84288 Salmo salar Consumo de glicosinolatos 195 158 

GSE36339 Sparus aurata Consumo de lipopolissacarídeos 43 38 

GSE47141 
Oncorhynchus 

mykiss 

Exercício e consumo de 

glicosinolatos 
327 385 

Total de genes   2081 796 

 665 

 666 

 667 

 668 
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Fig 5. Enriquecimento de vias do dataset GSE36339 considerando três bibliotecas distintas: 669 

Biological Process (verde), KEGG (rosa) e Wikipathway (azul). Os valores de enriquecimento de 670 

cada termo estão representados como  -Log10(P-value), considerando p< 0.05.  671 

 672 

 673 

 674 

Fig 6. Enriquecimento de vias do dataset GSE47141 considerando três bibliotecas distintas: 675 

Biological Process (verde), KEGG (rosa) e Wikipathway (azul). Os valores de enriquecimento de 676 

cada termo estão representados como  -Log10(P-value), considerando p< 0.05.  677 

 678 

 679 

Fig 7. Enriquecimento de vias do dataset GSE58929 considerando duas bibliotecas distintas: 680 

Biological Process (verde) e Wikipathway (azul). Os valores de enriquecimento de cada termo 681 
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estão representados como  -Log10(P-value), considerando p< 0.05. A biblioteca do KEGG não 682 

apresentou termos enriquecidos com o valor de significância considerado. 683 

 684 

 685 

Fig 8. Enriquecimento de vias do dataset GSE84288 considerando a biblioteca Biological Process 686 

(verde). Os valores de enriquecimento de cada termo estão representados como -Log10(P-value), 687 

considerando p< 0.05. A biblioteca do KEGG e Wikipathway não apresentaram termos 688 

enriquecidos com o valor de significância considerado. 689 

 690 

  691 

 692 

Fig 9. Processos biológicos associados à síntese proteica e proliferação obtidos a partir do 693 

enriquecimento de vias de cada dataset e considerando as bibliotecas Biological Process, 694 

Wikipathway e KEGG. O gráfico representa esses processos selecionados que foram presentes em 695 

pelo menos dois datasets. O conjunto de dados GSE84288 não está presente neste gráfico devido 696 

ao enriquecimento de vias que, diferentemente dos outros datasets, não apresentou o predomínio 697 

de processos biológicos associados à síntese proteica e proliferação. 698 

 699 

Na rede de interação demonstrada na Fig 10, observamos diferentes clusters de genes 700 

associados ao ciclo celular (na região superior da rede) e às proteínas ribossomais (na região 701 
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inferior), demonstrando uma importante interação entre esses dois elementos. Além disso, esses 702 

genes foram responsáveis por enriquecer processos biológicos em comum em diferentes espécies 703 

submetidas a diferentes tratamentos ou desafios, o que demonstra sua relevância para o músculo 704 

esquelético. Tendo em vista que o jejum também é uma condição desafiadora que afeta o tecido 705 

muscular, a investigação de alguns genes da rede utilizando esse modelo bem estabelecido em 706 

nosso grupo de pesquisa, trouxe resultados interessantes.  707 

 708 

 709 

Fig 10. Rede de interação molecular construída a partir dos genes que enriqueceram processos 710 

biológicos associados à síntese proteica e proliferação. Na região superior da rede, observam-se 711 

genes associados ao ciclo celular. Na porção inferior, estão os genes relacionados aos ribossomos. 712 

O círculo em vermelho destaca os genes selecionados para a investigação: rps27a, ccnd1, cdkn1a 713 

e pcna. Os scores de interação considerados foram 0.9 e 0.7. Os genes do dataset GSE84288 não 714 

estão presentes nesta rede. 715 

 716 

6.2 Análise de expressão gênica  717 

- Pacus submetidos ao jejum de 4 dias (J4d) e realimentaçãode 3 dias (R3d) 718 
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A avaliação dos períodos mais curtos de jejum e realimentação mostrou o aumento na 719 

expressão de mtor e eef1a2 no grupo J4d em relação aos grupos C e R3d, enquanto a expressão da 720 

rps27a foi reduzida no grupo R3d em comparação ao grupo J4d (Fig 11). 721 

 722 

Fig 11. Expressão Relativa (Fold Change) do gene anabólico mtor, do gene ribossomal rps27a e 723 

do fator eef1a2 nos grupos Controle (C), Jejum de 4 dias (J4d) e Realimentação de 3 dias (R3d). 724 

