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RESUMO

O processo de crescimento muscular envolve a ativacao, proliferacdo e diferenciacéo de
mioblastos, ocorrendo por dois mecanismos: a hiperplasia e hipertrofia que sao
reguladas por uma série de proteinas, como os fatores de regulacdo miogénica (MRFs) e
a miostatina (Mstn). Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram avaliar em tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), dentro de um Programa de Melhoramento Genético a
expressdo de genes que controlam o crescimento muscular, e caracterizar oS
mecanismos de crescimento hipertréfico e hiperplasico da musculatura branca através
da morfometria das fibras musculares. Os animais sao provenientes da décima geragédo
do Programa de Melhoramento da Linhagem GIFT- TILAMAX/UEM, da Universidade
Estadual de Maringd (PMGT-UEM), onde foram coletadas amostras da musculatura
branca dorsal dos 16 peixes adultos de tildpia do Nilo (Oreochromis Niloticus),
separadas em dois grupos: animais de alto valor genético (AVG) e animais de baixo
valor genético (BVG). Foram realizadas anélises de peso e comprimento ao peso final,
analises de expressdo génica para os genes relacionados ao crescimento muscular -
MyoD, miogenina (Myog) e miostatina (Mstn) e analises de morfologia e morfometria
das fibras musculares. Os animais de alto valor genético apresentaram valores de peso e
comprimento maiores comparados aos animais de baixo valor genético. Para as analises
de expressdo génica, os resultados ndo foram significativos para os genes MyoD e

miogenina para ambos 0s grupos. Entretanto, para o gene da miostatina o resultado foi
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significativo, e houve maior expressdo para o tratamento com baixo valor genético. A
anélise morfométrica das fibras musculares mostrou valores significativos para as
classes de diametros entre 20 e 50um e maiores que 50um, porém ndo foi significativo
para a classe de diametro das fibras menores que 20 pum, demostrando que o intenso
crescimento muscular hipertréfico. Como concluséo, os animais de AVG apresentaram
maior desempenho como resultado de maior ganho de massa muscular por hipertrofia,
como consequéncia de menor expressao de miostatina em relacdo ao BVG. Salienta-se
que o presente trabalho é o primeiro estudo com tilapias do Nilo melhoradas e que é de
grande interesse futuros estudos relacionados ao crescimento muscular, principalmente

em peixes de agua doce, de rapido crescimento.

Palavras-chave: Genética, hiperplasia, hipertrofia, masculo esquelético, peixe.
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ABSTRAT

The muscle growth process involves the activation, proliferation and differentiation of
myoblasts, occurring by two mechanisms: hyperplasia and hypertrophy, which are
regulated by a series of proteins, such as myogenic regulation factors (MRFs) and
myostatin (Mstn). In this sense, the objectives of this work were to evaluate in Nile
tilapia (Oreochromis Niloticus), from a Genetic Improvement Program the expression
of genes that control muscle growth, and to characterize the mechanisms of
hypertrophic and hyperplastic growth of white musculature through morphometry
muscle fibers. The animals come from the tenth generation of the GIFT-TILAMAX /
UEM Lineage Improvement Program, of the State University of Maringd (PMGT-
UEM), where samples of the dorsal white musculature of 16 adult Nile tilapia fish
(Oreochromis Niloticus) were collected and separated into two groups: animals of high
genetic value (AVG) and animals of low genetic value (BVG). Analyzes of weight and
length at final weight, analysis of gene expression for genes related to muscle growth -
MyoD, myogenin (Myog) and myostatin (Mstn) and analysis of morphology and
morphometry of muscle fibers were carried out. The animals with high genetic value
had higher weight and length values compared to the animals with low genetic value.
For gene expression analyzes, the results were not significant for MyoD and myogenin
genes in both groups. However, for the myostatin gene the result was significant, where

there was greater expression for treatment with low genetic value. The morphometric
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analysis of the muscle fibers showed significant values for classes of diameters between
20 and 50um and greater than 50pum, however it was not significant for fibers class of
diameter smaller than 20 um, demonstrating that the intense hypertrophic muscle
growth. As a conclusion, the AVG animals showed higher performance as a result of
greater muscle mass gain due to hypertrophy and as a consequence of a lower
expression of myostatin compared to BVG. We emphasize that the present work is the
first study with improved Nile tilapia and that it is of great interest for future studies

related to muscle growth, especially in fast-growing freshwater fish.

Key words: Fish, genetics, hyperplasia, hypertrophy, skeletal muscle.
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|. INTRODUCAO

1. Breve panorama da aquicultura mundial
Estima-se que a producdo de peixes devera expandir de 179 milhdes para 204

milhGes de toneladas até 2030 (Food and Agriculture Organization - FAO, 2020). O
aumento da producdo de consumo global aumentou de 9,0 kg em peso vivo, para 20,5
kg em 2017 (FAO, 2020). Com base nessa estimativa, espera-se 0 aumento de 12,9%,
na producdo brasileira, que devera se expandir de 1319 mil toneladas de producdo de
peixes para 1490 mil toneladas (FAO, 2020).

A produgdo brasileira de cultivo atingiu 758.006 toneladas em 2019,
representando o crescimento de 4,9% com base no ano anterior (722,560 t), e desta
producdo nacional de peixes de cultivo, a tilapia representou 57%, colocando o pais

como 4° maior produtor de tilapia no mundo (PEIXE-BR, 2020).

2. Tilépia do Nilo (Oreochromis niloticus)
Originaria da Costa do Marfim, na Africa, a tilapia do Nilo (CASTAGNOLLI,

1992). Foi a terceira espécie mais produzida na aquicultura mundial, em 2018, com uma
producdo de 4525,4t perdendo somente para carpa capim (Ctenopharyngodon idella)
com 5704,0t e a carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix) com a producdo de
4788,5t (FAO, 2020).
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Devido ao seu grande potencial para a aquicultura, a sua distribuicdo foi
expandida para todos os continentes (HAYASHI et al., 1999). Em 1950, na regido
nordeste do Brasil, matrizes da tilapia Rendalli foram introduzidas para realizar o
povoamento dos reservatorios. Porém, devido ao pouco entendimento sobre o
desenvolvimento e ao baixo desempenho destes peixes em sistemas de criagdo néo
houve continuidade no projeto (MOREIRA et al., 2007).

Em 1971, a tilapia Bouaké, foi importada da Costa do Marfim e por muito tempo
se manteve como a principal linhagem criada e serviu como base para outras linhagens
importadas da Asia, como a Chitralada (VIEIRA et al., 2005). Com o propdsito de
melhorar geneticamente o plantel, em 1996, matrizes da linhagem Chitralada, foram
desenvolvidas através de projetos de melhoramento genético a partir da (Oreochromis
niloticus) do Japdo e melhoradas na Tailandia (KUBITZA, 2000;LOVSHIN, 2000).

Na Maléasia, em 1998, com o intuito de aumentar a variabilidade genética da
Oreochromis niloticus, surgiu a linhagem GIFT do inglés (Genetic Improvement of
Farmed Tilapias) (GUPTA; ACOSTA, B. O., 2005; LI, S. F. et al., 2006). Um projeto
de pesquisa de um o6rgdo ndo governamental (Wordfish Center), reproduziu oito
linhagens puras, utilizando quatro linhagens comerciais cultivadas na Asia, e outras
quatro linhagens silvestres cultivadas na Africa (GUPTA E ACOSTA, 2005).

