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Quando ouvi o sabio astrbnomo

Quando ouvi o0 sabio astrébnomo,

Quando as provas, as figuras, foram postas em colunas diante de mim,

Quando ele me mostrou os graficos e diagramas, para somar, dividir e mensurar,
Quando eu, sentado, ouvi o0 astrénomo a discursar sob aplausos no anfiteatro,

Logo e inexplicavelmente eu me senti doente e cansado

Até me levantar e sair devagar para caminhar sozinho no ar imido e mistico da noite

E de tempos em tempos olhar em perfeito siléncio para as estrelas.

Walt Whitman

Invictus

Sob 0 manto da noite que me cobre,

Negro como as profundezas de um pdlo a outro,
Eu agradeco a todos 0s deuses

Por minha alma invencivel.

Nas garras ferozes das circunstancias

Eu ndo me encolhi, nem chorei alto.

Sob os golpes do destino

Minha cabeca sangra, mas ndo se curva.

Além deste lugar de ddio e lagrimas

S6 assoma o horror da sombra.

Mesmo assim, a ameaca dos anos me encontra
E sempre me encontrara sem medo.

N&o importa que o portdo seja estreito,

E que a lista seja grande em punigdes,

Eu sou o0 mestre do meu destino.

Eu sou o capitdo da minha alma.

William Ernest Henley
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RESUMO

Os peixes sdo um grupo de organismos de extrema importancia ecoldgica, ambiental e
principalmente econémica, devido a producdo de carne destinada a alimentacdo dos seres
humanos. A carne é composta basicamente por musculo esquelético, um tecido bioldgico
altamente especializado que constitui cerca de 60% da massa corporal dos peixes, e estd
intimamente relacionado a fisiologia desses animais. A miogénese e o crescimento do masculo
esquelético sdo dependentes da proliferacdo e migracao de células denominadas mioblastos, que
podem levar ao aumento do namero de fibras musculares (hiperplasia) e/ou aumento do tamanho
das fibras musculares (hipertrofia). Esse crescimento é regulado por diversos sinais extrinsecos,
como temperatura e oxigenacdo, e intrinsecos, como fatores transcricionais, microRNAS,
horménios e nutrientes. Além da proliferacdo e diferenciacdo dos mioblastos, o tamanho das
fibras musculares também é influenciado por esses fatores através de um delicado balanco entre
as vias de sinalizacdo de sintese e degradacdo proteica. Em peixes, essas redes moleculares que
controlam a homeostase e o0 crescimento do musculo esquelético tiveram uma expansdo em seu
numero de componentes devido a um evento de duplicacdo total do genoma, que culminou com
0 aumento da complexidade desses organismos e, possivelmente, para uma maior diversidade
bioldgica. Uma das maneiras de estudar essas vias sinalizatdrias e entender a complexidade da
regulacdo do crescimento muscular é através das culturas celulares primarias de mioblastos de
peixes. Durante o desenvolvimento das culturas celulares de mioblastos ocorre a retomada das
principais etapas da miogénese, como a proliferacdo e migracdo dos mioblastos, a diferenciacéo
e fusdo em miotubos, e a maturacdo das fibras musculares. O ambiente in vitro das culturas
celulares de mioblastos apresenta menor numero de variaveis quando comparadas ao musculo
esquelético num nivel sistémico, permitindo as analises sob condi¢fes controladas. Dessa forma,
0 objetivo de nosso trabalho foi utilizar culturas celulares priméarias de mioblastos de peixes
como ferramentas para investigar diferentes aspectos do crescimento do musculo esquelético.
Estudos como o nosso, que fornecem novas informagdes quanto aos mecanismos moleculares e
celulares que regulam o tecido muscular nos peixes, podem contribuir para a obtencdo de
melhorias na piscicultura intensiva, relacionadas ao aumento de massa muscular e qualidade de

carne.
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ABSTRACT

Fish are a group of organisms of extreme ecological, environmental and mainly economic
importance, due to the meat production intended for humans. Meat is primarily composed of
skeletal muscle, a highly specialized biological tissue that constitutes about 60% of fish body
mass, and it is closely related to the physiology of these animals. Myogenesis and skeletal
muscle growth are dependent on the proliferation and migration of cells called myoblasts, which
can promote an increase in muscle fibre number (hyperplasia) and/or increase in muscle fibre
size (hypertrophy). This growth is regulated by several extrinsic signals, such as temperature and
oxygenation, and intrinsic signals, such as transcriptional factors, microRNAs, hormones and
nutrients. In addition to myoblasts proliferation and differentiation, the muscle fibre sizes are
also influenced by these factors through a delicate balance between protein synthesis and
degradation signaling pathways. In fish, these molecular networks that control homeostasis and
skeletal muscle growth had an expansion in their number of components due to an event of
whole genome duplication, culminating with increased complexity and, possibly, a higher
biological diversity of these animals. One way to study these signaling pathways and understand
the complexity of muscle growth regulation is through primary cell cultures of fish myoblasts.
During the myoblast cell culture development, the main stages of myogenesis are recapitulated,
such as myoblast proliferation and migration, differentiation and fusion into myotubes, and
maturation of muscle fibres. The in vitro environment of the myoblast cell cultures has fewer
number of variables when compared to the skeletal muscle at a systemic level, allowing the
analyses under controlled conditions. Thus, the aim of our work was the use of fish myoblast
primary cell cultures as tools to investigate different aspects of skeletal muscle growth. Studies
such as ours, which provide new information on the molecular and cellular mechanisms that
regulate fish muscle tissue, may contribute to improvements in intensive fish farming, related to

increased muscle mass and meat quality.
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1. INTRODUCAO

1.1. Peixes

Por conveniéncia, o termo “peixes” ¢ utilizado para descrever os vertebrados estudados
na Ictiologia, animais que de modo geral apresentam branquias, membros em forma de
nadadeiras e tegumento coberto por escamas de origem dérmica. No entanto, 0s peixes nao
constituem uma unidade taxondmica ja que ndo compdem um grupo monofilético, ou seja, ndo
possuem um ancestral comum exclusivo. Para isso, seria necessario incluir o ancestral comum
mais recente e todos 0s seus descendentes, que nesse caso abrange também os tetrapodes
(Nelson, 2006). Alguns autores restringem o termo “peixes” somente a0S peixes 0SSe0s com
mandibula, enquanto muitos outros também incluem tubardes e raias. Alguns poucos estudiosos
também incluem vertebrados sem mandibula, como as lampréias e os peixes-bruxa. De qualquer
forma, os peixes sdo animais de enorme importancia, especialmente ecolégica e ambiental,
atuando como elementos chave em diversas cadeias alimentares e até mesmo como indicadores
de poluicio em ambientes aquaticos. E o grupo mais diverso dentre os vertebrados,
representando pouco mais que a metade do nimero total de espécies existentes; 27977 espécies
de peixes e 26734 espécies de tetrapodes validas em 2006 (Nelson, 2006). Além disso, 0s peixes
exibem enorme variabilidade em morfologia, habitos alimentares, comportamento e habitat, de
modo que essa riqueza de informacdes e diversidade, muitas vezes ndo exploradas, tem atraido
cada vez mais o interesse de pesquisadores e direcionado o foco das pesquisas a esses animais.

Outro aspecto relevante é a extrema importancia econémica que 0S peixes possuem,
devido principalmente a producdo de carne destinada a alimentacdo dos seres humanos. Segundo
o relatorio “O Estado Mundial da Pesca e Aquicultura 2016, elaborado pela Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO), estima-se que a producédo aquicola global
deve alcancar cerca de 200 milhdes de toneladas em 2025, um aumento de quase 20% em
comparagdo ao periodo compreendido entre os anos de 2013 a 2015 (FAO, 2016). Nesse
contexto, 0s paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil, contribuirdo significativamente para
esse expressivo crescimento. O Brasil possui inimeras vantagens para o desenvolvimento da
aquicultura e pesca extrativista marinha, como grande extensdo litoranea, 5,5 milhdes de hectares
de reservatorios de agua doce, condigdes ambientais e climatologicas altamente favoraveis, médo
de obra relativamente barata, investimentos no setor e crescente mercado interno (Pinheiro,
2014). Além de uma consideravel contribuicdo para o PIB nacional (aproximadamente R$ 5

bilhGes), a atividade aquicola brasileira alavancou rapidamente nas ultimas décadas, com uma
11
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transicdo de quase zero nos anos 80 para mais de meio milhdo de toneladas de peixes em 2014
(Saint-Paul, 2017), de modo que o consumo brasileiro de peixe per capita aumentou cerca de
30% no periodo compreendido entre os anos de 2000 e 2009, bem mais que o registrado para a
carne bovina (10%) (Pinheiro, 2014). Por essas raz0es, a producdo de pesca e aquicultura
brasileira deve crescer mais de 100% até 2025 (104%), sendo esse aumento o maior estimado na
regido da América Latina e Caribe, seguido por México (54,2%) e Argentina (53,9%) (FAO,
2016).

O boletim estatistico elaborado pelo Ministério da Pesca e Aquicultura mostra a producao
de pescado da aquicultura em 2011, revelando as espécies mais utilizadas na piscicultura
brasileira. A maior producdo continua sendo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (47%)
(MPA, 2013), um dos peixes de agua doce mais cultivados do mundo. Apesar de ser uma especie
originaria da bacia do rio Nilo, na Africa, a tilapia do Nilo foi introduzida em diversas regides
subtropicais e temperadas do planeta, devido a sua adaptabilidade a uma ampla gama de
ambientes e sistemas de cultivo (El-Sayed, 2006). Outras espécies ndo-nativas com contribuicdes
menores para a producdo nacional sdo a carpa (Cyprinus carpio) (7%) e a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (0,6%) (MPA, 2013). Apesar do baixo impacto da truta arco-iris no
cenario brasileiro, os salmonideos constituem um dos principais grupos de peixes na aquicultura.
Ao longo dos anos, as criacdes de trutas e do salmdo do Atlantico (Salmo salar) se espalharam
por todos os continentes (Berthelot et al., 2014), e atualmente tem marcante producdo na Europa
e em paises como Estados Unidos e Chile (FAO, 2016).