Dados representados em média ± DP. Teste ANOVA one way seguido de Tukey (p <0,05). Letras 725 

diferentes representam diferenças significativamente estatísticas entre os grupos 726 

 727 

 728 

Considerando os genes associados ao ciclo celular, foi observada uma redução na 729 

expressão da ccnd1 no grupo R3d, tanto em comparação ao grupo C como ao J4d. A expressão 730 

dos genes cdkn1a (p21) e pcna foi down-regulada no grupo R3d em relação ao J4d (Fig 12). 731 

 732 
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 733 

Fig 12. Expressão Relativa de mRNA dos genes de ciclo celular ccnd1, da cdkn1a e do pcna entre 734 

os grupos Controle (C), Jejum de 4 dias (J4d) e Realimentação de 3 dias (R3d). Dados 735 

representados em média ± DP. Teste ANOVA one way seguido de Tukey (p <0,05). Letras 736 

diferentes representam diferenças significativamente estatísticas entre os grupos. 737 

 738 

- Pacus submetidos ao jejum de 15 dias (J15d), realimentação de 6 horas (R6h) e 15 dias 739 

(R15d) 740 

Tendo em vista os genes relacionados à maquinaria traducional, ao final do período de 741 

jejum de 15 dias (J15d), a expressão da mtor manteve-se inalterada em relação ao grupo C. 742 

Diferentemente, a expressão da mtor foi reduzida no grupo com a realimentação prolongada, R15d 743 

comparado ao grupo R6h. Em relação ao gene ribossomal rps27a, houve uma diminuição em sua 744 

expressão no grupo R15d comparado ao grupo J15d. Por outro lado, a expressão do fator de 745 

elongação eucariótico eef1a2 não apresentou alteração em sua expressão entre os diferentes grupos 746 

(Fig 13). 747 
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 748 

Fig 13. Expressão Relativa (Fold Change) do gene anabólico mtor, do gene ribossomal rps27a e 749 

do fator eef1a2 entre os grupos Controle (C), Jejum de 15 dias (J15d), Realimentação de 6 horas 750 

(R6h) e Realimentação de 15 dias (R15d). Dados representados em média ± DP. Teste ANOVA 751 

one way seguido de Tukey (p <0,05) para mtor e rps27a. Teste Kruskal-Wallis e pós teste de Dunn 752 

(p <0,05) para o eef1a2. Letras diferentes representam diferenças significativamente estatísticas 753 

entre os grupos. 754 

 755 

Em relação aos reguladores do ciclo celular e da replicação, a expressão dos transcritos da 756 

ccnd1 apresentou um aumento no grupo J15d, bem como no grupo R6h, em relação aos grupos C 757 

e R15d. Por outro lado, considerando a cdkn1a (p21), houve a down-regulação em sua expressão 758 

tanto no grupo R6h como no grupo R15h, ambos em comparação aos grupos C e J15d. Já em 759 

relação ao pcna, foi observada uma redução em sua expressão no grupo R15d em relação aos 760 

grupos J15d e R6h (Fig 14). 761 
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 762 

Fig 14. Expressão Relativa de mRNA dos genes de ciclo celular ccnd1, da cdkn1a e do pcna entre 763 

os grupos Controle (C), Jejum de 15 dias (J15d), Realimentação de 6 horas (R6h) e Realimentação 764 

de 15 dias (R15d). Dados representados em média ± DP. Teste ANOVA one way seguido de Tukey 765 

(p <0,05). Letras diferentes representam diferenças significativamente estatísticas entre os grupos. 766 

 767 

7. DISCUSSÃO   768 

Nossos resultados in silico demonstraram e reforçam a importante interação entre genes 769 

ribossomais, dentre eles rps27a e alguns reguladores do ciclo celular e da replicação, como a 770 

ccnd1, cdkn1a (p21) e o pcna. Além desses, em nossa rede ainda destacamos o eef1a2 como um 771 

importante gene associado ao transporte de aminoacil-tRNA para os ribossomos, e ainda pouco 772 

explorado no músculo esquelético. Esses genes selecionados, juntamente à mtor, foram 773 

investigados em pacus (Piaractus mesopotamicus) submetidos ao jejum de 4 e 15 dias, bem como 774 

à realimentação de 6 horas, 3 dias e 15 dias. Os respectivos períodos foram escolhidos com intuito 775 

de avaliar os efeitos da privação e disponibilidade de alimento em um período curto e mais longo, 776 

seguidos de períodos de realimentação. 777 

A relação ribossomo e ciclo-celular obtida em nosso estudo, embora ainda não totalmente 778 

compreendida, foi descrita por Nosrati et al., 2015. Esses autores definiram a expressão gênica das 779 