No Brasil, em 2005, a estacdo experimental da Universidade Estadual de Maringa
(UEM-CODAPAR), foi uma das primeiras da América a receber as tilapias
geneticamente melhoradas, tornando-se o primeiro pais a trabalhar com a GIFT, em um
projeto desenvolvido em conjunto com a World Fish Center, com a contribuicdo da
Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca — SEAP (LUPCHINSKI JUNIOR et al.,
2008) Iniciando-se, entdo, o primeiro Programa de Melhoramento Genético em peixes

no Brasil, e neste ano de 2021, entra na 132 geracdo de selecdo com o nome de Tilamax.

A tilapia se tornou uma espécie de grande importancia para a piscicultura em
razdo de seu grande potencial para a producdo, pela rusticidade e rapido crescimento em
cultivo intensivo (WATANABE et al.,, 2002). Também apresenta habito alimentar
fitoplanctofago, aceita em todos os estagios de vida, outros tipos de alimentos, como as
racbes (SANTIAGO; ALDABA; REYES, 1987). Além de possuir filés ausentes de
espinhas de “Y” (SOUZA, M. L. R. De et al., 2004), e uma carne de excelente
qualidade (HAYASHI et al., 2002).
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3. Musculo Estriado Esquelético
A musculatura esquelética da tilapia representa de 35 a 60% do peso total do

animal (LISTRAT et al., 2015), e é constituido por células contrateis que estdo
envolvidas na locomocao (SILVA, M. D. P.; CARVALHO, 2007) e capacidade de se
adaptar, ou seja, quando o tecido € estimulado, muda de acordo com sua morfologia e
metabolismo, e reduz ou aumenta seu volume (FERIAN, 2015). E, é uma fonte proteica
na alimentacdo humana (SOUZA, M. L. R. De et al., 2004).

A musculatura dos peixes é dividida em unidades morfofuncionais conhecidas
como miémeros e que ao longo do corpo do animal, véo se repetindo e sdo separados
por camadas de fibras colagenas (tecido conjuntivo) chamadas de miosseptos que estdo
inseridas as fibras musculares (ALEXANDER, 1969) (Figura 1). Os musculos que
flexionam a coluna vertebral e a regido caudal para um lado e para o outro durante a
natacdo sdo chamados de musculos axiais, e eles estdo divididos em epaxial (dorsal) e
hipoaxial (ventral) através de uma divisdo chamada septos lateral ou horizontal,
localizada na regido do nervo da linha lateral (ALEXANDER, 1969; VIDELER, 2011).
Além disso, a flexibilidade da coluna vertebral suporta um septo medial que separa o
corpo em antimeros direito e esquerdo (VIDELER, 2011) (Figura 2).

O tecido muscular estriado € constituido por fibras musculares que sao células
musculares estriadas, alongadas, estreitas e multinucleadas, e esses nucleos ficam na
regido afastada do centro da fibra, abaixo da membrana plasmética (SILVA, M. D. P;
CARVALHO, 2007). O sarcoplasma é formado por um citoesqueleto altamente
desenvolvido, formado por filamentos contrateis organizados em miofibrilas e €
encontrado por todo o comprimento da fibra (SILVA, M. D. P.; CARVALHO, 2007).

Miossepto
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Figura 1. Organizagdo anatdmica da musculatura estriada esquelética, mostrando os miosseptos (tecido
conjuntivo entre os miémeros). Fonte: (JOHNSTON, I. A. N. A, 2001).

Muasculo
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——— 3 Medula
S —%—" Espinhal
\\ R
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%‘—/‘l\ *_
\ 1 RN
Ny
* Mdasculo
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Figura 2. Desenho esquemético de um corte transversal da musculatura de peixe mostrando a organizagdo
anatdmica da musculatura estriada. Observa-se o septo horizontal separando a musculatura epiaxial da
hipoaxial, o septo medial separando a musculatura em dois antimeros (direito e esquerdo), musculo
vermelho (superficial) e branco (profundo). Fonte: Adaptado de MARECO, (2012).

As fibras musculares nos peixes estdo distribuidas por diferentes
compartimentos: superficial, intermediario e profundo (NEBO, 2011). As fibras
musculares superficiais (vermelhas) representam até 30% da musculatura total dos
peixes (SANGER; STOIBER, 2001). Possuem didmetro pequeno (25-45um), muitas
mitocondrias e lipideos (Close, 1972), grande quantidade de mioglobina metabolismo
oxidativo e cadeia pesada de miosina (MHC) slow (SANGER; STOIBER, 2001),
contraindo as fibras lentamente, ou seja, responsaveis pelos movimentos lentos e de

sustentacdo do corpo (Fauconneau et al., 1995).

O compartimento intermediério, fica localizado entre o compartimento
superficial e profundo, e representa menos de 10% da massa corporal dos peixes, possui
forca e contragdo rapida, metabolismo oxidativo/glicolitico (SANGER; STOIBER,
2001). Podendo ser recrutadas para atividades de sustentacdo e movimentos rapidos
((JOHNSTON, I. A, 1999; SANGER; STOIBER, 2001).

No compartimento profundo (branco) concentra-se a maior quantidade da massa
muscular, representando nunca inferior a 70% do total e suas fibras possuem diametro

acima de 50 - 100um, ou até mais, poucas mioglobinas, poucos lipideos (SANGER;
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STOIBER, 2001). Nesse compartimento possui poucas mitocondrias, metabolismo
glicolitico e apresentam fibras de contracdo rdpida, cadeia pesada de miosina (MHC)
fast para movimentos bruscos de locomocdo, como captura de alimentos e fuga de
predadores (DRIEDZIC; HOCHACHKA, 1976;SANGER; STOIBER, 2001).

3.1 Desenvolvimento e crescimento muscular em peixes
Nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario, ocorre a formacgdo das

primeiras fibras musculares (DE ALMEIDA, 2011). No decorrer do processo da
formag&o muscular, ocorre com a especificagdo do mesoderma paraxial do embriéo, e
nesta etapa, acontece a formacdo de estruturas epiteliais transitorias denominados
somitos (ZHANG et al., 2001). Os somitos, ao longo do eixo dorso-ventral do embrido
se diferenciam e originam-se os dermomidtomo e os esclerotomo. Os dermomidtomo
fica situado do dorsalmente e origina a derme, musculatura esquelética dos membros e o
do tronco. Ja o escler6tomo se localiza na regido ventral e origina a cartilagem, 0sso0s
das vértebras e costelas (SILVA, M. D. P.; CARVALHO, 2007).

Nos miétomos, uma populacdo de células mesodérmicas denominadas adaxiais
se organiza em camada Unica, cercando ambos os lados da notocorda (DEVOTO et al.,
1996). Essas células adaxiais se alongam e migram em direcdo a superficie do miétomo
e se fundem para formar em miotubos, gerando embaixo da epiderme, uma
monocamada de células musculares que se incorporam umas as outras formando o0s
miotubos, que se diferenciam em fibra muscular vermelha (musculo lento) (CURRIE;
INGHAM, 2001; DEVOTO et al., 1996). As células adaxiais que ndo migraram para a
superficie, também chamadas de células laterais pré-somiticas ou mioblastos fast,
alongam em direcdo ao miétomo e se fundem para formar em miotubos, dando origem a
musculatura branca no embrido (CURRIE; INGHAM, 2001; DEVOTO et al., 1996).