O Brasil possui cerca de 3 mil espécies de peixes nativos, muitas com potencial para uma
producdo mais significativa na piscicultura, como o dourado (Salminus brasiliensis), jau
(Zungaro zungaro), piau (Leporinus spp.), matrinxd (Brycon amazonicus), pintado
(Pseudoplatystoma spp.), pirarucu (Arapaima gigas) e jundia (Rhamdia quelen) (MPA, 2013;
Pinheiro, 2014; IBGE, 2016). Se compararmos a paises asiaticos, em que 95% da producéo
baseia-se em peixes nativos daquele continente, a participagdo das espécies nativas na
aquicultura brasileira ainda é baixa. Isso devido a relativa falta de conhecimento sobre a
biologia, reproducdo, nutricdo e domesticacdo desses animais, enquanto existem muito mais
informacOes basicas para a criacdo de espécies introduzidas (Saint-Paul, 2017). No entanto, esse
panorama estd mudando, e o foco da aquicultura nacional, que antes se concentrava
exclusivamente em espécies exoticas, vem sendo direcionado para 0s peixes nativos. Os
principais responsaveis por isso séo membros da familia Characidae popularmente conhecidos

como pacu (Piaractus mesopotamicus), tambaqui (Colossoma macropomum), tambacu (hibrido
12
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entre pacu e tambaqui) e pirapitinga (Piaractus brachypomus), que correspondem a maioria dos
peixes nativos cultivados e representam quase 40% da producdo nacional (MPA, 2013; IBGE,
2016). O pacu é encontrado nas bacias dos rios Parang, Paraguai e Uruguai, mas sua distribuicdo
estd mais concentrada nas planicies alagadas da regido Centro-Oeste do Brasil, sendo um dos
peixes mais estudados no Sul, Sudeste e Centro-Oeste brasileiros (Urbinati e Gongalves, 2005).
E uma espécie que apresenta diversas caracteristicas economicamente interessantes, como
rusticidade, alta fertilidade, répido crescimento, adaptagdo a alimentacdo artificial e carne
saborosa, podendo atingir até 20 kg (Santos et al., 2012).

A mudanca da producdo de pesca e aquicultura para as espécies nativas € o caminho para
o desenvolvimento da atividade aquicola, permitindo uma maior acessibilidade da populacéo,
estimulo do mercado interno, ampliar a exportacdo e aumentar o consumo de pescado (Saint-
Paul, 2017). Uma vez que a demanda vem crescendo e esses produtos contribuem com uma
grande parcela da alimentacdo da populacdo mundial, € necessaria a implementacdo cada vez
maior de politicas publicas na pesca e aquicultura. Esse cenario revela a importancia das
pesquisas cientificas com peixes, contemplando os mais diversos dominios como toxicologia,
imunologia, ecologia, genética, fisiologia e nutricdo, buscando aumentar o nivel de
conhecimento para a criacdo desses animais. Apesar do zebrafish (Danio rerio) e do medaka
(Oryzias latipes) serem amplamente utilizados como organismos modelo para o entendimento de
muitos processos bioldgicos, existem certas limitagdes devido ao pequeno tamanho que atingem,
como o estudo do musculo esquelético durante o crescimento do animal (Froehlich et al., 2013).
Peixes como a tilapia do Nilo, a truta arco-iris e 0 pacu (Figura 1) sdo excelentes modelos
experimentais para esse tipo de estudo e em outras areas cientificas, tanto pelo grande tamanho

corporal que atingem quanto pelo alto valor e interesse econémico que possuem.

13
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Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)

Figura 1: Exemplares de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus), pacu (Piaractus
mesopotamicus) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), peixes de grande importancia
econdmica e cientifica.
(http://ref.data.fao.org/photo?entryld=2cc8a2e8-5aca-4b5e-9ff3-bfe0731ddcda
http://isabelpellizzer.com.br/teodoro-sampaio-sp/

http://www.invasivespeciesinitiative.com/rainbow-trout/).

1.2. Musculo esquelético

O tecido muscular esquelético é considerado um tecido fundamental, assim como o
epitelial, conjuntivo e nervoso. A fungdo basica dos musculos € a producédo de forca e geracao de
movimento, possiveis através da capacidade de contracdo e relaxamento de suas células. Isso faz
com que o tecido muscular esquelético seja essencial para varios processos fisiolégicos de um
organismo, como a locomocdo, manutencdo e mudancas na postura e respiracdao, além de um
importante papel no metabolismo, agindo como fonte energética, e também na producéo de calor
e manutencdo da temperatura corporal (Junqueira e Carneiro, 2013; revisado por Frontera e
Ochala, 2015).

As células do tecido muscular esquelético sdo conhecidas como fibras musculares. Sdo
células alongadas, podendo chegar até 30 cm de comprimento, cilindricas, com um diametro que
varia de 10 a 100 pm, e multinucleadas (Junqueira e Carneiro, 2013). O citoplasma

(sarcoplasma) das fibras € totalmente preenchido por estruturas cilindricas denominadas
14
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miofibrilas, que sdo formadas por filamentos de proteinas contrateis. As miofibrilas deslocam os
varios nucleos em direcdo a membrana plasmatica (sarcolema), ou seja, para a periferia das
celulas, sendo essa uma caracteristica exclusiva do masculo esquelético (revisado por Frontera e
Ochala, 2015). O musculo esquelético esta sujeito a variagcbes no didmetro de suas fibras
musculares, que depende de fatores como o préprio musculo considerado, idade e sexo do
organismo, estado de nutri¢do, exercicio fisico e diversas patologias.

Os musculos séo revestidos por uma camada espessa de tecido conjuntivo denominado
epimisio, que emite septos para o interior do tecido separando-o em feixes. O tecido conjuntivo
que envolve esses feixes de fibras musculares, também conhecidos como fasciculos, é conhecido
como perimisio. Além do epimisio e perimisio, uma delgada camada de tecido conjuntivo
envolve cada uma das fibras musculares, e recebe o nome de endomisio, formado pela Iamina
basal em associagdo com fibras reticulares (revisado por Kjaer, 2004) (Figura 2). O tecido
conjuntivo tem grande importancia para a fisiologia do tecido muscular, contribuindo para a
unido das fibras musculares e permitindo que a forca de contracdo gerada por cada fibra seja
transmitida ndo somente ao musculo inteiro, mas também a outras estruturas, como 0S 0SS0S e
tendGes. Além disso, o tecido conjuntivo também permite a insercdo de vasos sanguineos,
linfaticos e nervos. Em peixes, a distribui¢cdo do tecido conjuntivo no musculo esquelético e a
concentracdo de colageno variam conforme a espécie, a etologia do animal, a atividade muscular
realizada durante os movimentos natatorios e o estigio de desenvolvimento (Michelin et al.,
2009).

15
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Figura 2: Corte transversal de musculo esquelético de pacu (Piaractus mesopotamicus) adulto
(imagem de autoria propria). F: fibra muscular; *: endomisio; <«: perimisio; <: miondcleo.

Coloracgéo por hematoxilina-eosina (Aumento: 40X; Barra: 20 um).

As fibras musculares esqueléticas apresentam estriacdes, devido ao arranjo repetitivo das
miofibrilas em unidades conhecidas como sarcomeros (revisado por Frontera e Ochala, 2015). O
sarcomero € a unidade funcional basica e contratil do musculo, e sua repeticdo ao longo da fibra
proporciona uma alternéncia de faixas escuras (banda A) e claras (banda 1), resultando nas
estriacbes transversais caracteristicas. As miofibrilas sdo principalmente constituidas de
filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina, dispostos longitudinalmente e
organizados de maneira simétrica e paralela (Junqueira e Carneiro, 2013). Além disso, existe um
conjunto de proteinas regulatérias, como tropomiosina e troponina, e estruturais, como titina,
nebulina, alfa actinina, desmina e distrofina. A actina apresenta-se sob a forma de polimeros
longos (actina F), constituidos por duas cadeias de mondmeros globulares (actina G) torcidas em
dupla-hélice. Cada mondmero possui um sitio ativo, regido na qual ocorre a interacdo com a
miosina. A molécula de miosina é um hexamero formado por quatro cadeias leves de miosina
(MyLC) e duas cadeias pesadas de miosina (MyHC) (revisado por Geeves, 1999; Junqueira e
Carneiro, 2013). Apresenta uma dupla hélice, que constitui uma regido conhecida como cauda, e
uma saliéncia globular conhecida como cabecga. A cabeca da miosina possui locais especificos
para a interagdo com a actina e para a ligacdo com a molécula de ATP, que sera hidrolisada para
a liberacdo de energia utilizada na contracdo (revisado por Geeves, 1999). Com relacdo as
proteinas regulatorias, a tropomiosina é composta por duas cadeias em alfa hélice e a troponina
apresenta 3 subunidades: TnT, que se liga a tropomiosina; TnC, que tem afinidade pelos ions
calcio; e Tnl, que cobre o sitio ativo da actina, local em que ocorre a ligacdo da actina com a
miosina (revisado por Geeves, 1999; Junqueira e Carneiro, 2013).

A contragdo tem inicio com a ligagdo de ions célcio & subunidade TnC da troponina. Essa
ligacdo promove uma alteracdo conformacional da troponina que acaba deslocando a
tropomiosina. Por sua vez, o deslocamento libera o sitio ativo da actina e permite sua interagdo
com a miosina. A cabeca da miosina apresenta atividade ATPasica, de modo que a hidrolise do
ATP em ADP, Pi (fosfato inorganico) e energia promove uma alteragdo conformacional que
aumenta a curvatura da cabeca (revisado por Geeves, 1999; revisado por Frontera e Ochala,
2015). O movimento da cabeca da miosina empurra o filamento de actina, promovendo o

deslizamento dos filamentos contrateis uns sobre 0s outros. Esse processo se repete varias vezes
16
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durante uma contracdo, aumentando o tamanho da zona de sobreposicédo entre os filamentos, o

que diminui o tamanho do sarcomero e leva ao encurtamento da fibra muscular (Junqueira e
Carneiro, 2013) (Figura 3).
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233
234 Figura 3: Esquema ilustrando a estrutura do sarcomero. As fibras musculares contém estruturas
235  denominadas miofibrilas, que sdo formadas por filamentos de proteinas contrateis organizados
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em sarcémeros. Os principais componentes dos sarcomeros sdo os filamentos de actina e

miosina, que interagem e promovem a contracdo muscular (Junqueira e Carneiro, 2008).