RPs (Ribosomal Proteins) como sendo induzida do meio para o final da fase G1 do ciclo celular, 780 

um mecanismo que garante RPs e ribossomos para a proliferação e crescimento celular. Essa 781 

associação se torna ainda mais clara quando consideramos que proteínas ribossomais se 782 

comunicam com o ciclo celular sob condições desfavoráveis à proliferação, como a baixa 783 

disponibilidade de nutrientes. Esse fator, entre outros, desencadeia o estresse ribossomal/nucleolar 784 
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caracterizado pela desestabilização do nucléolo e interrupção da síntese de novos ribossomos, o 785 

que promove alterações na fisiologia celular, como a parada da divisão (Xu et al., 2016). É nesse 786 

sentido, inclusive, que avaliamos o efeito do jejum e realimentação sobre a expressão de 787 

reguladores e componentes da maquinaria traducional, da transcrição e da replicação com 788 

implicações no crescimento muscular dos peixes.  789 

A biogênese ribossomal é responsável pela síntese dos ribossomos, incluindo suas RPs e 790 

rRNAs (RNAs ribossomais), cujo processo requer um fino controle e grande aporte energético, se 791 

iniciando a partir da formação do Complexo PIC de transcrição do rDNA (Fig 15) (revisado por 792 

Tollervey & Fatica 2002). Atuando nesse processo, o alvo mecanístico de rapamicina quinase 793 

(mTOR), é essencial à biogênese de ribossomos atuando tanto através da modulação da ativação 794 

da proteína ribossômica S6 quinase de 70 kDa (S6K-1/p70S6K), associada à tradução de RPs, 795 

como através da modulação da síntese de rRNA (RNA ribossomal) (Fig 15). A inibição de mTOR 796 

promove a repressão da transcrição de genes que codificam RPs, considerando que os fatores de 797 

transcrição associados ao promotor do gene dessas proteínas, atuam de maneira mTOR-798 

dependente durante condições pró-crescimento. Em adição a essas funções, a mTOR exerce um 799 

papel central na conexão entre o status nutricional/energético das células e a biogênese ribossomal 800 

por estar associada ao promotor do rDNA (Fig 15) (revisado por Figueiredo & McCarthy, 2019; 801 

Kusnadi et al., 2015; Von Walden, 2019). Essa importante conexão entre a disponibilidade de 802 

alimento e a síntese de ribossomos realizada por essa proteína, já foi descrita em inúmeros estudos 803 

com o músculo esquelético de roedores, mas ainda não caracterizada nos peixes sendo, 804 

possivelmente, um processo conservado entre os vertebrados (Tsang et al., 2011; Von Walden et 805 

al., 2016). Nesse sentido, embora não tenhamos avaliado a expressão de rRNAs maduros como 806 

5.8S, 18S e 28S ou de outros componentes do Complexo PIC, a up-regulação do transcrito de mtor 807 

no grupo J4d pode indicar que durante esse período inicial de jejum, ocorre a manutenção da 808 

capacidade traducional celular que é definida como o número de ribossomos presentes no tecido 809 

(Bigard, 2018). Essa manutenção pode ser vista como um dos mecanismos que sustenta a 810 

população ribossomal e a síntese proteica durante o estresse desencadeado pelo jejum, tendo em 811 

vista as funções dessa proteína na tradução de RPs e produção de rRNA, componentes sintetizados 812 

de modo estequimétrico (Cardenas et al. 1999; Jorgensen et al. 2004; Marion et al. 2004; 813 

Schawalder et al. 2004; Rudra et al., 2005). Apesar de nenhum estudo em peixes ter associado a 814 

expressão de mtor à biogênese ribossomal, o aumento na expressão desse gene também foi 815 

observado por alguns autores no músculo esquelético sob condições catabólicas. Em pacus 816 

(P.mesopotamicus) submetidos ao jejum de 10 dias, De Paula et al., 2016 constataram um aumento 817 

na expressão do complexo mTORC1 (mtor e raptor), conhecido também como um modulador da 818 
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eficiência traducional a qual se refere à quantidade de proteína traduzida por unidade de mRNA. 819 

De modo semelhante Duran et al., 2021 que avaliaram a mesma espécie sob o jejum de 4 dias, 820 

observaram um aumento na expressão de igf2, bem como de rictor, um componente do complexo 821 

mTORC2. Resultados similares foram encontrados na musculatura de urso preto (Ursus thibetanus 822 

japonicus) durante o período de hibernação, em que houve a ativação de mTOR (Miyazaki et al., 823 