O crescimento pos-embrionario do muasculo estriado, e inicia antes da absorcao
do saco vitelinico continuando até a fase adulta (JOHNSTON, I. A.; HALL, 2004;
STEINBACHER et al., 2007). Em posic¢des dispersas no midtomo e entre as fibras ja
existentes ocorre o recrutamento e formacdo de novas fibras musculares, atribuindo a
aparéncia de mosaico a musculatura quanto ao tamanho das fibras (STEINBACHER et
al., 2007).

As células progenitoras musculares (MPCs) no somito dependem de sinais que

induzidos pelos tecidos adjacentes, como o tubo neural, notocorda e o ectoderma dorsal
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e lateral, e em resposta a esses sinais, as células percussoras miogénicas originam 0s
mioblastos (RESCAN, Pierre Yves; JUTEL; RALLIERE, 2001). No momento em que,
0s mioblastos quiescentes sdo ativados, proliferam-se, fusionam uns aos outros,
formando miotubos que se diferenciam em novas fibras musculares (WATABE, S.,
1999) (Figura 3). Quando esses mioblastos se incorporam a uma fibra preexistente para
formar novos miotubos, e posteriormente a diferenciagdo em novas fibras musculares,
processo chamado de hiperplasia, sendo mais evidente durante a fase juvenil
(ROWLERSON; VEGGETTI, 2001). Ja o crescimento hipertréfico aumenta o didametro
das fibras e acontece em todos os estdgios de desenvolvimento do animal, porém é
predominante durante a fases adulta (ALMEIDA, DE et al., 2010).

Proliferacio

Determinacio (’_\4‘ Diferenciaciao ., Maturacio

@® =
SIS Y ——
Células precursoras Mioblastos Miotubo Miofibra
miogénicas

Figura 3. Representacdo dos principais eventos que acontecem durante o crescimento do musculo estriado
esquelético. Fonte: Adaptado de WATABE, (1999).

3.2 Fatores de regulacdo miogénica

A formagdo, o crescimento e manutengdo das fibras musculares, ocorre na
miogénese (PARKER; SEALE; RUDNICKI, Michael A., 2003). No decorrer do
desenvolvimento embrionario, acbes das células somiticas dependem da sinalizacdo de
sinais positivos ou negativos de tecidos adjacentes como a notocorda e tubo neural
(CHARGE; RUDNICKI, 2004). E, em resposta a esses sinais, 0s mioblastos comegam a
expressar ativadores transcricionais que controlam a expressdo de genes estruturais
musculares, transformando células ndo musculares com um fenétipo muscular (SILVA,
M. D. P.; CARVALHO, 2007).

Os genes encarregados por essa transformacdo sdo membros da familia dos
fatores transcricionais basic helix-loop-helix (bHLH), os fatores de regulacdo miogénica
(do inglés, myogenic regulatory factors ou MRFs) que sdo proteinas de determinacgéo
dos mioblastos (MyoD), miogenina (Myog), fator miogénico 5 (Myf5) e fator miogénico
4 (MRF4) (SILVA, M. D. P.; CARVALHO, 2007).

A regido helix-loop-helix (HLH) é formada por duas a-hélices separadas por um

loop. A regido basica (basic) compreende uma extensdo de uma das a-hélices da regido
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HLH (COLE et al., 2004). Esses fatores de ligacdo miogénica demonstram 80% de
similaridade e na sua sequéncia com o0s aminodcidos, compartilham um dominio
altamente conservado, o bHLH que séo fundamentais para a ligacdo com o DNA e para
controlar os fatores transcricionais da familia da proteina E (Figura 4) (EDMONDSON,
D. G.; OLSON, E. N., 1993; MURRE et al., 1989). Os heterodimeros MRF-proteina E
ou homodimeros de MRFs se ligam a sequéncias de DNA (5"- CANNTG-3"), chamadas
como E-box, presentes na regido promotora de genes especificos para promover a sua
transcricdo (CAMPOS et al., 2010; JOHANSEN; OVERTURF, 2006; MURRE et al.,
1989; RESCAN, P. Y., 2001).

Figura 4. Sistema cristalografico do complexo constituido através do dimero do fator transcricional da
familia “basic Helix-Loop-Helix” (bHLH), MyoD e o DNA. Fonte: Adaptado de MA et al., (1994).

Os MRFs sdo o0s primeiros a serem necessarios para a linhagem miogénica para
serem expressos pelos mioblastos (JOHANSEN; OVERTUREF, 2005; RELAIX, 2006)..
Os genes MyoD e Myf5, determinam a proliferacdo dos mioblastos, enquanto os genes
Myog e MRF4 sdo responsaveis diferenciacdo dos mioblastos (JOHANSEN;
OVERTURF, 2006; MEGENEY; RUDNICKI, M. A., 1995). Ao contrario dos MRFs
que contribuem a favor do crescimento muscular, a miostatina (Mstn), conhecida como
GDF8 (“# transforming growth factor ”), atua inibindo a proliferacdo e diferenciagédo
dos mioblastos no musculo esquelético (GABILLARD, Jean Charles et al., 2013).
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4. Genes relacionados ao crescimento: MRFs e Miostatina.

4.1 MyoD e Miogenina (Myog)

O gene MyoD, descoberto por DAVIS; WEINTRAUB; LASSAR, (1987) e a
miogenina (Myog) por WRIGHT; SASSOON; LIN, (1989), sdo conhecidos como
fatores de transcricdo que pertencem a familia de proteinas "basic helix-loop-helix"
(COLE et al., 2004). O desenvolvimento da miogénese acontece pela acdo de varias
moléculas de sinalizagdo que regulam temporariamente a ativacdo, proliferacéo,
diferenciacdo e fusdo da linhagem de células miogénicas para a formagdo dos miotubos,
que quando amadurecem formam a fibra muscular ((BUCKINGHAM; RIGBY, 2014).
Dessa forma, ocorre a especificacdo de células progenitoras para formar a célula
percursora miogénica (MPCs), linhagem dos somitos, e essas células ddo origem aos
mioblastos que se diferenciam com a regulacéo positiva de MyoD e Myf5, formando as
fibras musculares lentas (vermelho) ou rapidas (brancos) (DAL-PAI-SILVA et al.,
2020; CHARGE E RUDNICK, 2004).

Os genes MyoD e Myf5 determinam a identidade dos mioblastos e contribuem
para a expansdo de células precursoras miogénicas, sO que antes da expressdo dos
MRFs, essas células necessitam ser pré-comprometidas com a linhagem miogénica
(SILVA, M. D. P.; CARVALHO, 2007). No embrido, esse pré-compromisso sofre acdo
da familia Pax, como o Pax3 que é expresso em células da mesoderme (GOULDING;
LUMSDEN; PAQUETTE, 1994; WILLIAMS; ORDAHL, 1994), os mioblastos deixam
o ciclo celular para expressar MyoD e Myf5, formando em midcitos diferenciados e logo
apos, inicia-se a expressdo da miogenina e MRF4 para regular a diferenciacdo das fibras
musculares (Figura 5) (MEGENEY; RUDNICKI, M. A., 1995).