As propriedades do musculo esquelético sdo determinadas pelo ndmero, tamanho e
composicao das fibras musculares, e variagfes na estrutura e fungdo dos componentes das fibras
resultam em adaptacGes a diferentes demandas (plasticidade muscular) (revisado por Blauuw et
al., 2013). De modo geral, a classificacdo dos tipos de fibras musculares é baseada nas
caracteristicas contrateis e metabolicas dessas células. As fibras musculares podem expressar
diferentes isoformas de MyHC, que determinam a velocidade de hidrolise do ATP e,
consequentemente, a velocidade de contragdo muscular (revisado por Blauuw et al., 2013). Em
mamiferos, as fibras que expressam somente uma isoforma sdo denominadas puras e sdo
classificadas em tipo 1 (MyHC-B), 2A (MyHC-2A), 2X (MyHC-2X) e 2B (MyHC-2B).
Entretanto, uma mesma fibra muscular pode apresentar diferentes isoformas de MyHC, sendo
estas denominadas fibras hibridas e classificadas conforme a MyHC predominante, de acordo
com o seguinte esquema: 1 <> 1/2A < 2A < 2A/12X <> 2X <> 2X/2B «> 2B (Staron et al.,
1999). No entanto, esse padrdo de expressdo das isoformas ndo é obrigatério; por exemplo,
estudos ja mostraram fibras musculares co-expressando MyHC do tipo 1 e 2X, mas ndo a
isoforma 2A (Caiozzo et al., 2003). As fibras do tipo 1 apresentam baixa atividade ATPasica,
possuindo contracdo lenta, enquanto as fibras do tipo 2 hidrolisam o ATP mais rapidamente,
possuindo contracdo rapida (revisado por Schiaffino e Reggiani, 2011). Além disso, esses tipos
de fibras musculares possuem propriedades metabdlicas distintas: as fibras do tipo 1 sédo
caracterizadas por metabolismo aerdbico ou oxidativo, resisténcia a fadiga e geracao reduzida de
forca mecénica; as fibras do tipo 2B sdo caracterizadas por metabolismo anaerdbico ou
glicolitico, muito suscetiveis a fadiga e geracdo elevada de forca mecénica; e as fibras do tipo 2A
e 2X combinam um metabolismo glicolitico e grande geracdo de forca mecénica com a
resisténcia a fadiga (revisado por Blauuw et al., 2013).

Na maioria dos peixes 0 musculo esquelético constitui cerca de 60% da massa corporal
(Johnston, 2001). Essa musculatura esta intimamente relacionada a fisiologia desses animais, de
modo que possibilita 0s movimentos natatorios e a adaptacdo ao meio aquético, representa a
principal reserva proteica e compreende a maior por¢do do filé, a parte mais valiosa do peixe
para a indlstria da aquicultura (Johnston, 2001; Sénger e Stoiber, 2001). Geralmente, a
organizacdo anatdbmica do musculo esquelético nos peixes se baseia em unidades idénticas

chamadas mibmeros, estruturas envoltas por camadas de tecido conjuntivo denominadas
18
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miosseptos. Os mibmeros se repetem ao longo de todo o comprimento corporal do peixe e
possuem um formato em W, que permite um encaixe intrincado dessas unidades e diferentes
flexdes corporais durante o nado (Van Leeuwen, 1999). O miossepto vertical divide os musculos
em antimeros direito e esquerdo e, na regido em que se encontra o nervo da linha lateral, um
miossepto horizontal (septo transverso) divide a musculatura em epaxial e hipaxial (Currie e
Ingham, 2001) (Figura 4).

A Musculatura epaxial

A

Midémeros Miosseptos

Miossepto horizontal

T

© 2013 Encyclopaedia Britannica, Inc. Muscu|atura hipaxia]

Figura 4: Organizacdo anatbmica do musculo esquelético nos peixes. (A) Estrutura dos
midmeros e miosspetos e as musculaturas epaxial e hipaxial (adaptado de Encyclopaedia
Britannica Online, 2010). (B) Miossepto vertical (v) e miossepto horizontal (h).

(https://brunaquaglio.com/2015/12/20/peixes-magro-e-peixes-gordurosos-lista/).

Em peixes, os tipos de fibras musculares encontram-se distribuidos em compartimentos
distintos, diferentemente do padrdo em mosaico encontrado nos masculos dos mamiferos, em
que as diferentes fibras encontram-se entremeadas umas as outras (Barets, 1961; Johnston et al.,
1977; Sanger e Stoiber, 2001; Johnston et al., 2004) (Figura 5). Essa € uma das principais
diferencas entre os mdsculos esqueléticos desses animais, tornando os peixes modelos
experimentais Unicos em pesquisas envolvendo fibras musculares. Trés tipos principais de fibras
podem ser identificados em peixes: rapidas, lentas e intermediarias. As fibras rapidas (fast)
compdem cerca de 70% da massa muscular, apresentam didmetro de 50 a 100 pum e sao
caracterizadas por velocidade de contracdo rapida, metabolismo glicolitico e baixas
concentracdes de mitocondrias e lipideos (Sanger e Stoiber, 2001). Além disso, essas fibras
possuem pouca mioglobina e menor suprimento sanguineo, e por isso sdo também denominadas

fibras brancas (musculo esquelético branco). As fibras rapidas sdo mobilizadas durante os
19
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movimentos bruscos de natagdo, associados a captura de alimentos e fuga de predadores (Sanger
e Stoiber, 2001). As fibras musculares lentas (slow) compreendem 10-20% da massa muscular e
localizam-se numa regido mais superficial do corpo do peixe, com maior espessura em torno da
linha lateral. Elas apresentam didmetro de 25 a 45 um e sdo caracterizadas por velocidade de
contracdo lenta, metabolismo oxidativo e elevadas concentracBes de mitocondrias e lipideos
(Sénger e Stoiber, 2001), alem de muita mioglobina e alto suprimento sanguineo, que conferem o
aspecto avermelhado ao musculo e a denominacdo fibras vermelhas (musculo esquelético
vermelho). As fibras lentas sdo utilizadas durante os movimentos lentos e de sustentagéo,
especialmente aqueles exigidos durante a natacdo migratoria (Séanger e Stoiber, 2001). Entre os
compartimentos rapido e lento residem as fibras musculares intermediarias que, conforme seu
nome, apresentam propriedades contrateis e metabolicas intermedidrias entre as fibras rapidas e
lentas (S&nger e Stoiber, 2001).

.» Fibras de

-
»

A~ contragao rapida B

.

5 Fibrasde
.~ contragdo lenta

Figura 5: Diferentes tipos de fibras musculares localizados em compartimentos distintos no
musculo esquelético de peixes. (A) Esquema indicando a localizacdo das fibras de contragdo

rapida e lenta. (B) Corte transversal do musculo esquelético de juvenil de salvelino artico
20
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(Salvelinus alpinus). As fibras foram marcadas com um anticorpo anti-miosina slow (S58
antibody) e contra coradas com hematoxilina-eosina. s: fibras musculares de contracdo lenta
(compartimento vermelho); f: fibras musculares de contracdo rapida (compartimento branco); hs:
miossepto horizontal; sk: pele (Johnston et al., 2004). (C) Indicagdo das diferengcas na
distribuico dos diferentes tipos de fibras musculares entre mamiferos e peixes. A esquerda um
corte transversal do musculo esquelético de rato (Rattus norvegicus) (imagem de autoria do
grupo de pesquisa), que apresenta padrdo em mosaico, e a direita um corte transversal do
musculo esquelético de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Aguiar et al., 2005), que

apresenta compartimentalizacdo. Fibras coradas pela técnica da ATPase acida (pH=4.6).

1.3. Miogénese

A formagdo de fibras musculares, ou miogénese, ocorre nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario. A mesoderme paraxial, que flanqueia o tubo neural e a notocorda,
sofre uma segmentacdo da regido anterior para a posterior, formando estruturas denominadas
somitos (revisado por Buckingham e Rigby, 2014). Nos mamiferos, os somitos subdividem-se
em uma porg¢do ventral denominada escler6tomo, que originara a coluna vertebral e as costelas, e
uma porcao dorsal denominada dermomiotomo, responsavel pela formacdo dos musculos do
tronco e dos membros, da derme dorsal, de células endoteliais e musculares lisas, e dos vasos
sanguineos (revisado por Buckingham e Rigby, 2014). O dermomi6tomo é fonte de populagdes
de células precursoras miogénicas, que delaminam e migram para a formacdo de uma camada
subjacente conhecida como miétomo, cuja porcao dorsomedial originard os musculos intrinsecos
das costas, enquanto a por¢do ventrolateral originara os musculos das paredes ventrais e laterais
do corpo. Além disso, células do dermomidtomo também migram para locais mais distantes,
formando os musculos dos membros, e posteriormente para o interior do miétomo ja formado,
fornecendo uma populacéo de células progenitoras de reserva que originardo as celulas satélite
no musculo maduro (revisado por Yusuf e Brand-Saberi, 2012).

Nos peixes a classificacdo de um dermomidtomo ainda € controversa, sendo que a
maioria dos trabalhos divide os somitos em escler6tomo e miotomo. Sttelabotte et al. (2007)
mostraram que a borda anterior dos somitos fornece uma populacdo de células progenitoras
miogénicas equivalentes as células satélite, que serdo necessarias para o crescimento muscular
do peixe apds o nascimento (Sttelabotte et al., 2007). Diferentemente dos mamiferos, 0 miétomo
é relativamente maior que o escler6tomo nos peixes, pois a necessidade de um esqueleto robusto

é reduzida devido a flutuabilidade da a4gua e a bexiga natatdria, ao passo que a viscosidade do
21



343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359

360
361

362
363

® ) AVA
4 AYAYAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 3

.y u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO” F

Campus de Botucatu
lnstiututo- e u
Blotlbncios PG -5GA

ambiente aquatico exige maior massa muscular para a locomocéo (revisado por Stickney et al.,
2000).

Durante a somitogénese dos peixes, diferentes tipos celulares formaréo e constituirdo o
midtomo, sendo eles, principalmente, as células adaxiais e as células laterais pré-somiticas
(revisado por Stickney et al., 2000). As celulas adaxiais localizam-se ao redor da notocorda e,
sob o estimulo de glicoproteinas secretadas pela notocorda e pelo tubo neural, migram em
direcdo a regido superficial do miétomo, formando uma camada Unica abaixo da epiderme.
Nessa regido, as células adaxiais fundem-se e originam as fibras musculares lentas, ou seja, a
musculatura vermelha do peixe (revisado por Stickney et al., 2000). Um determinado conjunto
de células adaxiais ndo migra para a superficie do midétomo, permanecendo acopladas a
notocorda e se diferenciando nas chamadas fibras musculares pioneiras. Essas fibras atravessam
toda a extensdo do midtomo e orientam a migracdo das demais células adaxiais a regido
superficial. Além disso, as fibras musculares pioneiras concentram-se no nivel de formacdo do
miossepto horizontal, podendo ter algum papel no desenvolvimento desta estrutura (Halpern et
al., 1993). Apo6s migracédo das células adaxiais, as células laterais pré-somiticas iniciam sua fuséo
e diferenciacdo em fibras musculares réapidas, localizadas numa por¢cdo mais profunda do

miotomo (revisado por Stickney et al., 2000) (Figura 6).

