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RESUMO

A maioria dos organismos apresentam ritmos circadianos em torno de um periodo de 24 horas
que sdo gerados por um mecanismo endogeno, o relégio molecular, que tem a capacidade de
sincronizar-se com sinais ambientais. Este mecanismo tem fundamental importancia na
homeostase dos tecidos que estdo sob sua influéncia. Dentre os genes que compdem a
maquinaria do reldgio molecular os genes clock e bmal sdo os reguladores positivos do
mecanismo desse relogio e apresentam expressdao com perfil sigmoide em tecido como o
musculo do peixe-zebra (Danio rerio), participando da ativacdo de alguns fatores regulatérios
miogénicos (MRFs — myoD, myog, myf5 e myf6), os quais possuem importancia para o
desenvolvimento e diferenciacdo do musculo. Apesar deste conhecimento, ndo se sabe a
importancia fisioldgica do ritmo de expressdo circadiana no musculo esquelético de peixes.
Neste sentido, o objetivo desse estudo foi investigar a taxa de transferéncia do transgene para a
prole; se a transgenia para o gene bmalla no musculo esquelético interferiu na sobrevivéncia e
crescimento dos peixes; e avaliar se a expressdo dos genes bmalla, clockla e MRFs
apresentaram diferencas na linhagem transgénica comparada a linhagem néo-transgénica (NT).
Os fundadores (F0) foram obtidos ap6s a microinjecdo do plasmideo e as larvas positivas foram
observadas com coracdo verde fluorescente. A F1 foi obtida a partir de cruzamentos entre
peixes FO e NT. Da mesma forma, F2 foi obtida a partir da F1, os quais foram utilizados no
presente estudo. A analise da expressao génica das linhagens aos 11 meses de idade foi realizada
utilizando a técnica qPCR. A linhagem transgénica foi gerada com sucesso, transmitindo o
transgene para a prole seguindo a heranca mendeliana. A sobrevivéncia e crescimento da prole
F2 ndo apresentaram diferencas entre as linhagens, sendo 41,4+0% para a linhagem transgénica
e 44,3+6% NT até 30 dpf e 3.7+£0.1 cm transgénicos e 3.8+0.2 cm para NT aos 11 meses de
idade, respectivamente. Dentre os genes, o clockla e o myog apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens com perfil circadiano em peixes NT,
sugerindo que myog seja um gene controlado pelo relégio. Os demais genes apresentaram
expressao constitutiva. De um modo geral, pode-se verificar que a expressdo constitutiva do
bmalla ndo apresentou alteracdo na expressdo do relégio molecular, desta forma, ndo afetou a

homeostasia do organismo, a sobrevivéncia das larvas, bem como néo afetou o crescimento.

Palavras-chave: Ciclo Circadiano. CLOCK:BMAL. Crescimento Muscular. Sobrevivéncia.

Homeostasia.



ABSTRACT

Most organisms have circadian rhythms with a periodicity of 24-hour that are generated by an
endogenous mechanism, the molecular clock, which has the ability to synchronize biological
functions with environmental signals. This mechanism has fundamental importance in the
homeostasis of the tissues that are under its influence. Among the genes of the molecular clock
machinery, the clock and bmal are positive regulators of clock mechanism and they present
sigmoid expression profile in the skeletal muscle in zebrafish (Danio rerio). CLOCK and
BMAL participate on the activation of the myogenic regulatory factors (MRFs - myoD, myog,
myf5 and myf6), which are important in the development and differentiation of muscle cells.
Despite this knowledge, the physiological importance of circadian rhythm in skeletal muscle of
fish is not known. Therefore, the objective of the present study was to produce a zebrafish
transgenic lineage that expresses bmalla constitutively in the skeletal muscle to investigate the
role of the molecular clock in the muscle. The transfer rate of the transgene to offspring, effect
of transgenesis in the survival and fish growth, and expression of the bmalla, clockla and
MRFs were investigated. The founding transgenic population (FO) was obtained after
microinjection, and positive larvae were observed as specimens which presented green
fluorescent heart. F1 was obtained from natural crossings between FO and NT fish. Likewise,
F2 was obtained from F1. F2 transgenic and NT were used in this study. The transgenic lineage
was successfully generated with 50% transmission from the transgene to the offspring
following a Mendelian model. The analysis of gene expression was made by qPCR. The
survival (41,4+0% F2 and 44,3+6% NT) and growth (3.7+£0.1 cm F2 and 3.8£0.2 cm NT) of F2
were not statistically different from NT fish. Among the genes, clockla and myog presented
statistically significant differences between the lineages with circadian profile in NT fish,
suggesting that myog may be a clock controlled genes. The other genes (bmalla, myf5, myf6,
and myoD) presented constitutive expression. In general, it can be verified that the constitutive
expression of bmalla did not present change in the expression of the molecular clock, not

affecting the homeostasis of the skeletal muscle, survival and growth.