Quando ocorre a formacdo do musculo vermelho e branco, uma subpopulacéo de
células percursoras miogénicas ndo se funde para formar miotubos, ocupando um
espaco proximo as miofibrilas no processo final de desenvolvimento do musculo, essas
células expressam principalmente os genes Pax3 e Pax7, que ddo origem aos mioblastos
em mamiferos e em peixes (ALMEIDA, DE et al., 2008; BERBEROGLU et al., 2017;
DUMONT; WANG; RUDNICKI, 2015; KASSAR-DUCHOSSOY et al., 2005;
ZHANG; ANDERSON, 2014).
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Figura 5. (A) Esquema demonstrando a linhagem das células precursoras miogénicas (MPCs) do
miétomo que comprometida com a linhagem miogénica expressa Pax3 que colabora para a expansdo das
células precursoras miogénicas e a diferenciacdo dos mioblastos. MyoD e Myf5 controlam a proliferagdo
de mioblastos. Miogenina e MRF4 regulam a diferenciacdo de mioblastos em miotubos, que mais tarde se
diferenciam para formar miofibras maduras. (B) A subpopulacdo de MPCs expressando Pax3 e Pax7 deu
origem as células semelhantes aos mioblastos, localizadas nas fibras musculares maduras. Essas células,
quando ativadas, proliferam sob o controle de MyoD e Myf5, diferenciam-se sob o controle de Miogenina
e MRF4, e controlar o crescimento muscular pela hipertrofia da fibra (aumento das fibras em didmetro e
comprimento com nucleo adicionado na fibra preexistente) e hiperplasia da fibra (acréscimo do nimero
de fibras musculares). Uma populacéo de mioblastos ao expressar Pax3 e Pax7 sdo responsaveis pela auto
renovacao dos mioblastos inativados Fonte: Adaptado de DAL-PAI-SILVA et al., (2020).

Estudos relacionados com os genes MyoD e miogenina foram encontrados em
zebrafish (HIRSINGER et al., 2004; JOHANSEN; OVERTURF, 2006), truta arco-iris
(STEINBACHER et al., 2007), pacu (ALMEIDA, DE et al., 2010), pirarucu
(ALMEIDA, DE et al., 2008), salmdo (JOHNSTON, I. A. N. A., 2001), tilapia do Nilo
(NEBO et al.,, 2013). De acordo com o estudo de RUDNICKI, et al., (1993) ao
avaliarem ratos mutantes sem MyoD e Mrf5, observaram que a perda desses genes,
resultou na falha completa na determinagdo de mioblastos para formar o musculo
esquelético, indicando que a rede de transcricdo regula o processo da miogénese.
Quando apresentam deficiéncia da miogenina, os embrides morrem durante o periodo
perinatal, pela falta de diferenciagdo de midcitos, mostrando auséncia quase total de
fibras musculares (HASTY et al., 1993; NABESHIMA, Y. et al., 1993).
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4.2 Miostatina (Mstn)
O gene da miostatina (Mstn) ou GDF8 (Fator de crescimento e diferenciacdo —

8), descrita por (MCPHERRON, A C.; LAWLER; LEE, S J, 1997)McPherron et al.
(1997), é uma proteina da familia TGF-R (fator de crescimento transformador R) e
possui papel como regulador negativo do crescimento do musculo esquelético
(ACOSTA, J. et al., 2005; MCPHERRON, A C.; LAWLER; LEE, S J, 1997).) A
expressao da miostatina nos mamiferos é exclusivamente no muasculo esquelético, nas
fases de desenvolvimento e adultos (MACCATROZZO et al., 2001). Nos peixes, é
possivel encontrar a expressdo da miostatina no tecido muscular, olhos, branquias,
ovarios, testiculo, intestino e cerebro, possuindo papel também funcdo em tecidos
reprodutivos ((ACOSTA, J. et al., 2005; MACCATROZZO et al., 2001; RODGERS et
al., 2001).

A superexpressdo da miostatina pode causar atrofia muscular, enquanto a
rejeicdo ou perda da funcdo pode causar crescimento excessivo do musculo
(RODRIGUEZ et al., 2014). Em camundongos, 0 gene da miostatina atua como fator
regulador negativo, e resulta na perda intensa da massa muscular (ZIMMERS et al.,
2002). Porém, foi relatado que em camundongos que possuia a mutacdo do gene,
ocorreu 0 aumento do nimero e do tamanho das fibras musculares, demonstrando que a
miostatina controla o nimero de fibras durante o periodo embrionario e o crescimento
no periodo pés-natal (MCPHERRON, A C.; LAWLER; LEE, S J, 1997).

A via de sinalizacdo da miostatina, assim como de outros genes do musculo é
muito importante para a manutencdo do fendtipo muscular, pois é capaz de inibir a
ativacdo da via fostatidilinositol quinase (PIK3), que inibe a fosforilagdo da proteina
AKT, inibindo a via de sintese proteica AKT/MTOR (OTTO; PATEL, 2010). Ao inibir
a proteina PIK3, através da ligacdo aos receptores especificos na membrana da célula-
alvo, ativando varias proteinas da familia Smads fazendo que formem complexos
(OTTO; PATEL, 2010). Esses complexos de proteinas Smads sdo transportados para o
nacleo, que interage com proteinas de transcri¢do, regulando a transcricdo de genes-
especificos e inibindo a acdo da via IGF/AKT que atuam na sintese proteica, fusdo de
mioblastos e diferenciagdo dos mioblastos, inibindo o crescimento muscular
(JOHNSTON, 1. A.; BOWER; MACQUEEN, 2011). Consequentemente, proteinas
responsaveis pela degradacéo proteica deixam de ser inibidas e passam a atuar, inibindo
o crescimento muscular (OTTO; PATEL, 2010).
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Assim, a modulagdo do crescimento muscular esta diretamente relacionada com
o controle da proliferacdo dos mioblastos através da expressdo do gene MyoD e a
diferenciacdo dos mioblastos pela expressdo da miogenina (JOHANSEN; OVERTURF,
2006), e esse crescimento pode ser inibido pela acdo do gene da miostatina (ACOSTA,
J. et al., 2005). Por isso, o conhecimento dos fatores que controlam o crescimento
muscular é importante para entender a dindmica desse processo, principalmente, na area
da aquicultura, em espécies com grande valor comercial como a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), considerando a importancia e o potencial de crescimento das

linhagens geneticamente melhoradas.
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Il. OBJETIVOS

Avaliar em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), dentro de um programa de
melhoramento genético a contribui¢cdo dos mecanismos hiperplasico e hipertréfico e a

expressao de genes que controlam o crescimento muscular.
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111 - Expressdo de genes associados ao crescimento muscular em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) melhoradas

Improved gene expression associated with muscle growth in Nile tilapia (Oreochromis

niloticus)

RESUMO

O processo de crescimento muscular envolve a ativagao, proliferacéo e diferenciacéo
de mioblastos, ocorrendo por dois mecanismos: a hiperplasia e hipertrofia que sdo reguladas
por uma série de proteinas, como os fatores de regulacdo miogénica (MRFs) e a miostatina
(Mstn). Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram avaliar em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), dentro de um Programa de Melhoramento Genético a expresséo de
genes que controlam o crescimento muscular, e caracterizar os mecanismos de crescimento
hipertréfico e hiperplasico da musculatura branca através da morfometria das fibras
musculares. Os animais sao provenientes da décima geracdo do Programa de Melhoramento
da Linhagem GIFT- TILAMAX/UEM, da Universidade Estadual de Maringd (PMGT-UEM),
onde foram coletadas amostras da musculatura branca dorsal dos 16 peixes adultos de tilapia
do Nilo (Oreochromis Niloticus), separadas em dois grupos: animais de alto valor genético
(AVG) e animais de baixo valor genético (BVG). Foram realizadas analises de peso e
comprimento ao peso final, analises de expressdo génica para 0s genes relacionados ao
crescimento muscular - MyoD, miogenina (Myog) e miostatina (Mstn) e andlises de
morfologia e morfometria das fibras musculares. Os animais de alto valor genético
apresentaram valores de peso e comprimento maiores comparados aos animais de baixo valor
genético. Para as anélises de expressao génica, os resultados ndo foram significativos para 0s
genes MyoD e miogenina para ambos 0s grupos. Entretanto, para o gene da miostatina o
resultado foi significativo, e houve maior expressdo para o tratamento com baixo valor
genético. A analise morfométrica das fibras musculares mostrou valores significativos para as
classes de diametros entre 20 e 50um e maiores que 50um, porém nao foi significativo para a