A e N Celylas Ia'tt_erals B
pré-somiticas

Células adaxiais ;
Escleré6tomo

Fibras musculares
pioneiras

Fibras musculares
de contragao lenta

Escleré6tomo .
Fibras musculares de

contracao rapida

Figura 6: Miogénese embrionaria e formacédo dos tipos de fibras musculares no miétomo de
peixes. (A) Esquema de um corte transversal de embrido de zebrafish (Danio rerio) com 13

horas, destacando a posicdo das células adaxiais e células laterais pré-somiticas. (B) As células
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adaxiais expressam myod (vermelho) enquanto ainda adjacentes a notocorda (azul). (C) Esquema
de um corte transversal de embrido de zebrafish (Danio rerio) com 24 horas, destacando a
posicao das fibras musculares de contracdo lenta, fibras musculares pioneiras e fibras musculares
de contracdo répida. (D) Fibras musculares de contracdo lenta (verde - S58 antibody) formam
uma camada superficial, enquanto as fibras musculares de contracdo rapida (vermelho - zm4
antibody) permanecem numa regido mais profunda do miétomo (adaptado de Stickney et al.,
2000).

Existe uma “hierarquia genética” (expressdo sequencial) de componentes moleculares
que regulam o processo miogénico, desde o comprometimento (determinacdo ou especificacdo)
das células precursoras miogénicas até sua diferenciagdo em fibras musculares. Os principais
deles sdo os Fatores de Regulagdo Miogénica (MRFs) (Olson, 1990; revisado por Weintraub,
1993; Johansen e Overturf, 2005), uma familia de fatores transcricionais que ativam genes
musculo-especificos. A estrutura molecular de um MRF apresenta um dominio altamente
conservado, com cerca de 60 aminoacidos, conhecido como basic helix-loop-helix. A regido
helix-loop-helix esta envolvida com a ligacdo entre 0 MRF e outra molécula idéntica, formando
um homodimero, ou entre 0 MRF e os cofatores transcricionais E12 e E47, formando um
heterodimero. A regido basic esta envolvida com a ligacdo do homodimero ou heterodimero a
uma sequéncia especifica do DNA (5"-CANNTG-3"), denominada E-box (Ma et al., 1994). Essa
sequéncia esta presente na regido promotora de genes musculo-especificos, que codificam, por
exemplo, proteinas contrateis, estruturais e enzimas musculares, de modo que o homodimero ou
heterodimero ativam a transcri¢do desses genes (revisado por Rescan, 2001). Assim, os MRFs
controlam o programa miogénico dentro da célula, suprimindo outros possiveis destinos
celulares. Dentre os MRFs destacam-se o Myf5 (myogenic factor 5), Myodl (myogenic
differentiation 1), Myog (myogenin) e Mrf4 (muscle-specific regulatory factor 4) (Olson, 1990;
revisado por Weintraub, 1993). O Myf5 e a Myod1 sdo conhecidos como MRFs primarios, sendo
responsaveis principalmente pelo comprometimento das células precursoras a linhagem
miogénica e pela proliferacdo e migracdo dos mioblastos (célula precursora miogénica ja
comprometida) no musculo esquelético. A Myog e 0 Mrf4 sdo considerados MRFs secundarios e
estdo envolvidos com a diferenciacdo e fusdo dos mioblastos em miotubos, e sua posterior

maturacdo em uma fibra muscular (Johansen e Overturf, 2005; Almeida et al., 2010) (Figura 7).
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Figura 7: Miogénese e fatores de regulacdo miogénica (MRFs). (A) Esquema do complexo
formado entre um homodimero de Myod e 0 DNA (Ma et al., 1994). (B) Expressdo sequencial e
regulacdo realizada pelos MRFs durante a miogénese do musculo esquelético (adaptado de
Zanou e Gailly, 2013).

No entanto, outros fatores expressos anteriormente sdo necessarios para a ativacao dos
MRFs e direcionamento da célula a miogénese. As células mesodermais sdo dependentes de
moléculas provenientes de tecidos adjacentes para inducdo da miogénese no somito inicial.
Diversas glicoproteinas da familia das Wnts, secretadas pelo tubo neural (Wntl e Wnt3a) e
ectoderme (Wnt6 e Wnt7a), e a molécula sinalizadora Shh (sonic hedgehog), secretada pela
notocorda, subdividem os somitos em esclerétomo e dermomi6tomo, além de induzir a
expressao do Myf5 e Myod1 nas células do miétomo (revisado por Hernandez-Hernandez et al.,
2017). Por sua vez, a proteina Bmp4 (bone morphogenetic protein 4), secretada pela mesoderme
lateral, promove uma regulacdo negativa desses MRFs (revisado por Hernandez-Hernandez et
al., 2017). Outros componentes importantes da hierarquia miogénica sdo os fatores
transcricionais Pax3 (paired box 3) e Pax7 (paired box 7). Em mamiferos, o Pax3 é expresso em
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todo o dermomiotomo e constitui um marcador de células progenitoras miogénicas migrantes
que ainda ndo ativaram Myf5 e Myod1, ou seja, células que ainda ndo se comprometeram com a
linhagem miogénica (revisado por Buckingham e Rigby, 2014). Altos niveis de Pax3 direcionam
as celulas do dermomi6tomo para o destino miogénico, enquanto baixos niveis podem dar
origem a células da derme, endoteliais, musculares lisas e adipocitos. Alem disso, O Pax3 regula
genes envolvidos no equilibrio que deve ser mantido entre auto-renovacao celular e miogénese,
como Fgfr4 (fibroblast growth factor receptor 4), Spry2 (sprouty rtk signaling antagonist 2) e
Myf5 (revisado por Buckingham e Rigby, 2014). Progressivamente ocorre uma reducdo na
expressao do Pax3 e um aumento na expressdo do Pax7. A expressdo do Pax7 fica mais restrita a
porcdo central do dermomidtomo, local em que células Pax3/Pax7-positivas migram e fornecem
uma populacdo celular de reserva no miétomo (revisado por Buckingham e Rigby, 2014). Dessa
forma, o Pax7 se torna um marcador molecular das células satélite, necessarias para a miogénese
pos-natal e regeneracdo do musculo adulto. Apos a expressao de Pax3 e Pax7, as células que
definitivamente irdo contribuir para a formacdo de fibras musculares passam a expressar
sequencialmente Myf5, Myodl, Myog e Mrf4 (revisado por Buckingham e Rigby, 2014). A
hierarquia miogénica prevalece no musculo esquelético dos vertebrados, mas 0s peixes possuem
uma particularidade. Enquanto as células precursoras miogénicas dos mamiferos somente
expressam MRFs apds migrarem para os locais em que definitivamente irdo se diferenciar em
fibras musculares maduras, as células adaxiais ja sdéo Myf5/MyoD-positivas antes mesmo do
inicio da formacdo dos somitos, ainda adjacentes a notocorda (Figura 6B) (revisado por Stickney
et al., 2000; Stellabotte et al., 2007; revisado por Buckingham e Rigby, 2014). Apesar de as
células laterais pré-somiticas somente expressarem esses fatores apOs a somitogénese, esse
comprometimento precoce das células adaxiais demonstra uma identidade miogénica antecipada

no musculo esquelético dos peixes (revisado por Stickney et al., 2000).

1.4. Crescimento muscular pés-natal

O crescimento pds-natal do musculo esquelético nos peixes envolve uma populacdo de
células precursoras miogénicas que, apds estimulos, reativam o0 programa miogénico
embrionario e originam mioblastos capazes de fusédo (revisado por Johnston et al., 2011). Essas
sdo as celulas-tronco do tecido muscular e também sdo conhecidas como mioblastos
indiferenciados ou células satélite, devido a localizacdo na periferia das fibras musculares, entre

a lamina basal e o sarcolema (Mauro, 1961; Koumans et al., 1990) (Figura 8).
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Figura 8: Célula satélite do musculo esquelético. (A) Esquema mostrando a posicdo da célula
satélite, entre a lamina basal e o sarcolema da fibra muscular (adaptado de Hawke e Garry,
2001). (B) Imunocitoquimica de fibra muscular de mamifero, indicando alta expressdo de Pax7
pela célula satélite (flecha branca) em comparacdo ao miontcleo (flecha preta). (C) Microscopia
eletronica de transmissdo do musculo esquelético de carpa comum (Cyprinus carpio). ~: lamina
basal envolvendo ambas a célula satélite e a fibra muscular (Koumans et al., 1990).

Os nucleos de células satélite constituem de 2 a 7% dos ndcleos musculares em
individuos saudaveis, e sao relativamente grandes e com cromatina muito condensada, ou seja,
permanecem funcionalmente inativos ou num estado quiescente. Essa quiescéncia é mantida pelo
Pax7, que reprime genes envolvidos com a diferenciacdo dos mioblastos (revisado por
Buckingham e Rigby, 2014). Durante a ativacgdo, as células satélite reduzem a expressao de Pax7
e aumentam a expressao dos MRFs, originando os mioblastos, cuja proliferacdo e diferenciacao
sd80 0s mecanismos que promovem a hiperplasia (aumento do nimero de fibras musculares) e

hipertrofia (aumento do tamanho das fibras) (Rowlerson e Veggetti, 2001; revisado por Johnston
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et al., 2011). Durante o crescimento hiperplasico, os mioblastos proliferam, migram e agregam-
se na superficie de fibras musculares pré-existentes, iniciando os processos de diferenciacéo e
fusdo e originando os miotubos, que posteriormente formam fibras musculares maduras. No
crescimento hipertrofico, apés a proliferacdo, migracdo e diferenciagdo, os nucleos dos
mioblastos sdo internalizados nas fibras musculares em crescimento, de modo que promovem
uma maior sintese de miofibrilas e, consequentemente, aumentam a area e o diametro de fibras

pré-existentes (revisado por Johnston et al., 2011) (Figura 9).
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Figura 9: Crescimento pés-natal do musculo esquelético em peixes. Ocorre a retomada dos
eventos da miogénese, especialmente proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos, que irdo
culminar com os processos de recrutamento ou hiperplasia muscular, aumentando o nimero de
fibras, e hipertrofia muscular, aumentando o tamanho das fibras. Esferas brancas indicam
componentes com maior expressdo nas fibras musculares de contracdo rapida; esferas vermelhas
indicam componentes com maior expressdo nas fibras musculares de contragdo lenta; esferas
verdes indicam componentes que ndo apresentam diferencgas de expressdo entre os tipos de fibras

musculares (adaptado de Mareco et al., 2015).