Keywords: Cycle Circadian. CLOCK:BMAL. Muscle Growth. Survival. Homeostasis.
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1 INTRODUCAO

Os seres vivos estdo sob a influéncia constante de alteracdes diarias e sazonais resultantes
da rotacdo do planeta e sua Orbita ao redor do sol. Este padrdo periddico, mais
proeminentemente percebido pelo ciclo claro/escuro, levou ao estabelecimento de sistemas de
temporizacdo circadianos enddgenos que sincronizam fungdes bioldgicas as condigdes do
ambiente (ALBRECHT; EICHELE, 2003). A regulacéo circadiana é crucial para a satude do
organismo com capacidade de sincronizar processos bioguimicos e fluxos metabdlicos com o
ambiente externo, permitindo que o organismo funcione de maneira eficaz em resposta aos
desafios fisiologicos previsiveis (MAZZOCCOLI; PAZIENZA; VINCIGUERRA, 2012). O
ritmo e o periodo de processos bioldgicos circadianos sdo regulados por um mecanismo
complexo de relégio molecular altamente conservado em todo o reino animal. Este mecanismo
tem fundamental importancia na homeostase de células e tecidos que estdo sob sua influéncia
(PEREIRA; TUFIK; PEDRAZZOLI, 2009), e apresenta um papel fisioldgico importante na
regulacdo da homeostase da massa muscular a partir dos fatores regulatérios miogénicos
(ANDREWS et al., 2010; AMARAL; JOHNSTON, 2011), sendo assim interrupcdes no ritmo
circadiano pode ser prejudicial para o organismo.

O tecido muscular de peixes é o principal produto da industria da aquicultura, sendo de
interesse o0 estudo dos mecanismos moleculares que influenciam seu desenvolvimento e
crescimento. Dentre os modelos experimentais, 0 peixe-zebra (Danio rerio), tropical de agua
doce, vem sendo inserido na comunidade cientifica com utilizacdo em estudos em diversas areas
de pesquisa (ARUNACHALAM et al., 2013) pelo fato de apresentar alta reproducdo em um
curto periodo de tempo e facilidade de visualizacdo da expressdo de genes repOrteres em
linhagens transgénicas por possuirem embrides transparentes. Nesse contexto, a construcao
desse trabalho surgiu diante da necessidade de averiguar a importancia do gene bmalla no
relégio molecular do masculo esquelético do peixe-zebra, a partir de modificacbes na expressdo
do gene bmalla desse organismo, uma vez que a importancia do relégio molecular para a
fisiologia desse tecido em peixes ndo esta elucidada. Nisso, investigar a expressao constitutiva
do gene supracitado poderd nos ajudar a compreender a importancia do relégio molecular
periférico na homeostasia do musculo esquelético em peixes teledsteos, visando o melhor

entendimento dos fatores moleculares que influenciam o crescimento muscular em peixes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 RELOGIO MOLECULAR

Grande parte dos seres vivos sdo submetidos a ciclos diarios de luz e temperatura devido
ao movimento de rotacdo da Terra em torno do seu préprio eixo. No decorrer da evolugéo, 0s
organismos evoluiram desenvolvendo estratégias fisiologicas e comportamentais que
permitissem adaptarem-se as variagdes ambientais. Desta forma, diversas espécies passaram a
apresentar oscilacdes diarias de respostas bioldgicas a luz, temperatura, pressao com um
periodo proximo a 24 horas, em que essas oscilagdes foram denominadas de “ritmos
circadianos”. Esta periodicidade de atividade bioldgica é gerada por um mecanismo enddgeno,
o relégio molecular, o qual tem a capacidade de sincronizar-se com fatores externos gerando o
ritmo circadiano enddgeno. Os relégios cicardianos (circa diem: “cerca de um dia”) controlam
uma grande variedade de processos fisiologicos e comportamentais importantes para a
sobrevivéncia, como padroes de sono e metabolismo. Fatores ambientais como luz,
alimentacdo, temperatura e pressdo foram denominados de zeitgebers. O zeitgeber é definido
como um sincronizador que arrasta os ritmos biol6gicos em sua periodicidade, amplitude e fase,
sendo capazes de controlar esses ritmos. Todavia esses ritmos podem, também, ser apenas
caracterizados endogenamente (TAKAHASHI, 1995; PEREIRA; TUFIK; PEDRAZZOLI,
2009). Dos fatores citados, as variagBes diarias e sazonais da luz visivel, claro/escuro
(fotoperiodo) (EDERY, 2000; CHALLET et al.,, 2003; KORF; VON GALL, 2006) e a
temperatura (EDERY, 2000) s&o os sinais ambientais sincronizadores mais importantes na
natureza, como ja descrito em cianobactérias, fungos, plantas verdes, metazoarios, peixe-zebra
e ser humano (EDERY, 2000; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010).