classe de diametro das fibras menores que 20 pm, demostrando que o intenso crescimento
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muscular hipertréfico. Como concluséo, os animais de AVG apresentaram maior desempenho
como resultado de maior ganho de massa muscular por hipertrofia, como consequéncia de
menor expressao de miostatina em relacdo ao BVG. Salientando que o presente trabalho é o
primeiro estudo com tilapias do Nilo melhoradas e que é de grande interesse futuros estudos
relacionados ao crescimento muscular, principalmente em peixes de agua doce, de rapido

crescimento.

Palavras-chave: Genética, hiperplasia, hipertrofia, musculo esquelético, peixes.

I11 - Expression of genes associated with muscle growth in Improved Nile tilapia

(Oreochromis niloticus)
ABSTRACT

The muscle growth process involves the activation, proliferation and differentiation of
myoblasts, occurring by two mechanisms: hyperplasia and hypertrophy, which are regulated
by a series of proteins, such as myogenic regulation factors (MRFs) and myostatin (Mstn). In
this sense, the objectives of this work were to evaluate in Nile tilapia (Oreochromis niloticus),
from a Genetic Improvement Program the expression of genes that control muscle growth,
and to characterize the mechanisms of hypertrophic and hyperplastic growth of white
musculature through morphometry muscle fibers. The animals come from the tenth generation
of the GIFT-TILAMAX / UEM Lineage Improvement Program, of the State University of
Maringa (PMGT-UEM), where samples of the dorsal white musculature in 16 adult Nile
tilapia fish (Oreochromis Niloticus) were collected and separated into two groups: animals of
high genetic value (AVG) and animals of low genetic value (BVG). Analyzes of weight and
length at final weight, analysis of gene expression for genes related to muscle growth -
MyoD, myogenin (Myog) and myostatin (Mstn) and analysis of morphology and
morphometry of muscle fibers were carried out. The animals with high genetic value had
higher weight and length values compared to the animals with low genetic value. For gene
expression analyzes, the results were not significant for the MyoD and myogenin genes in
both groups. However, for myostatin gene, the result was significant, and there was greater
expression for treatment with low genetic value. The morphometric analysis of the muscle
fibers showed significant values for classes of diameters between 20 and 50um and greater
than 50um, however it was not significant for fibers class of diameter smaller than 20 pm,
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demonstrating that the intense hypertrophic muscle growth. As a conclusion, the AVG
animals showed higher performance as a result of greater muscle mass gain due to
hypertrophy and as a consequence of less myostatin expression compared to BVG.
Emphasizing that the present work is the first study with improved Nile tilapia and that it is of
great interest for future studies related to muscle growth, mainly in fast-growing freshwater
fish.

Keywords: Genetics, hyperplasia, hypertrophy, skeletal muscle, fish.

1. Introducéo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca por possuir varios atributos que a
tornam apta para promover o crescimento da producdo, como por exemplo, possui facilidade
de reproducéo, por sua adaptabilidade a varios sistemas de producdo e rapido crescimento
(WATANABE et al., 2002).

O indice de crescimento em peixes € um dos fatores mais importantes para 0 sucesso
na aquicultura, pois grande parte da carne, é formada pelos muasculos esqueléticos, fornecendo
proteina de alto valor na dieta (ZHANG, Y. et al., 2006). Por isso, um programa de
melhoramento genético voltado a producdo animal, busca por animais com maior ganho de
peso e faz com o crescimento muscular seja um fator importante (RESENDE, 2010). As
linhagens melhoradas tém favorecido ciclos de producdo mais curtos, com melhores indices
de desempenho em ganho de peso gerando maior rentabilidade aos produtores e melhor
rendimento a inddstria (FULBER et al., 2009).

O crescimento muscular depende da ativacéo, proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos,
que sao ceélulas-tronco localizadas na periferia das fibras musculares. Nos peixes, 0
crescimento muscular ocorre pela hiperplasia e hipertrofia (ROWLERSON; VEGGETTI,
2001). Esses eventos sdo regulados por varias proteinas, como os fatores de regulacéo
miogénica (MRFs) e a miostatina (Mstn) (RESCAN, P. Y., 2001).

Dentre 0os MRFs, estdo (MyoD), fator miogénico 5 (Myf5), miogenina (Myog) e fator
miogénico 4 (MRF4) (WATABE, 1999), que sdo responsaveis pelo controle da proliferacdo e
diferenciacdo dos mioblastos, respectivamente, no periodo embrionario e pds-natal
(BUCKINGHAM; RIGBY, 2014; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017). Ja a

miostatina (Mstn) é considerada um regulador negativo do crescimento muscular por inibir a
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proliferacdo e diferenciacdo dos mioblastos em mamiferos (GABILLARD et al., 2013). Em
peixes, estudos mostram que a funcdo da Miostatina parece ser mais ampla, pois sua
expressao ndo se restringe ao tecido muscular estriado esquelético (LANGLEY et al., 2002;
LEE et al., 2009). No entanto, os mecanismos envolvidos com o controle do crescimento

muscular pela miostatina em peixes ainda ndo é bem compreendido.

Portanto o objetivo do trabalho € avaliar em tilapia do Nilo, dentro de um Programa de
Melhoramento Genético, a contribuicdo dos mecanismos hiperplasico e hipertréfico e a

expressao dos genes que controlam o crescimento muscular.

2. Materiais e métodos

Este experimento foi aprovado pela comissdo de ética no uso dos animais (CEUA), da

Universidade Estadual de Maringa (parecer de aprovagdo 4195300320).

2.1 Animais

Foram utilizados 16 exemplares de tilapia do Nilo adultas, provenientes da décima
geracdo do Programa de Melhoramento da Linhagem GIFT- TILAMAX/UEM (PMGT-
UEM), da unidade demonstrativa de producdo de tilapia do Nilo em tanques rede da
Universidade Estadual de Maringda, no Rio do Corvo, Municipio de Diamante do Norte — PR.
O experimento foi conduzido em um Delineamento Inteiramente ao acaso (DIC) com dois
grupos experimentais, animais melhorados com alto valor genético (AVG) e animais

melhorados com baixo valor genético (BVG), com oito repeti¢des por grupo experimental.

Antes do abate, foram verificados e registrados os numeros dos tag PIT (Passive
Integrated Transponder). O método de abate foi através de sangria, apos a insensibilizacdo por
choque-térmico (caixas isotérmicas com gelo moido e agua [1:1], temperatura de 0°C). ApoOs
0 abate, os animais foram pesados individualmente e coletadas as medidas de peso (g) e

comprimento total (cm) e as amostras do musculo branco dorsal, proximo a linha lateral.

2.2 Expressdo Génica

Amostras da musculatura branca dorsal dos peixes foram coletadas em condi¢bes

estéreis, congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenadas em freezer a -80°C
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até a extracdo do RNA. A avaliacdo da expressdo dos genes, MyoD, miogenina e da
Miostatina na musculatura esquelética da tilapia foi realizada por reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real apds transcricdo reversa (RT-gPCR).