2019). Além da possível associação com a manutenção da capacidade traducional, esses autores 824 

discutem que durante a restrição alimentar, a ativação da mtor é vista como uma medida protetora 825 

do tecido, responsável por ativar a síntese proteica a partir de aminoácidos provenientes do 826 

catabolismo muscular. Desta forma, é possível que esse processo ocorra até que haja o 827 

reestabelecimento alimentar, como observado comparando os grupos J4d e R3d; R6d e R15d, nos 828 

quais houve a redução da expressão da mtor frente a disponibilidade de nutrientes. 829 

 830 

 831 

Fig 15. Etapas da Biogênese Ribossomal. Destaque para o Complexo PIC montado no promotor 832 

do rDNA que permite a transcrição do rDNA em rRNA e RPs. Dentre os componentes desse 833 

complexo, a mTOR exerce a comunicação entre o status nutricional das células e a síntese de novo 834 

de ribossomos. Nesse processo, a capacidade traducional se refere à quantidade de ribossomos nos 835 

tecidos e a eficiência traducional é definida como a quantidade de proteínas traduzidas por unidade 836 

de mRNA. Baseado em Figueiredo & McCarthy, 2019. 837 

 838 

Curiosamente, a expressão transcricional da proteína ribossomal rps27a apresentou um 839 

comportamento semelhante à de mtor, tanto comparando os grupos J4d à R3d, como J15d à R15d. 840 

Ambas as subunidades ribossomais, grande (60S) e pequena (40S), são compostas por inúmeras 841 

RPs, entre as quais a rps27a que juntamente aos rRNAs, formam os ribossomos. Esses dois 842 
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elementos são codificados pelo rDNA cujas sequências são organizadas em tandem nas regiões 843 

organizadoras do nucléolo (NOR – Nucleolar Organizing Regions). Nas fibras musculares 844 

esqueléticas, as quais apresentam alta atividade sintética, são encontradas numerosas NORs que 845 

demonstram a importância dos ribossomos para esse tecido (Goldberg, 1968). Nesse contexto, 846 

além de compor o arcabouço ribossomal, a rps27a também atua na comunicação de estresse 847 

nucleolar ao ciclo celular (Wang et al. 2016). Ainda não existem estudos que avaliam o efeito do 848 

jejum e realimentação na expressão de rps27a especificamente, mas alguns autores descrevem que 849 

alterações na disponibilidade de carbono, aminoácidos e cAMP modificam a transcrição das RPs 850 

de modo geral, em leveduras (Herruer et al., 1987; Moehle & Hinnebusch, 1991; Neuman-851 

Silberberg et al., 1995). Nosso estudo porém, que avaliou o tecido muscular de peixe, não 852 

constatou alterações comparando os grupos C, J4d e J15d. Esse dado se assemelha aos achados de 853 

Bhat et al., 2004 no quais os autores constataram que em fibroblastos submetidos à starvation, os 854 

níveis transcricionais e proteicos de RPL11 também foram inalterados em relação ao controle. 855 

Apesar dessa não alteração da RP, os autores a descrevem como sendo abundante nas células 856 

avaliadas e que, sob a condição de restrição nutricional, a RPL11 exerce a função de comunicação 857 

do estresse nucleolar/ribossomal ao ciclo celular, desencadeando sua parada e redução na síntese 858 

ribossomal (Bhat et al. 2004). De modo semelhante, durante a análise por RT-qPCR da rps27a 859 

(ciclo de amplificação em torno de X) em nosso estudo, seus fragmentos de cDNA foram 860 

rapidamente amplificados nos grupos avaliados, indicando que esse gene ribossomal também 861 

possui abundância no tecido muscular considerando, inclusive, suas múltiplas NORs. Por outro 862 

lado, comparando os grupos J4d à R3d e J15d à R15d, foi possível obsevar uma redução na 863 

expressão dessa RP nos grupos realimentados. Esse dado pode ser relacionado ao 864 

reestabelecimento da disponibilidade de nutrientes para as fibras musculares e à redução da 865 

condição de estresse celular. Além disso, a alteração transcricional de rps27a demonstra que os 866 

genes ribossomais, conhecidos como genes constitutivos, sofrem alterações em determinadas 867 

condições experimentais (Thorrez et al., 2008). Nesse contexto em que a falta de nutrientes 868 

promove estresse e prejudica a biogênese ribossomal, segundo Morrissey et al., 1976, durante a 869 

privação de histidina em E.coli nenhum ribossomo é sintetizado. Similarmente, (Hirsch & Hiatt, 870 