O sistema de temporizacdo circadiana € normalmente composto por trés partes
interligadas: recepcao de sinais ambientais (vias aferentes), o relégio molecular (marca-passo),
e as respostas aos sinais ambientais (vias eferentes). A informacdo dos ciclos ambientais é
transmitida ao reldgio enddgeno por vias aferentes. O rel6gio uma vez sincronizado passa a
informagdo para outras partes do organismo por meio de vias eferentes gerando ritmos
sincronizados de resposta biologica (TAKAHASHI, 1995; EDERY, 2000; ALBRECHT, 2012;
BUHR; TAKAHASHI, 2013).



17

2.1.1 Hierarquia de reldgios moleculares em mamiferos e peixes

O sistema circadiano de mamiferos engloba todos os 6rgéos, tecidos e células, tendo o
cérebro uma posicdo especial, pois € nesse 6rgdo que localiza-se o ndcleo supraquiasmatico
(NSQ) (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010), no qual encontra-se o reldgio central
responsavel por sincronizar e coordenar os ciclos biolégicos periféricos. Os relogios periféricos
estdo presentes em outros orgaos, como o figado, intestino e coracdo (REPPERT; WEAVER,
2002). No peixe-zebra, ainda ndo existem evidéncias diretas para um relégio central como
observado em mamiferos e é possivel que ndo exista um marca-passo central neste organismo.
Na hipétese de ndo haver um reldégio molecular central, o sistema molecular circadiano seria
composto por varios marca-passos distribuidos pelo animal, os quais seriam independentemente
sincronizados pela luz ou outros fatores ambientais (CAHILL, 2002).

Nos mamiferos, a entrada da luz para o reldgio é percebida por um conjunto de células
fotossensiveis do ganglio retinal nos olhos (VATINE et al., 2011; ALBRECHT, 2012). A
informacdo fdtica atinge o oscilador fético no NSQ a partir do trato retino-hipotalamico,
induzindo a transcricdo de genes do relégio e sincronizando a atividade ritmica neuronal
(MAYWOOD etal., 2007). Os sinais do NSQ regulam a atividade de muitos outros alvos como
a sintese da melatonina durante a noite pela glandula pineal (KORF; VON GALL, 2006). Nos
peixes, a glandula pineal contém um relégio circadiano intrinseco que dirige a sintese ritmica
do hormdnio melatonina, visto que a pineal de peixes sdo células fotorreceptoras com
semelhancas estruturais e funcionais para fotorreceptores da retina (VATINE et al., 2011). Em
resumo, ritmos moleculares circadianos de mamiferos sdo controlados quase que
exclusivamente pelo NSQ e em vertebrados inferiores, como o peixe-zebra, a glandula pineal
possui um reldgio endogeno responsavel pela biossintese da melatonina e expressdo génica

(NOCHE et al., 2011), mas que ndo necessariamente é o rel6gio central do organismo.

2.1.2 Elementos do reldgio molecular

Os elementos centrais de um reldgio sdo designados como genes dos quais seus produtos
proteicos sdo fundamentais para a geracdo e regulacdo dos ritmos circadianos nas células
(TAKAHASHI, 2004). As primeiras evidéncias do reldgio circadiano foram publicadas em
1971 e o gene per foi o primeiro a ser descrito. Para tanto, submeteram a Drosophila

melanogaster a mutagénicos quimicos e, posteriormente, isolaram trés mutantes que exibiam
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padr@es atipicos nos ritmos de emergéncia de pupas e de insetos adultos. As mutacGes foram
mapeadas em um mesmo locus chamado de period, e os mutantes foram denominados de
pershort (pers), linhagem com periodo menor do que 24h, perlong (perl), linhagem com
periodo maior do que 24h, e per0O1 para a linhagem arritmica (KONOPKA; BENZER, 1971).