A extracdo do RNA foi realizada com o reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA), utilizando 1 ml da solugdo para cada 100 mg do tecido muscular, conforme
recomendado pelo fabricante. Todos os materiais utilizados foram tratados anteriormente
com inibidor de RNase - RNase AWAY® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Apos a
adicdo do Trizol, as amostras foram trituradas, homogeneizadas e mantidas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, em cada amostra foram adicionados 200 pl de
cloroférmio, seguida de agitacdo manual. Apos essa agitacdo, as amostras foram mantidas por
3 minutos em temperatura ambiente e centrifugadas por 15 minutos a 12.000 xg, a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo estéril de 1,5 ml contendo 500 pL
de isopropanol. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por
10 minutos. Novamente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 xg, a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado com 1 ml de etanol 75%. Uma ultima
centrifugacgdo a 7.500 xg por 5 minutos foi realizada e o sobrenadante descartado. Por fim, o
pellet ficou secando por 20 minutos e foi ressuspendido em &gua ultrapura livre de RNase. A
concentracdo do RNA total foi mensurada via espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific) e sua integridade avaliada em gel de agarose a 1%, corado com reagente SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) e visualizado sob luz ultravioleta.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), conforme recomendacdes do fabricante. Em um tubo estéril foi adicionado 1 pg de
RNA total, 1 puL de 10 X DNase I reaction buffer e 1 pL DNase | amplification grade (1
U/uL). A reacdo ficou incubada a temperatura ambiente, por 15 minutos. Foi inativada a

DNase adicionando 1ul de EDTA a 25 mM e aquecida a 65°C por 10 minutos.

Para sintese do Cdna, utilizou-se o kit SuperScript Il First-Strand Syntesis Super Mix
(Life Technologies, CA, Carlsbad, USA) conforme as normas do fabricante. Em um tubo
esteril e livre de RNAse, foram adicionados 1uL de tampao para o anelamento (“annealing
buffer”), 1 uL de oligo (dT) (50uM oligo(dT) 20 e 6 pl de RNA total tratado com Dnase. A
reacdo foi incubada por 5 minutos a 65°C, e logo apo6s, colocada em gelo por 1 minuto.
Posteriormente, foi adicionado 10 pL de solugdo 2x First-Strand Reaction Mix (Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 2 uL de solugdo contendo a enzima transcriptase reversa
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157  SuperScript 111 e o inibidor de RNAse. A solucdo foi incubada por 50 minutos a 50°C e por 5
158  minutos a 85°C, e imediatamente colocada em gelo. As amostras foram armazenadas a -20°C

159  até o momento das analises.

160 As reagOes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real foram realizadas,
161  utilizando o composto fluorescente Power Up SYBR GREEN (Applied Biosystems, Carlsbad,
162 CA, USA), 10 uL por reacdo. Esse composto quando esta em solucdo apresenta pouca
163  fluorescéncia, porém, o acimulo do corante nas regides especificas de ligacdo na dupla hélice
164  durante os ciclos da PCR, faz com que a fluorescéncia aumente a cada ciclo da reacéo,
165  podendo ser detectada e quantificada. As analises de PCR em tempo real foram realizadas no
166  equipamento Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
167  USA). Os primers utilizados nas reacdes de amplificacdo foram desenhados pelo software

168  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast para os genes MyoD, Myog, Mstn, de tilapia,

169  confeccionados pela (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com o banco de dados do
170  National Center for Biotechnology Information disponivel no site
171  https://www.ncbi.nlm.nih.govn (ndmero de acesso NM_001279720.1, NM_001279526.1,
172 XM_ 003458832.5 e como controle enddgeno foi utilizado o gene da B-actina nimero de

173  acesso XM_ 003443125.7). Todas as andlises foram realizadas em duplicatas, com volume

174  final de 20 pL por amostra.

175  Tabela 1- Sequéncias de primers utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR em tempo real
176  apos transcricdo reversa RT-gPCR).

Temp Fw/ Amplicom

Genes Sequéncias de Primers (5’ - 3%) N° de Acesso NCBI
(°C) Rv (pb)

Fw  CTTCTACCCGGTGCTGGAG
MyoD  60°C 200 NM_001279720.1
Rv.  CCAGACTGGAGACCACTGAAC

Fw CACTGAGACAGGACAGCAGG
Myog  60°C 219 NM_ 001279526.1
Rv TCCACAATGGAGGTCAAGGC

Fw  CATCGAGATCAACGCTTTCG
Mstn 60°C 114 XM_ 003458832.5
Rv  CTGGGGCCCTCTGAAATCTT


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://www.ncbi.nlm.nih.govn/
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3- Fw TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG
_ 60°C 117 XM_ 003443125.7
actina Rv CTGTTGGCTTTGGGGTTCA

177  Fw= Forward; Rv= Reverse; Temp. (°C)= Temperatura; MyoD; Myog= Miogenina; Mstn=

178 Miostatina; R-actina= Beta actina.

179

180 2.3 Morfologia e Morfometria

181 Para a analise da morfologia e morfometria das fibras musculares foi utilizada
182  metodologia descrita por (ALMEIDA, DE et al., 2008). Foram coletados fragmentos da
183  musculatura branca dorsal, na proximidade da linha lateral. Logo apds a coleta, todas as
184  amostras musculares foram envolvidas em talco neutro, congeladas em nitrogénio liquido e
185  armazenadas em freezer a -80°C. Os cortes transversais (10 um), obtidos em criostato, foram
186  submetidos a coloracdo hematoxilina-eosina (H.E) para avaliacdo da morfologia e
187  morfometria das fibras musculares. Utilizando um sistema de analise de imagens pela objetiva
188  de 20X, em campos aleatorios da lamina histologica, foi determinado o menor didametro de
189 200 fibras musculares, por animal, que foram agrupadas em classes de diametros (<20, >20 e
190 <50, >50), para avaliar o grau de crescimento hipertrofico e hiperplésico das fibras
191  musculares. Os resultados foram expressos como frequéncia de fibras musculares em uma

192  dada classe de diametros em relacdo a frequéncia total de fibras analisadas.

193

194 2.4 Andlises estatisticas

195 Para as analises de expressdo relativa foi utilizado o método de Livak 22T (LIVAK;
196 SCHMITTGEN, 2001) e os resultados foram apresentados como unidade arbitraria (UA). O
197  teste de Shapiro-Wilk, ao nivel de significancia de 5%, foi aplicado para verificar a
198  normalidade da distribuicdo dos dados de expressdo génica, desempenho e morfometria das
199  fibras musculares (SHAPIRO; WILK, 1965). A linguagem de programagdo R (R
200 development core team, 2019), foi utilizada para as andlises de variancia, a 5% de
201  probabilidade para os dados de desempenho e expressdo génica. Para as analises de
202  morfometria das fibras musculares foram realizadas analises ndo paramétricas com
203  distribuicdo binominal a 5% de probabilidade utilizando o Software SAS (SAS Inst. Inc.,
204  Cary, NC, USA).
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3. Resultados

3.1 Desempenho

Na avaliagdo do desempenho os peixes do grupo com alto valor genético (AVG),
obtiveram maior média de peso (1409,6g + 381,83¢g), quando comparados com 0s animais do
grupo de baixo valor genético (BVG; 855,89 + 204,15g) (p=0,0027) (Figura 1A). Em relagédo
ao comprimento total AVG também apresentou maior media (38,75cm + 3,02cm), comparado
ao grupo (BVG 32,71cm = 1,93cm) (p=0,0003) (Figura 1B).