A contribuicdo dos mecanismos de hiperplasia e hipertrofia no crescimento muscular pos-
natal tem sido estudada em muitas espécies de peixes. Estudos mostraram que em muitos desses
animais existem duas “ondas” de intenso crescimento hiperplasico (Rowlerson e Veggetti, 2001;
Johnston et al., 2003). A primeira é conhecida como hiperplasia estratificada, uma continuidade
da miogénese embrionaria, que promove a formagdo de novas fibras musculares em camadas.
Essa hiperplasia ocorre a partir de zonas germinativas e é responsavel pelo espessamento da

musculatura nos estagios iniciais do desenvolvimento (Rowlerson e Veggetti, 2001). A segunda
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¢ denominada hiperplasia em mosaico, que promove a formacdo de novas fibras em toda a
musculatura do peixe, a qual também apresenta fibras musculares num estagio de maturacéo
mais avancado (Rowlerson e Veggetti, 2001; Almeida et al., 2010). Dessa forma, o musculo
esquelético apresenta fibras musculares com didmetro pequeno entre fibras de maior diametro,
como um mosaico, permitindo um maior desenvolvimento da massa muscular (Figura 10). Os
peixes que apresentam ambos 0s tipos de crescimento hiperplasico sdo denominados peixes de
crescimento somatico indeterminado, nos quais 0 grande aumento da massa muscular
proporcionado pela hiperplasia em mosaico permite atingirem um grande tamanho corporal e
também confere importancia econdmica a espécie (Rowlerson e Veggetti, 2001). Por outro lado,
0s peixes que apresentam somente a hiperplasia estratificada sdo denominados peixes de
crescimento somatico determinado, que atingem um tamanho fixo uma vez que a hiperplasia
cessa nos estagio mais iniciais do desenvolvimento, tornando o crescimento hipertréfico das
fibras o principal mecanismo de crescimento muscular pds-natal nessas espécies (Biga e Goetz,
2006; Froehlich et al., 2013).

Hiperplasia
estratificada

Zebrafish (Danio rerio)

Hiperplasia
em mosaico

Pirarucu (Arapaima gigas)

Crescimento indeterminado

0-5um 6-10pm  11-15um 16-20pum 21-25um 26-30um  >30 ym

Figura 10: Crescimento hiperplasico do musculo esquelético de peixes. (A) Hiperplasia
estratificada, em que a formacgéo das fibras ocorre em camadas. A flecha preta ilustra o sentido

do crescimento conforme o didametro das fibras musculares. (B) Hiperplasia em mosaico, em que
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novas fibras sdo formadas entre fibras musculares ja maduras, de maior tamanho. Os asteriscos
ilustram fibras musculares cercadas por fibras “jovens” (adaptado de Johnston et al., 2009).
Peixes que apresentam somente a hiperplasia estratificada, como o zebrafish, sdo denominados
peixes de crescimento somatico determinado, enquanto peixes que apresentam ambas as
hiperplasias estratificada e em mosaico, como 0 pirarucu, sdo denominados peixes de

crescimento somatico indeterminado.

O crescimento muscular é um processo multifatorial que integra sinais extrinsecos e
intrinsecos em sua regulacdo. Dentre os fatores extrinsecos se destacam a temperatura,
salinidade, oxigenacéo, intensidade e duracdo de luz, pH e fluxo de agua (revisado por Johnston,
2006). Com relacdo aos sinais intrinsecos, além da regulacdo pelos MRFs e outros fatores
transcricionais, nos podemos citar horménios, citocinas e fatores de crescimento. Esses
componentes influenciam diretamente o tamanho da fibra muscular, através de um delicado
balanco entre a sintese e a degradacdo proteica, cujas vias de sinalizacdo se inter-relacionam e
modulam uma a outra (Sandri, 2008). Para que ocorra um aumento de massa muscular, o balango
deve ser favoravel a sintese proteica, fortemente influenciada pela via Igf/Pi3k/Mtor. Por outro
lado, a atrofia muscular (reducdo no tamanho das fibras musculares) é decorrente de um balanco
favoravel a degradacdo de proteinas, mediada principalmente pelo Mafbx e Murfl (atrogenes)
(revisado por Glass, 2005) (Figura 11).
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Figura 11: Vias de sinalizacdo da sintese e degradacdo proteica regulando o crescimento do
musculo esquelético de peixes. A sintese proteica tem inicio com a ligagdo do Igfl em seu
receptor de membrana, desencadeando uma cascata que ativa o Pi3k e Mtor (circulo azul). A
degradacdo proteica é desencadeada por diversas formas, mas culmina geralmente com a
ativacdo do Mafbx (Atrogin-1) e Murfl (circulo vermelho), que quebram proteinas sarcomeéricas

e outros componentes musculares (adaptado de Sandri, 2008).

Os principais fatores que regulam a sintese proteica séo o Igfl e 1gf2 (insulin like growth
factor), juntamente com seus proprios receptores (lgfr - insulin like growth factor receptor) e
proteinas ligantes (Igfbp - insulin like growth factor binding protein) (revisado por Johnston et
al., 2011). O Igfl é um dos mais estudados e caracterizados fatores promotores de crescimento
muscular. Em vertebrados o Igfl é sintetizado principalmente pelo figado, em resposta a
nutrientes e ao horménio de crescimento (GH - growth hormone). O Igfl produzido no figado é
secretado para o sistema circulatorio para gerar um efeito enddcrino, mas outros tecidos também
apresentam uma producdo local de Igfl, incluindo o musculo esquelético, gerando efeitos

paréacrinos e autocrinos (revisado por Johnston et al., 2011). Quando o Igfl se liga ao seu
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receptor de membrana (Igflr) desencadeia uma cascata de fosforilacdo ao promover a ativacédo
do Pi3k (phosphatidylinositol-3-kinase), necessario para a producdo do phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate. Esse componente recruta o Akt (protein kinase B), responsével pela ativacao
do Mtor (mechanistic target of rapamycin kinase) (Sandri, 2008). O Mtor processa e integra
sinais nutricionais, energéticos e de crescimento, regulando o ciclo celular, transcricdo génica,
organizacdo do citoesqueleto e sintese de proteinas. Essa quinase forma dois complexos
multimeéricos conhecidos como TORC1 e TORC2 (Sandri, 2008). O TORC1 contém a proteina
Rptor (regulatory associated protein of mtor complex 1) e estimula a sintese proteica pela
ativacdo do Rps6k (ribosomal protein s6 kinase) e inibicdo do Eif4ebpl (eukaryotic translation
initiation factor 4e-binding protein 1). O TORC2 contém a proteina Rictor (rptor independent
companion of mtor complex 2) e estimula a fosforilagdo e ativagdo do Akt, gerando um feedback
positivo (Vélez et al., 2014). Estudos vém demonstrando que, além da integracdo de sinais
enddcrinos, a ativacdo da sintese proteica também envolve outros caminhos. Alguns trabalhos
mostraram efeitos estimulatorios dos aminoacidos, seja pela ativacdo da via do Mtor (Seiliez et
al., 2008; Vélez et al., 2014) ou de membros do sistema de Igfs (Bower e Johnston, 2010b;
Garcia de la serrana e Johnston, 2013). Esses estudos suportam a existéncia de estimulos
nutricionais no crescimento do musculo esquelético de peixes e reforcam a necessidade de
experimentos com aminoacidos, uma vez que essas moléculas sdo comumente administradas na
dieta desses animais visando atender ou exceder os requisitos dietéticos para um crescimento
ideal e eficiente conversdo alimentar. Os aminoacidos essenciais, também denominados
indispensaveis, representam nutrientes de grande importancia para o desenvolvimento e
crescimento de peixes, uma vez que esses animais ndo sdo capazes de sintetiza-los. Dentre os
aminoacidos essenciais mais comumente utilizados em dietas para peixes temos a lisina,
metionina, treonina, triptofano e leucina (revisado por Li et al., 2008). Os aminoacidos nao-
essenciais sdo também chamados de dispensaveis, ou seja, sdo sintetizados pelo organismo.
Dentre os aminoacidos nao-essenciais, destacam-se a alanina e glutamina (revisado por Li et al.,
2008). Os aminoacidos possuem indmeros papéis nos organismos, servindo amplamente como
“blocos” para a construcdo de proteinas e como substratos energéeticos, mas também possuem
fungdes que variam dependendo do aminoacido. Cleveland e Radler (2019) mostraram que a
leucina e fenilalanina reduzem as taxas de degradagdo proteica em culturas de células musculares
de trutas arco-iris, enquanto a valina e lisina aumentam a protedlise quando em excesso perante
outros aminoacidos essenciais (Cleveland e Radler, 2019). Além de inibir a degradacdo de

proteinas, a leucina tem um importante papel como ativador da sintese proteica em mamiferos
31



573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605

® ) AVA
4 AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA J

.y u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO” F

Campus de Botucatu
lnstiututo- e d
Blotlbncios PG -5GA

(Garlick, 2005; Duan et al., 2016). Recentemente, 0 mecanismo através do qual os aminoacidos
estimulam a sintese de proteinas tem sido descrito em mamiferos, com a identificacdo dos
complexos Rrag GTPases (ras related gtp binding) e Lamtor (late endosomal/lysosomal adaptor,
mapk and mtor activator) como sensores de aminoacidos e promotores da ativacdo do Mtor
(Sancak et al., 2010; Demetriades et al., 2014). Visto o papel do sistema de Igfs e dos
aminoacidos no aumento da sintese de proteinas, a aplicacdo dessas moléculas em peixes
apresenta-se como um potencial tratamento para a obtencdo de crescimento muscular, com
possiveis intervencdes na piscicultura.