Os genes do relogio molecular codificam fatores de transcrigdo que interagem para
sincronizar e controlar este relégio (CERMAKIAN et al., 2000). De um modo geral, o
mecanismo do reldgio molecular é baseado em processos de transcricdo, traducao e interacdoes
entre proteinas e proteina-DNA, em que fatores de transcricdo podem estimular ou inibir a
sintese de transcritos (CECON; FLORES, 2010). Os fatores de transcricdo que estimulam a
sintese de transcritos sdo considerados elementos positivos do mecanismo, enquanto que
aqueles que inibem sdo considerados elementos negativos. Apos a transcricdo e a traducéo, as
proteinas codificadas por esses genes migram para 0 nucleo (processo de translocagdo) e
funcionam como elementos positivos, interagindo e ativando os genes codificantes dos
elementos negativos, enquanto que os elementos negativos formados translocam-se para o
nacleo e inibem a atividade dos elementos positivos, diminuindo-se assim a expressdo dos
préprios genes do reldgio.

Nos vertebrados, o relégio circadiano é regulado por elementos positivos, CLOCK
(Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) e BMAL (Brain and Muscle ARNT-like protein)
que dirigem a expressdo de elementos negativos, per (period), cry (cryptochrome) e dos
elementos da alca auxiliar roro. (RAR-related orphan receptor o) e rev-erba, que por sua vez
regulam negativamente a expressao desses fatores positivos, funcionando como um sistema de
retroalimentacdo negativa, permitindo o inicio de um novo ciclo, com excecdo da proteina
codificada pelo rora. que ativa a expressao do bmal (REPPERT; WEAVER, 2002; VATINE et
al., 2011). Diante de um estimulo, clock e bmal sdo transcritos e traduzidos em proteinas no
citoplasma e o dominio PAS (Period-ARNT-Single-Minded) permite que essas proteinas
interajam formando o heterodimero CLOCK:BMAL. O dominio bHLH (basic Helix-Loop-
Helix, Period-ARNT-Single-Minded) lhe garante a capacidade de se ligar aos elementos E-box
(CACGTQG) localizados nos promotores dos genes per, cry, roro. e rev-erbo. Além de controlar
positivamente a expressdo de elementos do relégio molecular, o heterodimero CLOCK:BMAL
também é capaz de ligar-se a regido promotora de genes controlados pelo relogio (CCGs), que,
em ultima andlise, séo os elementos responsaveis pela resposta bioldgica. CLOCK:BMAL liga-
se aos elementos E-box da regido promotora de per e cry, e induz sua transcricdo (JETTEN,
2009; MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015). Apés a traducgdo no citoplasma, as

proteinas PER e CRY séo dimerizadas e translocadas para o nucleo, em que ao atingir um nivel
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elevado interagem fisicamente e inibem a ativacdo da transcricdo dirigida pelo complexo
CLOCK:BMAL (REPPERT; WEAVER, 2002; HIROTA; FUKADA, 2004; JETTEN, 2009;
VATINE et al., 2011). Paralelamente, o heterodimero CLOCK:BMAL inicia outra alca de
retroalimentacdo para ativacéo da transcri¢do do gene rev-erba e rora. As moléculas de mMRNA
migram para o citoplasma e 0 RNA é traduzido em proteinas. Suas respectivas proteinas, REV-
ERBa ¢ RORa, competem pela ligacdo ao elemento responsivo RORE (ROREs — Retinoic
Acid-Related Orphan Receptor Response Element), presente no promotor do gene bmal,
desempenhando a¢fes antagbnicas: RORa ativa a transcricdo de bmal enquanto que REV-
ERBa a inibe (GUILLAUMOND et al., 2005; KO; TAKAHASHI, 2006; GEYFMAN et al.,
2012). O aumento da concentragdo de bmal promove a sua propria inibi¢do da transcri¢cdo por
meio do aumento dos niveis do gene rev-erba, per e cry. Logo, quando as proteinas REV-
ERBa, PER e CRY estdo ausentes a transcricdo do gene bmal é entdo liberada, ocorrendo
novamente a formag&o do heterodimero CLOCK:BMAL com reinicio de um novo ciclo. Esses
eventos, em conjunto, levam cerca de 24h para se completarem e a concentracao fasica dessas
diferentes proteinas € o que constitui a base molecular do rel6gio bioldgico, em que o nivel de
expressao dos genes variam dependendo do periodo do dia, com ativacdo da transcricdo dos
genes per e cry por CLOCK:BMAL nas primeiras horas do periodo claro. O mecanismo do
reldgio molecular do peixe-zebra pode ser melhor compreendido a partir da Figura 1.