A B
7 50,00
1400,00 ~
5 a
1200,00 b 2 40,00 1
° < b
~ 100,00 o
3 o 3000 1
0 z
@ 800,00 ]
X = 2000
600,00 1 ¢
3
40000 10,00
200,00 0.00
AVG BVG ' AVG BVG

Fig. 1. Desempenho de peso (A) e comprimento total (B) para os grupos de alto valor genético (AVG)
e baixo valor genético (BVG). Os valores médios com letras diferentes foram significativos a
(p<0,05).

3.2 Morfologia e Morfometria

A analise dos cortes histoldgicos transversais da musculatura branca dorsal, corada em
HE, nos peixes dos grupos AVG e BVG demonstrou fibras musculares redondas ou
poligonais, aciddfilas, multinucleadas e com nucleos periféricos. As fibras se mostraram
separadas por septos finos de tecido conjuntivo, o endomisio. Os septos mais espessos de
tecido conjuntivo separaram as fibras musculares em fasciculos e compGe o perimisio. As
fibras musculares apresentam um padrdo em mosaico discreto, caracterizado por fibras de
grandes didmetros entremeadas por pequena quantidade de fibras pequenas (Figura 2).

A distribuicdo de frequéncia de fibras musculares brancas ndo foi significativa na
classe de diametros menores que 20 um (p=0.2723). No entanto, as frequéncias com
didmetros apresentaram diferengas significativas entre 20 e 50 um (p=0.0007) e maiores que
50 um (p=0.0060) entre os dois grupos experimentais. Para ambos os grupos, fibras

musculares com didmetro menores que 20 um ndo apresentou muita frequéncia. Animais do
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grupo (BVG) obtiveram 14,63% de suas fibras musculares com didmetros entre 20 e 50 um e
enquanto nos animais (AVG) a frequéncia observada foi de 9,58%. Foram encontradas as

maiores frequéncias de fibras de didmetro maiores que 50 um para os dois grupos, mostrando

que a maior frequéncia de fibras encontradas foi nos animais do grupo (AVG) apresentando
89,76%, comparados aos animais com (BVG) 85,13% (Figura 3).

Fig. 2. Fotomicrografias representativas de cortes transversais do masculo esquelético branco em
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). (A) Grupo de alto valor genético (AVG). (B) Grupo de baixo
valor genético (BVG). Observa-se um padrdo em mosaico discreto das fibras musculares menores(a)
entre as fibras grandes (b). Endomisio (e). Coloragdo Hematoxilina — eosina (HE). Objetiva de 20X.
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Fig. 3. Distribuicdo das fibras musculares brancas em classes de diametros em tilapias do Nilo adultas
(Oreochromis niloticus). As colunas representam frequéncias de fibras brancas (%) nas classes de
didmetros em cada grupo (AVG: Alto valor genético; BVG (Baixo valor genético). As letras diferentes
na coluna mostram frequéncias de fibras com variagdo significativa em uma mesma classe de diametro
(p <0,05).
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249  Fig. 4. Distribuigdo das fibras de 0 um a 130 um para o grupo de alto valor genético (AVG) e 0 grupo
250  de baixo valor genético (BVG) e a frequéncia (%) de chances de ocorrer para o grupo (AVG).

251

252 3.3 Expressdao de mRNA de MyoD, miogenina (Myog) e miostatina (Mstn)

253 No musculo branco de tilapia do Nilo, ndo foi observada diferenca significativa a
254 5% na expressdo dos genes da MyoD (p=0.4943) e miogenina (Myog) (p=0.7688) entre os
255 grupos de alto e baixo valor genético (Figura 5% e B respectivamente. Ao contrério, a
256  expressdo do gene da miostatina (Mstn) foi significativa (p=0.0106). Os peixes do grupo com
257  baixo valor genético, apresentaram maior expressao em comparagao ao grupo com alto valor

258  genético (Figura 5C).
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260  Fig. 5. Expressdo de proteina da MyoD, miogenina (Myog) e miostatina (Mstn). Grupo de alto valor
261  genético (AVG); Grupo de baixo valor genético (BVG). Diferencas significativas (p <0,05)
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comparando 0 mesmo gene entre 0s grupos sdo indicadas pelas diferentes letras mindsculas acima das
barras.

4. Discussao

Quando se trata de espécies destinadas a producdo aquicola, o crescimento muscular
possui muito valor econdmico, pois o rendimento e a qualidade do filé sdo importantes
(Resende, 2010), principalmente dentro de um programa de melhoramento genético, pois
espécies melhoradas tendem a crescer mais. Os resultados demonstraram que 0s peixes com
alto valor genético (AVG) obtiveram maior peso e consequentemente maior comprimento
comparados aos peixes de baixo valor genético (BVG) (Figura 1A e 1B). O que ja era
esperado, pois sdo peixes da décima geracdo do melhoramento genético, que tem como

objetivo aumentar o ganho de peso, rendimento de filé e crescimento.

O mdsculo branco é um tecido bastante estudado em peixes por constituir a maior
parte do filé (JOHNSTON, 2006). Nos peixes que apresentam crescimento indeterminado, o
crescimento muscular ocorre por hipertrofia e pela formagédo de novas fibras durante toda a
vida do animal (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). Depois que 0s peixes
alcancam a cerca de 56% do tamanho adulto, o crescimento muscular é basicamente pela
hipertrofia. Dal Pai-Silva et al., (2003) encontraram em tilapias do Nilo com comprimento
médio de 28,30 cm uma menor frequéncia de fibras brancas com didmetros de <21 pm,
sugerindo um recrutamento ativo de fibras para o crescimento. No presente estudo a baixa
frequéncia de fibras menores que 20 um nos dois grupos indica a formacdo de novas fibras
musculares por hiperplasia, refletindo no mosaico discreto observado na analise morfologica.
Ja na classe de fibras com diametro de 20 a 50 um foi observada maior frequéncia no grupo
BVG (14,63%), indicando o inicio da hipertrofia das fibras recém-formadas (figura. 3).

Tilapias AVG apresentaram frequéncia de aproximadamente 89% para as fibras com
diametros >50 um, enquanto tilapias BVG apresentaram frequéncia de aproximadamente 85%
(Figura 3C). De acordo com outros estudos, na fase adulta observa-se maior ocorréncia da
hipertrofia (ALMEIDA, DE et al., 2008, 2010; DAL PAI-SILVA, M. et al., 2003). Os (estes)
resultados sugerem que a maior frequéncia de fibras hipertroficas contribuiu com o maior
peso e comprimento nos peixes do grupo com alto valor genético (AVG) quando comparados
com o grupo de BVG. Foi observado que conforme ocorre 0 aumento no diametro das fibras
(Figura 4.), o grupo AVG apresenta maior probabilidade de ter maior frequéncia de fibras

hipertréficas quando comparado ao grupo BVG. Os diametros foram iguais até o 40 um,
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acima de 40 um, foi observado diferenca significativa com vantagem para 0os animais do
grupo AVG, em que nestes, foram observados a porcentagem de 64,97% de probabilidade em

possuir fibras de 130 um comparados ao grupo de BVG.