1966), descreveram a diminuição da síntese RPs e rRNA no fígado de ratos submetidos ao jejum. 871 

No músculo esquelético desse mesmo modelo submetido à desnutrição proteica, (Young & Alexis, 872 

1968) constataram a diminuição do RNA total no tecido, o que indica a diminuição na capacidade 873 

traducional das células, haja vista que mais de 75% do RNA total corresponde à rRNA (revisado 874 

por Figueiredo & McCarthy, 2019). Por outro lado, em relação à realimentação em peixes, segundo 875 

Lied et al., 1983, o conteúdo de rRNA no músculo esquelético de bacalhaus (Gadus morhua) 876 
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realimentados 4 horas, 8 horas e 12 horas após o jejum de 8 dias, é recuperado em 88%, 97% e 877 

103%, respectivamente, em relação ao conteúdo normal dessa molécula. Dados semelhantes são 878 

encontrados em células de Tetrahymena submetidas ao jejum e que apresentaram aumento na 879 

síntese de inúmeras RPs avaliadas, durante a realimentação (Erion et al., 1981). Desta maneira, a 880 

disponibilidade de nutrientes reduziu a expressão da rps27a a qual está associada à sinalização do 881 

estresse nucleolar (Sun et al., 2011; Nosrati et al., 2015) diante do jejum e, consequentemente, à 882 

sinalização acerca das condições pró-biogênese ribossomal e proliferação celular, cujos 883 

reguladores também foram avaliados por este estudo. 884 

 Considerando ainda a maquinaria de síntese proteica, o eef1a é um importante gene cuja 885 

função canônica é associada ao transporte de aminoacil-tRNA para o sítio A dos ribossomos 886 

atuando, assim, na elongação da cadeia peptídica durante a síntese proteica (Li et al. 2010). Em 887 

zebrafish, devido à duplicação do genoma, o gene eef1a possui eef1a1l1, eef1a1a, eef1a1b e eef1a2 888 

como parálogos, os quais são expressos de maneira específica ao longo do desenvolvimento. 889 

Eef1a2 é a isoforma expressa exclusivamente nos neurônios e músculos, na maioria dos 890 

vertebrados, em que ao nascimento apresenta baixos níveis e no período pós-embrionário possui 891 

alta expressão, tanto em mamíferos como em zebrafish (Idigo et al., 2020). No músculo 892 

esquelético, esse gene é associado à exacerbada diminuição da massa muscular quando ocorre a 893 

perda de sua função em mamíferos além de, recentemente, ter sido descrito como um importante 894 

fator que atua na manutenção da estrutura da fibra muscular (Péladeau et al. 2020). Nessa mesma 895 

linha, Cao et al., 2017 e Idigo et al., 2020 descreveram que a ausência de alguns parálogos de eef1a 896 

em zebrafish prejudica o fenótipo de tecidos, como o músculo esquelético, nessa espécie. Porém, 897 

ainda são escassos os estudos que avaliam diretamente a relação de eef1a2 à fisiologia muscular. 898 

Nesse ponto, inclusive, tampouco existem estudos que relacionam eef1a2 ao tecido muscular 899 

submetido ao jejum e à realimentação. Dessa maneira, nosso estudo avaliou pela primeira vez a 900 

expressão desse gene sob tais condições experimentais, constatando o aumento na expressão de 901 

eef1a2 no grupo J4d comparado aos grupos C e R3d. Com base na função canônica deste gene, é 902 

possível que o aumento em sua expressão durante o jejum esteja associado à maximização de sua 903 

atividade na elongação das cadeias polipeptídicas. Esse aumento, por sua vez, pode significar uma 904 

medida que otimiza a síntese proteica basal no músculo, a partir de aminoácidos provenientes do 905 

catabolismo muscular, constatado pela expressão de fbxo32 analisado previamente pelo nosso 906 

grupo de pesquisa (Duran et al., 2021). A redução na expressão desse gene durante a realimentação 907 

de 3 dias, a um nível semelhante ao do grupo controle, pode indicar que quando a disponibilidade 908 

de nutrientes é retomada ocorre a reversão desse mecanismo possivelmente relevante à 909 

sobrevivência das células durante o estresse, reforçando a hipótese levantada a partir da expressão 910 
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dos genes mtor e rps27a de uma priorização da manutenção do tecido frente ao desafio promovido 911 

pelo período de jejum. Diferentemente, as comparações entre os grupos J15d, R6h e R15d não 912 