Uma das caracteristicas do mecanismo do relégio molecular em alguns organismos é a
presenca de copias (denominados paralogos) de genes-chave do relégio (VATINE et al., 2011),
0s quais podem desempenhar funcGes distintas. Com algumas excessdes, a fase de expressao
desses genes duplicados ao longo da evolucdo tem sido largamente conservadas (LI et al.,
2013). Por exemplo, o relégio molecular no peixe-zebra é constituido por 3 paralogos do gene
bmal — o bmalla, bmallb e o bmal2 —, por 3 do clock — o clockla, clocklb e o clock2 —, 6 do
cry — o cryla, crylb, cry21, cry2b, cry3 e o cry4 — e 4 do per — perla, perlb, per2 e o per3.
Pode ser verificado ainda a partir da Figura 1 que os genes cryla e per2 além de serem ativados
pelo heterodimero CLOCK:BMAL1 sédo, também, ativados pela luz. Além do mais, existem
algumas diferencas nas expressdes dos paralogos do peixe-zebra, visto que o bmall deste
teledsteo, por exemplo, liga-se mais firmemente ao clock do que o bmal2, enquanto bmal2 é
mais potente quanto a ativacao da transcri¢cdo do que bmall, indicando que as duas proteinas
podem exercer funcdes circadianas distintas (CERMAKIAN et al., 2000). Com isso, podemos
asseverar que o mecanismo do relégio circadiano em peixes é mais complexo do que em
mamiferos, pelo fato de existirem maultiplas copias dos genes que compdem esse reldgio

(VATINE et al., 2011), algumas com caracteristicas distintas entre si.
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Figura 1 — Representacdo da maquinaria do rel6gio molecular em peixe-zebra.
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Fonte: Adaptado de Vatine et al. (2011).

O heterodimero CLOCK:BMAL se liga aos elementos E-box e conduz a expressdo ritmica dos genes per e cry. O
heterodimero PER:CRY é entdo formado e iniciada a alca de retroalimentacdo negativa com a translocagdo do
heterodimero PER:CRY para o nicleo e, ap6s atingir determinada concentracdo, inibe a acdo do heterodimero
CLOCK:BMAL. Os niveis de mRNA e de suas respectivas proteinas, PER e CRY, vao decrescendo e param de
inibir a atividade do heterodimero CLOCK:BMAL. Os parélogos per2 e cryla sdo também ativados pela luz.
Enquanto isso, outra alca de retroalimentacdo é ativada pelo heterodimero CLOCK:BMAL a partir da ativagdo da
transcricdo dos genes Rev-Erba e Rora. As proteinas desses genes desempenham fungdes antagbnicas ao se
ligarem ao componente responsivo ao ROR (RORES), presente no promotor de bmal: RORa ativa a transcri¢do de
bmall e REV-ERBua a inibe. O aumento da concentragdo da proteina BMAL promove a inibi¢do da transcri¢do do
seu gene bmal por meio do aumento dos niveis de REV-ERB, PER e CRY, as quais por conseguinte sdo inibidas

por seus respectivos genes por ndo serem ativados pelo complexo CLOCK:BMAL devido a diminuicdo da
formacéo do dimero, reiniciando um novo ciclo.

A interrupgdo do ritmo biologico pode afetar o bem-estar e desencadear diversas doencas
como depressdo, problemas cardiacos, insonia e cancer (HUNT; SASSONE-CORSI, 2007). De

acordo com Sato et al. (2004), ratos com mutacbes no gene rev-erba expressam
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constitutivamente niveis elevados de bmall causando encurtamento nos ritmos da atividade.
Curiosamente, enquanto que tanto clock quanto bmal apresentam expresséo ritmica do mMRNA
destes genes em tecidos adultos, esta expressao esta ausente nos estagios embrionarios iniciais,
evidenciando que nesses estagios iniciais ndo ha apenas a criagdo do relégio, mas também a

sincronizacao desses reldgios por zeitgebers, tais como a luz (VATINE et al., 2011).