A proliferagdo de mioblastos estd sob controle da expressdo de MyoD, enquanto a
diferenciacdo ocorre sob regulacdo da miogenina (WATABE, 2001). A expressao dos genes
da MyoD e miogenina nédo foi significativa (p<0,05) para ambos os grupos (Figura 5B). Os
niveis de MyoD e miogenina encontrados indicam equilibrio entre os processos de
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos direcionados para o crescimento hipertrofico das
fibras musculares, conforme observado na analise morfométrica (ALMEIDA, DE et al., 2010;
NEBO et al., 2013).

Em relacdo ao gene da miostatina (Mstn), o grupo AVG apresentou menor expresséo
em comparacdo ao grupo BVG. A miostatina possui como funcdo principal regular
negativamente o crescimento muscular, pois inibe a proliferacdo dos mioblastos ao reprimir a
transcricdo de MyoD e ser responsavel pela perda da diferenciacdo pelo gene miogenina e
inibindo a sintese de proteinas (LANGLEY et al., 2002). Em zebrafish (Danio rerio), os
autores (XU, C. et al., 2003), avaliando a expressdo da miostatina nas fases larval, juvenil e
adulta, encontraram baixa expressao da miostatina na fase larval. Nesta fase, ha maior
ocorréncia da hiperplasia. Na fase juvenil e adulta, o crescimento por hiperplasia é baixo, e a
expressao da miostatina aumenta, mostrando que o gene tem acdo na inibicdo do crescimento

muscular.

Em estudo com o musculo vermelho e branco em pirarucu (Arapaima gigas)
(CARANI et al., 2013), encontrou maior expressdo do gene miostatina no muasculo branco,
sugerindo gue ela esteja inibindo a proliferacdo dos mioblastos. A maior expressdo para o
gene da miostatina (Mstn) acabou inibindo o crescimento hipertrofico das fibras do grupo
BVG, em relacdo ao grupo AVG. Os maiores niveis de miostatina, ao inibirem a proliferacéo
dos mioblastos, podem ter contribuido para o resultado no desempenho desses animais, uma
vez que eles tinham peso e comprimento menores comparado ao grupo AVG. Assim, estes
resultados sugerem que a miostatina esta envolvida na regulacdo da massa muscular em

tilapias do Nilo melhoradas.
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5. Conclusdo

Os animais de AVG apresentaram maior desempenho como resultado de maior ganho
de massa muscular por hipertrofia, como consequéncia de menor expressdo de miostatina em
relacdo ao BVG. Salientando que o presente trabalho € o primeiro estudo com tilapias do Nilo
melhoradas e que é de grande interesse futuros estudos relacionados ao crescimento muscular,

principalmente em peixes de dgua doce, de rapido crescimento.
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informacdes em inglés, exceto para artigos ) ) )
sulalmt)atldos em portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em
inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers? ]

o Your ma{o_r experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research? ]

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informagdes acesse 0 seguinte tutorial.

7. N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no
endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

TITULOS:

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser
maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos no titulo.
O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses devem
aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢cGesquando necessarios.

9. As citagBes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maitsculas seguidas
do ano de publicacéo, conforme exemplos: Essesresultados estdo de acordo com 0s
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formacdo congénita (MOULTON, 1978).

10.  Nesse link é disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote (o
EndNote é um software de gerenciamento de referéncias, usado para gerenciar bibliografias ao


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo3a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo3a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo2a.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo2a.pdf
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_humano.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/modelo_animal.doc
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/coverletter_pt.htm
http://www.scielo.br/cr
http://coral.ufsm.br/ccrrevista/ciencia_rural.ens
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escrever ensaios e artigos). Também é disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para uso
com o software Mendeley.

REFERENCIAS:

11.  As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas
préprias da revista.

11.1. Citacéo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amaz6nia a bovinos e outros
herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E.
The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2,p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In;__. Sampling techniques. 3.ed. New
York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90. TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W.
Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas em animais de grande
porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de identificagdo DOI
(Digital Object Identifiers), conforme exemplosabaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of
the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam
(Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Availablefrom: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-
474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.), Cryptolestes
ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to different concentrations of
diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38,
n.8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'Sertanejo’. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, 20150705, 2017 . Available from:
<http://www:.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016. doi:
10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagéo de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa
Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de P6s-graduacéo e Pesquisa, 1992. V.1. 420p.
p.236. (OBS.:tentar evitar esse tipo de citacdo).

11.6. Tese, dissertacdo:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos
(Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacao/Tese (Especializacdo/
Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pés-graduacdo em Zootecnia, Universidade
Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

11.7. Boletim:


http://coral.ufsm.br/ccrrevista/crural.csl
http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3
http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782017000300151&lng=pt&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782017000300151&lng=pt&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782017000300151&lng=pt&nrm=iso
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ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produgdo Animal, 1942. 20p.
(Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipode citacéo).
11.8. Informacéo verbal:

Identificada no proprio texto logo apos a informagcéo, através da expresséo entre parénteses. Exemplo:
... 580 achados descritos por Vieira (1991

- Informe verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco
completo do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento,data e tipo de apresentacdo na qual foi
emitida a informacao.

11.9. Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. AfecgBes cirurgicas da coluna vertebral: anélise sobre as possibilidades do
tratamento cirargico. S&o Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.:
tentar evitar esse tipo de citacdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.
Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:

<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffonl.pdf?LA=1>. Accessed: Mar.
18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo decitacéo).

#JFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online. Available
rom:

<http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo
de citagéo).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and

conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland), v.34, n.2,
p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Online. Available

from: <http://www. Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Anélise comparativa entre duas técnicas de recuperacao de
Ulcera de cornea ndo infectada em nivel de estromamédio. In: SEMINARIO
LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes, Argentina.
Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de
31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

DESENHOS, GRAFICOS E FOTOGRAFIAS:

1. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em
algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominacao quadro. As figuras devem ser
disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos, as figuras e osgraficos (com largura
deno maximo 16¢cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em qualidade maxima com
pelo menos 300 dpi em extens&o .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do
numero de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder uma lauda.

2. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es).

3. Sera obrigatorio o cadastro de todos autores nos metadados de submissao. O artigo ndo
tramitara enquanto o referido item ndo foratendido. Excepcionalmente, mediante consulta
prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser utilizado.

4. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).
5. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacgéo.

6. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de uma
justificativa pelo indeferimento.

7. Em caso de davida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a Comisséao
Editorial.

8. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit)deverdo pagar a taxa de
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tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo nao terdo a taxa de
tramitacdo reembolsada.

9. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio usando o programa
“Cross Check”.

CONTRIBUIGCAO DOS AUTORES:

10.  Contribuicéo dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados deveriam ter
contribuicdes intelectuais substanciais tantopara a pesquisa quanto para sua preparacao. Por
favor, use um dos exemplos abaixo ou faga o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os
experimentos, BB realizou as andlises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou 0s
experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou analises estatisticas de dados
experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos 0s autores revisaram
criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.

Exemplo dois

Todos os autores contribuiram igualmente para a concepcao e redacdo do manuscrito. Todos 0s
autores revisaram criticamente 0 manuscrito eaprovaram a verséo final.

Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para 0 manuscrito

ORCID:

11. O ORCID (Open Research and Contributors Identification) permite a criagdo de
identificadores digitais Unicos (ORCID ID) para pesquisadores, facilitando a identificagdo

nacional e internacional do pesquisador e sua producao. o _ _
Dessa forma recomendamos que todos os autores de cada submisséo adotem o registro ORCID em
suas publicacdes.
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