demonstraram alterações significativas. Porém, é possível notar um comportamento similar entre 913 

a expressão de eef1a2 nesses grupos submetidos a períodos mais longos de jejum e realimentação, 914 

comparados aos períodos mais curtos dos mesmos tratamentos. Nesse contexto, é possível que 915 

essa não alteração demonstre o papel de eef1a2 na adaptação inicial ao jejum e realimentação, 916 

considerando a normalização da sua expressão em períodos mais longos dos mesmos tratamentos, 917 

bem como a ativação de vias específicas que atuam no balanço entre catabolismo e anabolismo 918 

muscular ao longo dessas condições (McCarthy & Esser, 2011) Além desse aspecto metabólico, 919 

cabe destacar o papel essencial desse gene na manutenção da morfologia e, portanto, na função 920 

das fibras musculares, como demonstrado por Péladeau et al., 2020 em que alterações drásticas na 921 

expressão de eef1a2 comprometem profundamente o fenótipo do tecido muscular. 922 

Nesse cenário em que a redução e o reestabelecimento de nutrientes podem afetar a 923 

maquinaria traducional com implicação no ciclo celular, a avaliação de genes reguladores da 924 

proliferação e transcrição também foi realizada. O processo de divisão celular é conduzido pelos 925 

complexos CDKs-ciclinas em que as ciclinas são as unidades regulatórias das CDKs e são 926 

sintetizadas e degradadas ao longo do ciclo celular (Kobayashi et al. 2020).  Sobre as ciclinas do 927 

grupo D (D1, D2, D3), elas compõem alguns desses complexos associados à CDK4/6 que são 928 

requeridos ao longo da fase G1, na transição de G1 para S e no início da mitose. Mais 929 

especificamente sobre a ciclina D1 (ccnd1), essa proteína é considerada um sensor de fatores de 930 

crescimento que promove a conexão entre a sinalização do meio extracelular e o ciclo celular, 931 

apresentando variações em sua expressão e localização subcelular ao longo da divisão das células 932 

(Yang et al., 2006). Nessa linha, estudos in vitro com células em proliferação assíncrona, têm 933 

avaliado a variabilidade nos níveis proteicos de ciclina D1 ao longo do ciclo celular, sendo 934 

descritos altos níveis durante G1 e G2. O aumento de CCND1 durante a fase G2 é obrigatoriamente 935 

associado à condições pró-crescimento, tendo em vista que essa fase é decisiva para o 936 

comprometimento com a divisão celular. Por outro lado, a diminuição de CCND1 em de G1 para 937 

S é associada à instabilidade de sua proteína e degradação pelo sistema proteassoma, sendo 938 

necessários, obrigatoriamente, baixos níveis de ciclina D1 para que ocorra a síntese do DNA (Fig 939 

16) (Yang et al., 2006).  940 

 941 
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 942 

Fig 16. Variação dos níveis de ciclina D1 ao longo do ciclo celular. Destaque para a redução da 943 

expressão dessa ciclina na transição G1/S que permite a síntese do DNA e para o aumento da 944 

clicina D1 em S/G2 necessariamente dependente da sinalização ambiental. Adaptado de Yang et 945 

al., 2006. 946 

 947 

Nossos resultados demonstraram uma importante redução na expressão de ccnd1 948 

considerando o grupo R3d em comparação ao grupo J4d. Por outro lado, altos níveis de ccnd1 949 

foram identificados nos grupos J15d e R6h em relação aos grupos C e R15d. Considerando esses 950 

dados, Nader et al., 2005 descreveram que durante a ausência de proliferação um aumento nos 951 

níveis proteicos de ccnd1 também é encontrado em miotubos hipertróficos de ratos, sendo essa 952 

elevação associada a sua ativação via mtor. Além dessa conexão com a manutenção proteica 953 

muscular, o aumento na expressão de ccnd1 no grupo (J15d) submetido ao jejum e posteriormente 954 

à realimentação (R6h), pode representar uma importante medida poupadora de energia e substratos 955 

no músculo esquelético dos peixes. Isso se deve aos altos níveis de ciclina D1 os quais impedem 956 

a síntese de DNA e atrasam progressão do ciclo celular durante a fase G1, assim como ocorre em 957 

células humanas senis (Kobayashi & Mitsui, 1999). Esse bloqueio do ciclo celular através da 958 

ccnd1, pode comprometer processos proliferativos que são requeridos durante o crescimento 959 

muscular dos peixes. Por outro lado, a redução progressiva dos altos níveis dessa ciclina 960 

encontrados a partir da realimentação, tanto no período curto (R3d) quanto longo (R15d), podem 961 

estar associados ao reestabelecimento nutricional e à continuidade do ciclo celular, permitindo que 962 

o crescimento muscular seja retomado. Tendo em vista ainda os altos níveis de ccnd1 encontrados 963 

durante o jejum, segundo Celis et al., 1988 a inibição da síntese do DNA na presença de altos 964 

níveis de CCND1 ocorre através da sua interação com o PCNA, também avaliado por este estudo. 965 