2.2 IMPORTANCIA DO GENE bmal PARA O MUSCULO ESQUELETICO

InterrupgcBes no ritmo circadiano pode ser prejudicial para a homeostase do musculo
esquelético (ANDREWS et al., 2010). Estudos indicam que altera¢6es no relégio por meio de
delecdo ou mutacdo de seus componentes induzem defeitos no musculo esquelético os quais
estdo associados a distirbios metabdlicos (MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015).
Dentre os genes do relégio molecular, Chatterjee e colaboradores (2013) demonstraram que 0
bmall, altamente expresso no musculo esquelético, possui expressdo a noite (periodo escuro),
uma vez que 0s seus picos de expressdo foram observados durante a fase escura tanto no
bacalhau Atlantico (LAZADO et al., 2014) quanto no peixe-zebra (AMARAL; JOHNSTON,
2011). Esse gene é um regulador positivo chave para promover a diferenciacdo miogénica, a
partir da ativacdo de genes do musculo esquelético ao se ligar aos elementos E-box presentes
na regido promotora desses genes (CHATTERJEE et al., 2013). Entretanto ndo se sabe de fato
como ele participa do crescimento do musculo esquelético (CHATTERJEE et al., 2013;
CHATTERJEE; MA, 2016).

Estudos demonstraram que a inducdo da perda da expressdo de bmalla causada por
mutacdo nula induzida em ratos denominados bmall-null (bmall—/—) no musculo causou
reducao da massa muscular total, com diminuicdo do diametro da fibra muscular em musculos
dos membros, com uma maior frequéncia de fibras de didmetros menores. Os autores sugerem
que bmall seja importante para o crescimento do musculo na fase pés-natal ou na manutencao
da massa muscular nesta fase. O bmall-null ndo apresentou efeito no masculo cardiaco, uma
vez que o peso dos coracdes foi semelhante em ratos controle, sugerindo que a fungdo deste
gene no crescimento muscular é especifica para o masculo esquelético (CHATTERJEE et al.,
2013). Perda da expressao do bmall no madsculo provoca, também, mudangas significativas nos
0ssos e cartilagens em todo o corpo, demonstrando a importancia do relégio molecular na
regulagdo sisttmica (SCHRODER et al., 2015). Goljanek-Whysall e colaboradores (2016)
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sugerem, também, que bmall possua papel importante na manutencdo do musculo esquelético,

bem como no envelhecimento.

2.3 MIOGENESE E A ATIVACAO DE FATORES MIOGENICOS PELO RELOGIO
MOLECULAR

O reldgio circadiano constitui-se um mecanismo regulatério chave para a fisiologia do
musculo (CHATTERJEE; MA, 2016) a partir de genes que ndo fazem parte de sua maquinaria,
mas que sdo diretamente controlados por ele, denominados de genes controlados pelo rel6gio
(CCGs, do inglés clock controlled genes). Os CCGs séo regulados de forma direta mediante a
ligacdo do heterodimero CLOCK:BMAL1 aos elementos E-box presentes na sua regido
promotora, sendo responsaveis pela codificacdo de proteinas que irdo conferir uma atividade
biolégica com ritmo circadiano (ALBRECHT, 2012; CHATTERJEE; MA, 2016).

A miogénese é o processo de formacdo do musculo e pode ser dividido em duas fases:
determinacéo e diferenciacdo. A determinacdo € o evento em que as células pluripotentes se
multiplicam transformando-se em mioblastos. O processo de formacao do masculo esquelético
em vertebrados € bastante organizado, envolvendo diversos eventos como adesdo celular,
migracdo e interacdo célula-célula com inicio de desenvolvimento na fase embrionaria em
compartimentos celulares denominados de somitos, 0s quais sao encontrados em pares ao longo
do eixo do corpo e separados pela notocorda e tubo neural (BUCKINGHAM et al., 2003;
MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015). O musculo esquelético é derivado de
somitos, com exce¢do de alguns musculos da cabega que provavelmente devem surgir da
mesoderme cefalica (XU et al., 2000). A quantidade de fibras musculares é determinada na fase
embrionaria e também nessa fase os somitos sofrem compartimentalizacdes, dando origem aos
mioblastos (BUCKINGHAM et al., 2003; MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015).
Os mioblastos sdo mononucleados e caracterizados pela expressdo de membros da familia dos
Fatores Regulatorios Miogénicos (MRFs, do inglés Myogenic regulatory factors) que sdo eles:
o myoD (myogenic differentiation factor), o myf5 (myogenic fator 5), o myf6/MRF4 (myogenic
factor 6) e o myog (miogenina) (BERKES; TAPSCOTT, 2005; BISMUTH; RELAIX, 2010;
MAGUIRE; ISAACS; POWNALL, 2012). O tecido muscular esquelético embrionario é
regulado pela expresséo de myoD e myf5, sendo fatores determinantes da linhagem muscular
primaria, com fungdo parcialmente redundante para estabelecer a identidade de células