Além do papel na sintese de proteinas, o Akt previne a expressdo de genes relacionados a
degradacdo proteica e atrofia muscular, através da fosforilacdo do Foxo (forkhead box o)
(revisado por Bonaldo e Sandri, 2013). A fosforilagdo do Foxo promove sua translocagéo do
nacleo para o sarcoplasma, impedindo que desempenhe seu papel como fator transcricional. No
entanto, a baixa atividade do Akt aumenta os niveis de Foxo nuclear (defosforilado), que
promove a ativacdo do Murf (muscle-specific ring finger protein) e Mafbx (muscle atrophy f-box
protein) (revisado por Bonaldo e Sandri, 2013), também denominados Trim63 (tripartite motif
containing 63) e Fbxo32 (f-box protein 32), respectivamente. O Murf e o Mafbx s&o enzimas
ubiquitina ligases cuja funcédo é a transferéncia de ubiquitinas a determinado substrato proteico.
Esse substrato, uma vez poliubiquitinado, é ancorado ao complexo proteassoma, para que seja
realizada sua degradacdo. Ambos Murf e Mafbx regulam a degradacéo de diversos componentes
presentes no musculo esquelético; o Murf controla a degradacdo de proteinas sarcoméricas,
como a troponina e as cadeias pesadas e leves de miosinas, enquanto o Mafbx promove a
degradacdo da Myod e do Eif3j (eukaryotic translation initiation factor 3 subunit j), crucial para
a sintese proteica (revisado por Bonaldo e Sandri, 2013). Além da sinalizacdo por Akt-Foxo,
outras vias estimulam a degradacdo de proteinas no musculo esquelético, como a resposta
inflamatdria mediada principalmente pelo Nfkb (nuclear factor kappa b) e a acdo da miostatina
(Mstn - myostatin), que também culminam com a ativacdo do Murf e Mafbx (revisado por
Bonaldo e Sandri, 2013).

Ainda dentro desse contexto, um modelo experimental muito utilizado para o estudo do
crescimento muscular em peixes é o de jejum e realimentagdo (fasting-refeeding) (Johnston et
al., 2011). Apds esses tratamentos o crescimento do animal ocorre com mais rapidez em
comparacdo a peixes que sdo continuamente alimentados, um fendmeno conhecido por
crescimento compensatério (Nikki et al., 2004). Dessa forma, os experimentos de jejum e

realimentacdo sdo comumente utilizados para manipular a taxa de crescimento dos peixes, um
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parametro cujas variacGes sdo decorrentes, principalmente, de alteracbes no crescimento e
fenotipo do masculo esquelético. O periodo de jejum esta diretamente relacionado a uma maior
degradacdo de proteinas musculares, enquanto que a realimentacdo desencadeia uma sintese

proteica mais exacerbada (Bower et al., 2009).

1.5. Duplicacédo do genoma

Em peixes, as vias de sinalizacdo que regulam o crescimento do musculo esquelético
tiveram uma expansdo de seu nimero de componentes moleculares quando comparada a outros
vertebrados, devido a um evento de duplicacdo total do genoma (WGD - whole genome
duplication). As WGDs apesar de raras sdo eventos dramaticos que resultam na duplicacao
stbita da sequéncia completa do genoma, que moldaram profundamente a evolugdo dos
vertebrados e representam marcos evolutivos a partir dos quais algumas linhagens se
diversificaram (Berthelot et al., 2014; revisado por Glasauer e Neuhauss, 2014). Dessa forma, a
WGD tem uma importancia crucial para os genomas dos vertebrados, pois fornece matérias-
primas nas quais a selecdo natural pode agir para promover radiacdes adaptativas e inovacoes
evolutivas (Taylor et al., 2003). Estima-se que ha 333-225 milhdes de anos, 0 genoma ancestral
de todos os peixes teledsteos sofreu um evento de WGD especifico, denominado teleost-specific
3rd WGD (Ts3R), precedido de outros dois eventos de WGD mais antigos comuns a todos
vertebrados (Jaillon et al., 2004; Dehal e Boore, 2005). Nesse contexto, os salmonideos possuem
um interesse particular devido a um evento adicional e relativamente recente de WGD, estimado
h& 100-25 milhdes de anos, denominado salmonid-specific 4th WGD (Ss4R) (Berthelot et al.,
2014) (Figura 12). Vaérios trabalhos avaliaram os efeitos da Ss4R no musculo esquelético,
descrevendo a expansdo de diversas familias de genes (Macqueen et al., 2010; Garcia de la
serrana e Johnston, 2013; Macqueen et al., 2013) e como eles sdo diferencialmente regulados
durante o desenvolvimento das células musculares (Bower e Johnston, 2010a; Bower e Johnston,

2010b; Garcia de la serrana e Johnston, 2013; Garcia de la serrana et al., 2014a).
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Figura 12: Historia evolutiva e duplicagdo total do genoma em peixes. As estrelas vermelhas
indicam a posicdo evolutiva da duplicacdo do genoma especifica de teledsteos (Ts3R) e
especifica dos salmonideos (Ss4R), que expandiram o nimero de componentes moleculares que

regulam o crescimento do masculo esquelético (adaptado de Berthelot et al., 2014).

Ap6s a WGD ocorre a perda de muitas cépias de genes redundantes, num processo
conhecido como fracionamento génico. Entretanto, cerca de 15 a 21% dos genes duplicados
(genes pardlogos) derivados do Ts3R foram retidos através de mecanismos de
subfuncionalizacdo e/ou neofuncionalizagdo (Garcia de la serrana et al., 2014b). Durante a
subfuncionalizacdo cada gene paralogo adquire parte da funcdo original do gene ancestral,
culminando muitas vezes em uma regulacdo compartilhada de determinado processo biolégico.
Na neofuncionalizacdo os pardlogos adquirem uma fungdo diferente do gene ancestral, o que
pode conferir uma vantagem adaptativa (Maere e Van de Peer, 2010) (Figura 13). Essas fungdes
divergentes tém sido investigadas em diversas familias de proteinas, como Igfbps e Akirins, que
sofreram uma expansdo apoés retencao diferencial decorrente da Ts3R e Ss4R (Macqueen et al.,

2010; Macqueen et al., 2013). Através dos mecanismos de subfuncionalizacdo e
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neofuncionalizacdo, a WGD promove um aumento da complexidade dos organismos, podendo

contribuir para uma maior diversidade bioldgica.
_ CEEME e direrente
funcoes diferentes
l: Duplicagao

_— Cama®
——CEaan

| Divergéncia

v v v

CEEEn CERE®
o B d I

Subfuncionalizagao Neofuncionalizagao Degeneracao/Perda do gene

Figura 13: Esquema indicando os mecanismos que sucedem um evento de duplicacdo do
genoma; subfuncionalizacdo (copias com funcdo compartilhada), neofuncionalizagédo (cdpia com
nova funcao) ou perda do gene.

(adaptado de https://en.wikipedia.org/wiki/Gene_redundancy).

Além disso, estudos recentes mostraram diferencas na retencédo de genes paralogos entre
as superordens de teledsteos Ostariophysi, a qual pertencem o zebrafish e o pacu, e
Acanthopterygii, a qual pertence a til&pia do Nilo. Garcia de la serrana et al. (2014b) mostraram
que 510 e 418 paralogos, que surgiram apos o Ts3R, foram diferencialmente retidos nas
superordens Ostariophysi e Acanthopterygii, respectivamente, indicando a existéncia de
paralogos linhagem-especificos (LSPs - lineage specific paralogues) (Garcia de la serrana et al.,
2014b). Essa retencdo diferencial sugere que os LSPs possam ter sofrido diferentes mecanismos
de subfuncionalizacdo e/ou neofuncionalizacdo durante o processo evolutivo das superordens.
Muitos deles sdo componentes essenciais nas vias de miogénese, sintese e degradacdo proteica
no masculo esquelético (Garcia de la serrana et al., 2014b), e alguns trabalhos sugerem que esses
genes paralogos apresentam diferentes padrdes de expressao (Mareco et al., 2015). No entanto,
apesar dos avancos realizados na identificacdo dos LSPs, os seus papéis fisioldgicos
permanecem desconhecidos na maioria dos casos e muitos pesquisadores ndo abordam essa

temética em suas investigacoes.
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1.6. microRNAs

Atualmente é consenso que a propagacao da informacao genética é muito mais complexa
que aquela definida pelo dogma central da biologia molecular, no qual o DNA promove a sintese
do RNA que vai ser traduzido em uma proteina. Existem diversos outros mecanismos envolvidos
no controle do metabolismo celular e definicdo do fenétipo, como a metilacdo do DNA, a
modificacdo de histonas e a regulacdo por RNAs ndo codificantes (Chuang e Jones, 2007).
Dentre os RNAs ndo codificantes destacam-se os microRNAs (miRNAs), uma classe de
pequenos RNAs regulatérios que apresentam um importante papel nos mais diversos processos
biolégicos de um organismo, inclusive no desenvolvimento e crescimento muscular (revisado
por Ge e Chen, 2011; revisado por Bizuayehu e Babiak, 2014). A funcéo principal dos miRNAs
é a regulacdo pos-transcricional de genes, promovida pela inibicdo traducional ou degradacéo de
RNAs mensageiro (MRNAs) (Bartel e Chen, 2004; revisado por Filipowicz et al., 2008; revisado
por Ge e Chen, 2011). Na maioria dos casos, essa repressao se da através de complementaridade
de bases entre os nucleotideos 2 a 7 da regido 5° do miRNA, conhecidos como sequéncia seed, e
a regido 3’ ndo traduzida (3’UTR - 3’ untranslated region) dos mRNAs alvo (Williams et al.,
2009) (Figura 14).

ORF

AAAA
‘mRNA 3" UTR \/\/
NNNNNN

L1111
NNNNNNNNN_PS,
N

N
{53

miRNA ! | '
Sequéncia Seed

Figura 14: Complementaridade de bases entre miRNA e seu mRNA alvo. A complementaridade
geralmente ocorre através da ligacdo entre os nucleotideos 2 a 7 da regido 5° do miRNA
(sequéncia seed) e a regiao 3’UTR do mRNA alvo. Essa ligacdo € determinante no
reconhecimento do alvo e suficiente para desencadear o silenciamento. ORF: open reading
frame; 3’UTR (3 untranslated region) (adaptado de Huntzinger e lzaurralde, 2011).