Considerando esse gene, foi obtida uma redução nos níveis do transcrito de pcna no grupo R3d 966 

comparado ao grupo J4d, assim como no grupo R15d em relação ao grupo J15d. O PCNA 967 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) é responsável por envolver a dupla fita do DNA e organizar 968 

sua síntese na forquilha de replicação (Stukenberg et al., 1991), atuando como um fator de 969 
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processividade para as DNA polimerases (Cheng-Keat Tan et al. 1986). Entretanto, considerando 970 

que durante o jejum não ocorre proliferação celular como demonstrado por, Zanella et al., 2021, 971 

Lavajoo et al., 2020 e García de la serrana et al., 2014 no músculo esquelético de peixes, é 972 

importante considerar a função não canônica do pcna no reparo do DNA em períodos de estresse, 973 

haja vista a redução em sua expressão durante a realimentação. Segundo Rodríguez-Vargas et al. 974 

2012, durante o estresse nutricional, as células ativam o programa autofágico em que este processo 975 

pode desencadear a adaptação à condição estressora ou morte celular. Nesse contexto, associado 976 

à autofagia induzida por jejum, o dano ao DNA é um processo inicial que ocorre devido à formação 977 

de espécies reativas de oxigênio (ROS – Reactive Oxygen Species) as quais também podem 978 

danificar lipídeos de membrana, proteínas e ainda afetar a função muscular (Cejas et al. 2004; 979 

Powers et al. 2011). Considerando o músculo esquelético, além de um aparato intrínseco que 980 

garante a proteção contra as ROS (Powers et al., 2011) algumas estratégias, como a suplementação 981 

com ácido ascórbico, podem melhorar o crescimento e recuperação do tecido de peixes durante o 982 

jejum (Zanella et al., 2021). Entretanto, até o momento não há estudos que descrevam o mecanismo 983 

de ação do pcna contra o estresse oxidativo induzido por jejum, embora indícios desse papel 984 

funcional foram descritos por Mao et al., 2017 que constataram a alta expressão de PCNA em 985 

miotubos de ratos, submetidos ao estresse oxidativo. Nessa linha e considerando a já descrita 986 

função do PCNA no reparo do DNA (Essers et al., 2005), os altos níveis de pcna nos grupos C e 987 

que foram mantidos nos grupos J4d e J15d, sugerem a importante função protetora desse gene 988 

durante a perda de massa muscular acompanhada pelo estresse oxidativo, assim como observado 989 

em células intestinais de ratos submetidas ao jejum (Sokolović et al., 2007). Essa modulação 990 

transcricional é revertida quando a disponibilidade de nutrientes é reestabelecida nos grupos 991 

realimentados, contribuindo com a recuperação do tecido muscular dos peixes após o período de 992 

estresse. 993 

Ainda sobre o ciclo celular, uma importante redução nos níveis de p21 foi encontrada no 994 

grupo R3d em relação ao grupo J4d, assim como nos grupos R6h e R15d comparados aos grupos 995 

C e J15d. A p21, codificada pelo gene cdkn1a (Cyclin 1A-dependent kinase inhibitor), é um 996 

importante inibidor da proliferação que atua através do bloqueio da transição de G1/S e G2/M do 997 

ciclo por meio da interação com CDKs (Karimian et al, 2016). Além dessa importante função, a 998 

p21 atua na sobrevivência celular de modo dependente e independente de p53, em que estudos in 999 

vitro têm demonstrado o aumento da proteína de p21 durante o jejum como um mecanismo protetor 1000 

que retarda a morte de células de câncer colorretal (Braun et al., 2011). Ainda sobre esse estudo 1001 

de Braun et al., 2011, a restrição alimentar in vitro afetou cdkn1a em nível proteico, mas não em 1002 

nível do transcrito desse gene (Braun et al. 2011). Por outro lado, o aumento de cdkn1a em nível 1003 
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transcricional e proteico foi observado por Guadamillas et al., 2016. Esses autores descreveram 1004 

que o mRNA de p21 foi altamente expresso tanto no fígado, como no músculo esquelético de ratos 1005 