progenitoras musculares (WOOD et al., 2013). Pesquisas mostraram que 0 musculo esquelético
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em ratos desenvolve-se relativamente de forma normal sem myoD ou myf5. No entanto, a
interrupcéo da expressao de ambos genes resulta na auséncia de células do musculo esquelético,
0 que indica que estes genes sao necessarios para estabelecer uma linhagem muscular viavel
(RUDNICKI et al., 1993). Peixes-zebra com gene myoD mutante ndo tém a capacidade de se
alimentarem e morrem durante o periodo larval (HINITS et al., 2011). O myoD possui ritmo
circadiano em camundongos, sugerindo que seja um CCG sob o controle transcricional direto
de CLOCK:BMAL, com regulacdo morfoldgica e funcional do musculo deste organismo,
Figura 2 (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). A modificacdo do relégio molecular
afeta a expressédo do myoD em camundongos, 0 que resulta na diminuigéo da forca de tenséo
das fibras musculares e na capacidade respiratoria do tecido (ANDREWS et al., 2010). Em
peixe-zebra ndo foi encontrada nenhuma evidéncia de expressdo circadiana de myoD, sendo
gue o gene myf6 apresentou perfil circadiano no musculo esquelético, evidenciando que esse
fator miogénico é diretamente controlado pelo relégio molecular (AMARAL; JOHNSTON,
2011). A capacidade de myoD para converter os fibroblastos e outros tipos de células no
musculo esquelético indicou fortemente que pode ter um papel central na miogénese e estudos
subsequentes tém procurado determinar o seu papel bioldgico no desenvolvimento
(TAPSCOTT, 2005).

Os mioblastos que saem do periodo do ciclo celular, que expressam myf5 e myoD, tornam-
se midcitos diferenciados e iniciam a expressdao dos MRFs myog e myf6, 0s quais sdo
fundamentais para regulacdo da diferenciacdo dessas células em fibras musculares
(MEGENEY; RUDNICKI, 1995). Acredita-se que myoD possua importancia tanto na
determinacdo quanto na diferenciacdo do musculo esquelético (BERKES; TAPSCOTT, 2005;
MAGUIRE; ISAACS; POWNALL, 2012). Na diferenciacdo, os mioblastos irdo proliferar e
migrar para locais especificos, se diferenciando em miotubos, agrupando-se e formando as
fibras musculares (BUCKINGHAM et al., 2003). Em peixe-zebra, as células dos somitos
diferenciam-se em miotémo constituido, basicamente, de quatro fibras musculares que sao as
células musculares pioneiras, muasculo lento, musculo rapido e musculo intermediario
(JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). Musculos de contracdo lenta consistem na
maioria das fibras oxidativas, contendo grande quantidade de mitocdndrias, com funcdo de
oxidar lipidios e glicose. Estdo envolvidos em exercicios de baixa intensidade com resisténcia
e longa duracdo. Em contraste, os musculos de contragéo rapida séo compostos, principalmente,
por fibras glicoliticas e estdo envolvidos em exercicios de curta duracdo e alta intensidade
(MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015). As fibras lentas, nas primeiras horas ap0s
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a formacdo do somito, surgem a partir de células adaxiais adjacentes e as fibras rapidas a partir
de células somiticas laterais (DEVOTO et al., 1996).

O myog e o myf6 tém funcbes cooperativas com myoD e myf5, e sdo reguladores de fatores
de transcri¢do de proteinas contrateis do musculo (LASSAR et al., 1991). O knockdown de
myoD e myf5 inibe a expressdo de myog causando ablacdo das fibras de contracdo répida.
Mutacdo nula em myog é letal devido a uma falha na diferenciacdo terminal de uma grande
proporcdo de mioblastos em alguns masculos (HINITS et al., 2009), além do mais alguns
autores reportaram que embrides de ratos deficientes em myog morrem no periodo perinatal
devido a falha na diferenciacdo dos midcitos, evidenciada pela quase total auséncia de fibras
musculares nesses mutantes (HASTY et al., 1993; NABESHIMA et al., 1993). Myf5 mutantes
morrem durante o crescimento das larvas, enquanto myf6 mutantes sdo viaveis. Fibras de
musculo lento e rapido necessitam de myf5 ou myoD para que ocorra a miogénese, uma vez que
a miogénese lateral é dirigida apenas pelo myoD. Myf6 ndo controla o inicio da miogénese no
peixe-zebra, sendo expresso tardiamente como o myog, com papel importante no
comprometimento muscular, uma vez que ndo foi observada inicio do processo de miogénese
por myf6 na auséncia de myf5 e myoD (HINITS et al., 2009; ROSSI, MESSINA, 2014). O myf6
possui papel importante no alinhamento das fibras do musculo em peixe-zebra, fator este
confirmado a partir da técnica de knockdown por morfolino com fibras musculares altamente
desordenadas (WANG et al., 2008).