36



695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709

710
711

712

o )

N )x AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
/—_J u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”
’ C de Botucat
st e ampus de Botucatu ’
Blotibnelas Pé-BGA

Com relacdo a biogénese, os genes de miRNAs sdo sintetizados no nucleo como longos
transcritos primarios, denominados pri-miRNAs, principalmente pela acdo da RNA polimerase
I1. Os pri-miRNAs podem codificar um ou mais miRNAs, e sdo posteriormente processados pela
enzima nuclear Drosha (drosha ribonuclease I11) (Lee et al., 2003) gerando uma estrutura em
hairpin com sequéncia de aproximadamente 70 nucleotideos, conhecida como miRNA precursor
(pre-miRNA). Os pre-miRNAs sdo entdo transportados ao citoplasma pela Exportin-5, onde
serdo processados pela enzima Dicer (dicer ribonuclease I11) em um miRNA dupla-fita (duplex)
com aproximadamente 22 nucleotideos (revisado por Winter et al., 2009; revisado por Ge e
Chen, 2011). Em seguida, apenas uma unica fita do duplex de miRNA € incorporada a proteinas
da familia Ago (argonaute, risc catalytic component) para formar um complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC - RNA-induced silencing complex), que associa-se com
o sitio de complementaridade do mRNA alvo e promove sua repressdo (revisado por Winter et
al., 2009; revisado por Bizuayehu e Babiak, 2014). A outra fita do duplex é degradada ou pode

associar-se a um novo RISC para a regulacéo de outro mRNA alvo (Figura 15).

|
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Figura 15: Biogénese dos miRNAs. A via de regulacdo do miRNA tem inicio com a transcricdo

do gene em pri-miRNA e seu processamento em pre-miRNA no interior do nucleo. O pre-
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miRNA é transportado ao citoplasma e clivado para producdo de um miRNA de dupla fita. A fita
funcional é incorporada num complexo de silenciamento, que vai se ligar ao mRNA alvo e
promover sua degradacdo, represséo traducional ou deadenilacdo (adaptado de Winter et al.,
2009).

Os miRNAs exercem os efeitos em seus alvos num padrdo combinatdrio, o que aumenta a
complexidade e potencial regulatorio da expressao génica. Um Unico miRNA pode ter diversos
MRNAs alvo e, da mesma forma, mRNAs individuais podem ser regulados por diferentes
miRNAs (revisado por van Rooij et al., 2008; Guo et al., 2010). Assim, a maioria dos miRNAs
promove uma regulacdo refinada e orquestrada de vias de sinalizacdo e funcdes bioldgicas
comuns (revisado por van Rooij et al., 2008; revisado por Goljanek-Whysall et al., 2012).

Anédlises filogenéticas revelam a existéncia de uma alta conservacdo dos miRNAs entre
os vertebrados, e sugerem uma correlacdo positiva entre 0 numero de genes de miRNAS e a
complexidade do organismo (Sempere et al., 2006; Lee et al., 2007). Estudos tém mostrado que
em mamiferos mais de 60% dos mMRNAs tem sitios conservados de ligagdo a miRNAs (Friedman
et al., 2009; Guo et al., 2010) e, baseado nessa conservagdo de miRNAs em vertebrados, pode-se
prever que um conjunto consideravel de MRNASs é modulado por miRNAs também em peixes
teledsteos (revisado por Bizuayehu e Babiak, 2014). Além disso, a extensdo da participacdo dos
miRNAs regulando vias moleculares nos peixes pode ser ainda maior e mais complexa devido a
WGD, e Berthelot et al. (2014) mostrou que os genes de miRNAs foram quase todos retidos
como copias duplicadas em contraste com genes codificantes de proteinas (Berthelot et al.,
2014).

Os miRNAs em peixes estdo envolvidos na embriogénese, desenvolvimento e em
diversos processos fisioldgicos de diferentes tecidos (Wienholds et al., 2005; Giraldez et al.,
2006; Yin et al., 2008; Staton et al., 2011; Biyashev et al., 2012; Flynt et al., 2009; Huang et al.,
2012; Yan et al., 2012b; Yin et al., 2012). Tanto a formacdo quanto o crescimento muscular sdo
profundamente regulados por varios miRNAs, e alguns deles sdo classificados como musculo-
especificos devido a sua expressdo especifica ou alta nos masculos cardiacos e/ou esqueléticos,
especialmente 0 miR-1, miR-133, miR-206 e miR-499. Esses miRNAs participam em processos
como miogénese, proliferacdo de mioblastos e diferenciagdo em miotubos, especificacdo de tipos
de fibras e regeneragcdo muscular (Chen et al., 2006; van Rooij et al., 2009; Chen et al., 2010;
revisado por Ge e Chen, 2011; McCarthy, 2011), orquestrando o destino e fenotipo das células

musculares.
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Com relacdo ao envolvimento de miRNAs no crescimento muscular, ambos miR-1 e
miR-133 influenciam os padrdes de expressdo génica durante a embriogénese muscular no
zebrafish, regulando a organizagdo da actina nos sarcomeros (Mishima et al., 2009). Um possivel
papel do miR-206 estimulando a diferenciacdo dos mioblastos foi mostrado por Duran et al.
(2015) nos masculos de contracdo rapida e lenta do pacu, devido a correlagdo inversa entre 0s
niveis de expressdo de miR-206 e pax7 (Duran et al., 2015), e Yan et al. (2013) mostraram na
tildpia do Nilo que o miR-203b regula diretamente a myod (Yan et al., 2013). De modo similar,
analises moleculares revelaram que 0s niveis de expressdo de miR-1, miR-133 e miR-206
aumentaram conforme o crescimento muscular em diferentes estagios de desenvolvimento do
pacu (Duran et al., 2015), carpa (Yan et al., 2012a) e tilapia do Nilo (Yan et al., 2012c;
Nachtigall et al., 2015). Em outro estudo, Huang et al. (2012) identificaram diferencas na
expressdo de miRNAs envolvidos na sinalizagdo por Gh/Igfl entre o musculo esquelético de
tilapias do Nilo com crescimento rapido e normal, com miRNAs down e upregulated que podem
servir como marcadores moleculares em programas de melhoramento de peixes (Huang et al.,
2012). Além disso, foram identificados varios miRNAs que regulam as alteracGes do fenotipo
hiperplésico para o hipertréfico no masculo esquelético de zebrafish, fornecendo evidéncias para
o envolvimento de miRNAs nas transi¢des do crescimento muscular (Johnston et al., 2009).

Além do crescimento do masculo, os mMiRNAs também estdo envolvidos com a definicédo
dos tipos de fibras e fen6tipo muscular, especialmente o miR-499. Wang et al. (2011) mostraram
que 0 miR-499 é responsavel por reprimir a traducao do sox6 (sry (sex determining region Y) box
6) em fibras de contracdo lenta no zebrafish (Wang et al., 2011), resultados corroborados por
analises também em tildpias do Nilo (Nachtigall et al., 2015). O Sox6 é um ativador
transcricional que exerce um papel chave na manutencao do fenotipo fast nas fibras musculares,
reprimindo genes slow-especificos como smyhcl (slow myosin heavy chain 1) e stnnc (slow-
specific troponin c¢) (von Hofsten et al., 2008). Duran et al. (2015) observaram um aumento na
expressdo do miR-499 no masculo de contracdo lenta de juvenis e adultos de pacus, enquanto 0s
transcritos de sox6 tiveram maior expressdo nas fibras de contragdo rapida, também em ambos 0s
estagios de desenvolvimento. Além disso, 0 aumento na expressao de sox6 acompanhou o
crescimento do musculo fast, como resultado dos menores niveis de miR-499 conforme as fibras
se diferenciavam e amadureciam (Duran et al., 2015). Em conjunto, esses estudos indicam o
envolvimento do miR-499 na especificacdo de manutencdo do fendtipo slow nas fibras

musculares, mecanismo conservado entre os vertebrados (Wang et al., 2011).
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1.7. Cultura celular primaria de mioblastos

A cultura celular é uma técnica in vitro que permite a manutencdo e estudo de células
fora do corpo do organismo original (Junqueira e Carneiro, 2008). As culturas de células
permitiram um grande avango em muitas aplicagdes médicas, como no desenvolvimento de
vacinas, ensaios de drogas e terapias génicas, e uma expansdao muito grande do conhecimento
acerca de mecanismos moleculares e vias de sinalizacdo relacionados aos mais diversos
processos bioldgicos (Freshney, 2010). Esses progressos decorrem principalmente da utilizacdo
de linhagens celulares, ou seja, células com alteracbes genéticas ocasionadas por substancias
quimicas, virus ou agentes fisicos, cuja proliferacdo muito acentuada permite que sejam
propagadas por longos periodos de tempo (Alves e Guimardes, 2010; Freshney, 2010).

A linhagem celular C2C12 é constituida de mioblastos provenientes de camundongo
(Mus musculus), sendo amplamente utilizada para a compreensao da regulacdo do crescimento e
desenvolvimento muscular (Yaffe e Saxel, 1977). Para peixes, no entanto, &€ mais recomendada a
utilizacdo de culturas celulares provenientes especificamente de espécies de peixes, devido a
grande “distancia” evolutiva entre mamiferos e estes animais, apesar da enorme quantidade de
conhecimento adquirido a partir das celulas C2C12. Ainda ndo foram obtidas linhagens de
células musculares provenientes de peixes e, portanto, para estudos relacionados ao musculo
esquelético desses animais é necessario 0 estabelecimento de culturas celulares primérias de
mioblastos (revisado por Johnston et al., 2011). As culturas primérias sdo aquelas preparadas
diretamente do tecido de interesse, possuindo as mesmas caracteristicas celulares, de modo que a
cultura priméria € o procedimento mais semelhante a estudos in vivo. No entanto, 0s ensaios em
culturas celulares priméarias devem ser realizados com rapidez, pois as células primarias
conseguem manter suas caracteristicas originais apenas por um curto periodo de tempo, antes de
entrarem em apoptose (Freshney, 2010).

As culturas de mioblastos de peixes recapitulam as principais etapas da miogénese, com
uma fase inicial de células precursoras miogénicas quiescentes e comprometimento dos
mioblastos, proliferagdo e migracdo dos mioblastos, diferenciacdo e fusdo em miotubos, e
maturagdo das fibras musculares (Gabillard et al., 2010b; Vélez et al., 2016) (Figura 16). Além
disso, as culturas de mioblastos fornecem um ambiente com um menor numero de variaveis
daquelas encontradas no musculo esquelético in vivo, permitindo as analises de diversas vias de
sinalizacdo sob condigBes controladas. Isso possibilita um estudo mais aprofundado de
moléculas regulatorias e a investigacdo de seus papéis nos diferentes estagios da cultura,

especialmente atraves de ensaio de ganho (superexpressdo, miméticos) e perda (knockout,
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knockdown, antagonistas) de funcéo (revisado por Johnston et al., 2011). Da mesma forma, os
meios de cultivo dos mioblastos podem ser modificados para o teste de hipdteses relacionadas ao
papel de nutrientes, fatores de crescimento, horménios, drogas e temperatura na regulacdo do
processo de crescimento muscular (Castillo et al., 2004; Bower and Johnston, 2010b; Gabillard
et al., 2010a; Seiliez et al., 2012; Garcia de la serrana and Johnston, 2013; Vélez et al., 2014),

assim como muitos outros ensaios manipulativos e farmacolégicos.