submetidos ao jejum de 24h e 48h. Além disso, este estudo de 2016 define que a p21 atua como 1006 

um regulador positivo de PPARα, um importante fator de transcrição que orquestra inúmeros 1007 

aspectos da adaptação ao jejum, incluindo a oxidação de ácidos graxos e cetogênese ((Pawlak et 1008 

al., 2015; Wahli & Michalik, 2012). Apesar de não termos encontrado diferenças entre os grupos 1009 

controle e jejum em relação à p21, os dados da literatura corroboram em parte os resultados 1010 

encontrados por este estudo, os quais demonstram a importante redução dos níveis de p21 durante 1011 

a realimentação. Nesse contexto, é descrito na literatura que ratos deficientes em p21 apresentam 1012 

aumento da morbidade, através do exacerbado gasto energético, rápido esgotamento dos estoques 1013 

lipídicos, bem como catabolismo muscular prematuro durante o jejum (Guadamillas et al., 2016). 1014 

Considerando tais funções de p21, a manutenção dos altos níveis desse gene nos grupos J4d e 1015 

J15d, semelhantes aos níveis do grupo controle, pode estar associada a uma medida adaptativa à 1016 

restrição alimentar, tendo em vista que durante a realimentação, em que os nutrientes estão 1017 

novamente disponíveis para as fibras musculares, a expressão transcricional de p21 alcança níveis 1018 

muito baixos. Em conjunto a esses dados é relevante para este estudo associar as vias metabólicas 1019 

sensíveis aos nutrientes com a regulação de p21. Nessa linha, a via PI3K-AKT-mTOR contribui 1020 

significantemente para a regulação desse inibidor de CDK. O IGF1 é um importante fator upstream 1021 

que além de atuar no crescimento muscular, também atua na sobrevivência celular. Segundo 1022 

Lawlor & Rotwein, 2000 que avaliaram mioblastos de ratos em diferenciação, o mecanismo de 1023 

ação de IGF-1 na sobrevivência da célula ocorre através da ativação de p21 de modo AKT-1024 

dependente, em que AKT é uma importante proteína ativada através de PI3K. Os mesmos autores 1025 

constataram que a incubação de mioblastos com IGF-1 resulta em aumento do conteúdo proteico 1026 

e na abundância do mRNA de p21. Sobre PI3K e mTOR, a inibição desses dois componentes em 1027 

células de câncer hepático reduziu quase completamente os níveis transcricionais de p21 1028 

dependentes de starvation. Considerando que no grupo J4d foi observada a up-regulação de mtor 1029 

seguida de sua down-regulação no grupo R3d, assim como no grupo R15d, é possível que os níveis 1030 

de expressão desse fator também influencie os níveis de p21 nessa mesma comparação. 1031 

 1032 

8. CONCLUSÕES 1033 

A meta-análise realizada por este estudo identificou a importante interação entre 1034 

ribossomos e ciclo celular, bem como os genes responsáveis por integrar esses componentes 1035 

celulares. A partir dos alvos selecionados para a investigação em pacus (P.mesopotamicus), foi 1036 

observada a importância desses genes na manutenção de processos chave associados à 1037 
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sobrevivência e à fisiologia das fibras musculares, em que estratégias são adotadas baseadas no 1038 

status nutricional das células. Tais estratégias incluem modulações transcricionais distintas nos 1039 

períodos curtos e mais prolongados de jejum e realimentação, as quais incluem a manutenção da 1040 

capacidade traducional sustentada pela biogênese dos ribossomos, a otimização da polimerização 1041 

das cadeias polipeptídicas durante a tradução e o reparo do tecido diante do estresse oxidativo. 1042 

Além disso, alterações ribossomais possuem implicações no ciclo celular cuja expressão de seus 1043 

reguladores é modulada frente à redução e ao reestabelecimento das condições pró-proliferação. 1044 

Em conjunto, nossos resultados podem fornecer suporte aos estudos recentes que avaliam a 1045 

importância dos ribossomos e do ciclo celular no tecido muscular e, ainda, nos peixes, um grupo 1046 

experimental em que o crescimento muscular desperta o interesse de pesquisadores em diversas 1047 

áreas, inclusive do setor produtivo. Além disso, nosso estudo acrescenta à área da biologia 1048 

muscular fornecendo novos possíveis marcadores relacionados à adaptação das fibras musculares 1049 

à condição de escassez nutricional e ao reestabelecimento dos nutrientes, visando os processos 1050 

proliferativos os quais são essenciais ao crescimento muscular. 1051 

 1052 
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