Proliferacao - dia 4 Diferenciacao - dia 8
Figura 16: Culturas celulares priméarias de mioblastos isolados da musculatura de contracdo

répida do pacu. (A) Mioblastos no dia 4 de cultura, em periodo de proliferacdo. (B) Mioblastos

no dia 8 de cultura, em periodo de diferenciacdo e fusdo em miotubos (imagens de autoria

propria).

Froehlich et al. (2013) avaliaram marcadores moleculares da miogénese in vivo de peixes
em cultura celular de mioblastos de giant danio (Devario aequipinnatus). Eles observaram que
enquanto Pax7 e Myf5 sdo mais expressos em células precursoras miogénicas recém-ativadas, e
Myog é expressa principalmente em miotubos, a expressao de Pax3, Myod e Mstn ocorre em
todos os estagios da cultura celular (Froehlich et al., 2013). Células musculares de salmao do
Atlantico foram utilizadas para determinar a expressdo génica de paralogos de myod durante o
desenvolvimento da cultura celular, com myodlb e myodlc mais relacionadas a proliferacdo e
myodla mais relacionada a diferenciacdo, comprovando a existéncia do mecanismo de
subfuncionalizacdo da Myod apds o0 WGD (Bower e Johnston, 2010a). Em um experimento

interessante, Gabillard et al. (2010a) produziram trutas arco-iris transgénicas que carregavam
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green fluorescent protein (GFP) sob o controle do promotor de cadeia leve de miosina fast, para
monitorar a diferenciacdo de mioblastos in vitro (Gabillard et al., 2010a). Os mioblastos
extraidos desses peixes transgénicos expressavam GFP assim que os mioblastos iniciavam os
mecanismos de fusdo e diferenciacdo, durante a formacao de miotubos, consolidando um sistema
in vitro de monitoramento em tempo real que permite inUmeras aplicacbes no crescimento
muscular de peixes. Além disso, os autores mostraram que a temperatura, um fator ambiental
crucial para o crescimento muscular, diretamente influencia a diferenciagdo e fusdo de células
miogénicas (Gabillard et al., 2010a).

Diferentes estudos usaram culturas celulares de mioblastos de peixes para examinar as
vias anabolicas relacionadas ao crescimento muscular, especialmente a sinalizacdo por Ins
(insulin), Igf e Mtor (Castillo et al., 2006; Diaz et al., 2009; Seiliez et al., 2008; Bower and
Johnston, 2010b; Cleveland e Weber, 2010; Vélez et al., 2014). Diaz et al. (2009) detectaram um
aumento gradual na expressdo de glut4 (insulin-responsive glucose transporter type 4) ao longo
da diferenciacdo de células musculares da truta arco-iris, e ambos mioblastos e miotubos tiveram
aumento de glut4 ap6s o tratamento com Ins e Igfl (Diaz et al., 2009). Além disso, a
suplementacdo de Igfl e Ins para miécitos de truta promoveu um aumento da sintese proteica
(13% para ambos os fatores de crescimento) e diminuicdo da protedlise (14% e 17%,
respectivamente), enquanto a administracdo de leucina apenas reduziu a degradacdo proteica
(8%) (Cleveland e Weber, 2010). O efeito sinérgico da combinacéo de tratamentos com fatores
de crescimento também é algo sempre avaliado em estudos de cultura celulares de mioblastos de
peixes. De fato, a combinacdo do tratamento com Igfl e aminoacidos em células musculares “em
jejum” de salmédo do Atlantico levou a um enorme aumento de transcritos de igfl, indicando um
possivel mecanismo de feedback positivo na producéo de Igfl (Bower e Johnston, 2010b). Além
disso, alguns trabalhos anteriores mostraram que a sintese proteica induzida por Igf ocorre
apenas se 0s aminoacidos também estiverem presentes nos meios de cultivo (Bower e Johnston,
2010b; Garcia de la serrana e Johnston, 2013), enquanto 0s aminoacidos por si s6 sdo capazes de
estimular as vias de sintese de proteinas em células musculares de peixes (Seiliez et al., 2008;
Vélez et al., 2014).

A regulacdo da miogénese e do crescimento muscular por miRNAs musculo-especificos
também foram investigadas usando sistemas in vitro. Duran et al. (2015) usaram culturas
celulares de mioblastos de pacu para complementar analises in vivo da expressdo de miR-1, miR-
133 e miR-206 em ambos musculos de contracéo rapida e lenta (Duran et al., 2015). Assim como

nas amostras de musculo esquelético, as culturas celulares também mostraram uma correlacéo
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inversa entre 0s MiRNAS e a expressao de seus alvos, corroborando os papéis do miR-1 e miR-
206 na diferenciacdo dos mioblastos. No entanto, as analises in vitro forneceram mais
informacdes sobre como 0 miR-133a e 0 miR-133b regulam a proliferacéo e diferenciacdo de
mioblastos, provando seu uso como uma maneira de expandir nosso conhecimento sobre os
mecanismos moleculares que regulam o crescimento muscular (Johnston et al., 2011; Duran et
al., 2015).

Outro aspecto importante deriva da compartimentalizacdo do musculo esquelético em
peixes, que permite o estabelecimento de culturas celulares de mioblastos individuais a partir dos
musculos de contracdo rapida e lenta. Certos processos como o desenvolvimento, metabolismo e
determinacéo dos tipos de fibra sdo bastante diferentes de acordo com o tipo de masculo, e tais
estudos poderiam ser abordados nessas diferentes culturas celulares de mioblastos. Este estudo
separado dos tipos musculares é praticamente impossivel em mamiferos, devido ao padrdo em
mosaico do mdusculo esquelético com fibras rapidas e lentas co-localizadas (revisado por
Schiaffino e Reggiani, 2011), tornando os peixes modelos ideais para este tipo de pesquisa. Para
iss0, € necessario 0 uso de peixes que apresentem crescimento somatico indeterminado e,
consequentemente, grande aumento de massa muscular (Rowlerson e Veggetti, 2001), pois em
peixes de pequeno tamanho é quase impossivel o isolamento de mioblastos suficientes de
musculos fast e slow, restringindo os estudos com culturas celulares de mioblastos (Froehlich et
al., 2013). No entanto, os trabalhos publicados até agora apenas desenvolveram culturas
celulares de mioblastos de peixes provenientes da musculatura de contracéo rapida.

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Estudos que visem esclarecer os mecanismos moleculares e celulares envolvidos com a
miogénese e 0 crescimento muscular de peixes permitem o desenvolvimento de um quadro
tedrico que pode contribuir para a elaboracdo de novas estratégias de criacdo e para a obtencéo
de melhorias na piscicultura intensiva. As culturas celulares primarias de mioblastos sdo
extremamente importantes nesse contexto, pois configuram ferramentas muito Uteis para
investigar a regulagdo da miogénese e alteragcbes na celularidade do musculo esquelético,
mecanismos diretamente relacionados ao aumento de massa muscular e qualidade de carne, além
de fornecerem informacdes de referéncia para a pesquisa em outras espécies de peixes.

Além disso, o uso das culturas celulares de mioblastos de peixes possibilita descobertas e

uma maior compreensdo das particularidades e dos mecanismos que regulam a biologia
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molecular, celular e fisiologia do muasculo esquelético, gerando conhecimento basico sobre esse

tecido bioldgico tdo fundamental para um grupo tdo diverso e importante como 0s peixes.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo de nosso trabalho foi utilizar culturas celulares primarias de mioblastos de
peixes para investigar diferentes aspectos do crescimento do musculo esquelético, fornecendo
novas informacBes quanto aos mecanismos moleculares e celulares que regulam o tecido

muscular nesses animais.

3.2. Objetivos especificos (separados conforme os capitulos)

Capitulo I: Ascorbic acid stimulates the in vitro myoblast proliferation and migration of
pacu (Piaractus mesopotamicus).

- Estabelecer culturas celulares primarias de mioblastos provenientes do musculo de
contracdo rapida (mioblastos fast) de pacus;

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de acido ascorbico e/ou menadiona (oxidante) na
proliferacdo dos mioblastos;

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de &cido ascérbico e/ou menadiona (oxidante) na
migracao dos mioblastos;

- Verificar a atividade de enzimas antioxidantes apds suplementacdo de acido ascérbico
nos mioblastos;

- Verificar a expressdo génica de marcadores moleculares de miogénese, sintese e

degradacéo proteica apds suplementacdo de acido ascorbico nos mioblastos.

Capitulo I11: Rainbow trout slow myoblast cell culture as a model to study slow skeletal
muscle and the characterization of mir-133 and mir-499 families as a case study.

- Estabelecer e padronizar culturas celulares primarias de mioblastos provenientes do
musculo de contracdo lenta (mioblastos slow) de trutas arco-iris;

- Verificar a expressdo génica de marcadores moleculares especificos para confirmacéao

do fendtipo e metabolismo dos mioblastos slow;
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Os niveis de expressdo dos mMRNAs foram detectados por PCR em tempo real, através da
plataforma QuantStudio ™ 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA).
Todas as analises estavam 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 GoTag® gPCR Master Mix (Promega,
USA) e primers sintetizados pela Invitrogen (USA). Os primers foram diluidos em UltraPure™
Distilled Water DNAse, RNAse Free (Thermo Fisher Scientific, USA) e suas concentracdes
ajustadas para 5 uM. Conforme instru¢des do fabricante, foram utilizados 8 puL de cDNA diluido
(1:20), 1.5 pL de Primer Forward, 1.5 pL de Primer Reverse e 4 puL de GoTagq® qPCR Master
Mix (Promega, USA), totalizando um volume final de 15 pL de solugdo. As reagOes foram
realizadas em duplicata, nas seguintes condic¢des: 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Foi feita a
andlise da Curva de Dissociacdo dos fragmentos ao término de cada reacdo de PCR, um passo de
20 minutos em que a temperatura da reacdo aumenta gradualmente de 60 para 95°C,
possibilitando a avaliacdo da especificidade de amplificacdo de cada conjunto de primers pela
presenca de um unico pico de fluorescéncia. A eficiéncia de reacdo foi calculada pelo software
LinRegPCR (Ramakers et al., 2003).

A quantificacdo relativa da expressio foi realizada pelo método 24 (Livak e
Schmittgen, 2001), utilizando o software DataAssist™ v3.01 (Thermo Fisher Scientific, USA).
As expressdes foram normalizadas pelos genes cujos valores de expressao foram constantes

entre todas as amostras utilizadas.
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