O musculo esquelético é um tecido altamente complexo e heterogéneo servindo para uma
multiplicidade de fungdes no organismo (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012), sendo
sua principal fungdo produzir forca e possibilitar a locomocdo, além do mais é utilizado como
reserva de aminoacidos a partir de proteinas sarcoméricas, permitindo assim a manutencdo da
sintese de proteina em outros tecidos (HARFMANN; SCHRODER; ESSER, 2015). Em peixes,
grande parte da massa do corpo é composta por tecido muscular constituindo 60% do corpo de
peixes teledsteos adultos (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011) sendo a proporcéo
desse tecido bem maior do que em outros vertebrados, uma vez que em mamiferos constituem
40% do corpo. E, também, um grande 6rgdo metabdlico altamente sensivel a insulina
(MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015). A atividade locomotora € a funcédo
essencial do musculo esquelético para todas as espécies de animais e esta sob controle direto
do reldgio circadiano a partir dos ciclos de sono-vigilia, sendo essa interacdo entre o relogio e
a fisiologia do musculo esquelético um evento evolutivamente conservado para garantir a
sobrevivéncia (CHATTERJEE; MA, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3001336/#R10
http://jeb.biologists.org/content/207/24/4239.long#ref-43
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Figura 2 — Regulagdo circadiana do myoD pelo rel6gio molecular em mamiferos.
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Fonte: Adaptado de Johnston, Bower e Macqueen (2011).

O relégio molecular possui genes denominados de bmall e clock, que além de ativarem os prdprios genes do
relégio como Rev-erb, Perl,2 e Cryl,2 (genes que possuem a fungéo de inibir o gene bmall) possuem a funcéao
de ativar a transcri¢do de genes presentes em diversos tecidos do organismo, como € o caso do gene myoD. Esse
gene possui papel importante para regulacdo da miogénese e é regulado pelo dimero CLOCK:BMAL em
mamiferos (ANDREWS et al., 2010).

Nesse ambito, o mylz2 constitui-se como um excelente marcador para avaliar o
desenvolvimento do musculo esquelético. O mMRNA do mylz2 € especificamente expresso no
musculo esquelético (XU et al., 1999, 2000), com expressdo limitada aos precursores do
musculo de contracdo rapida e detectado apenas nas células musculares profundas no somito,
n&o sendo expresso no musculo de contragdo lenta (JU et al., 2003). E expresso, também, em
botbes das nadadeiras e musculos da cabeca, incluindo olhos, mandibula e musculos das gelras
(JU et al., 2003). O musculo esquelético, como praticamente todas as células do corpo, tem
ritmos circadianos (ANDREWS ET AL., 2010) e sua principal funcdo é regular o tempo dos
processos fisioldgicos e metabolicos de acordo com as condi¢cdes ambientais (HODGE et al.,
2015).

2.4 PROCESSOS FISIOLOGICOS CIRCADIANOS

O sistema circadiano no peixe-zebra tem sido reconhecido como sendo altamente
descentralizado, isto &, ndo possui um reldgio central, com reldgios circadianos distribuidos em
diversos tecidos e diretamente sensiveis a luz (WHITMORE; FOULKES; SASSONE-CORSI,


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dvdy.10273/full#bib38
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dvdy.10273/full#bib39
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2000). Clockla e bmalla, genes que compdem a al¢a positiva do relégio molecular, sdo
fundamentais para ativagdo de CCGs com importancia na homeostasia de tecidos como o
musculo (CHATTERJEE; MA, 2016), sendo assim organismos podem controlar seu
comportamento fisioldgico a partir de ritmos circadianos (LI et al., 2013).

A ritmicidade circadiana na atividade locomotora de peixe-zebra mantido em condi¢cfes
constantes demonstra que 0 comportamento nessa espécie é regulado pelo rel6gio molecular.
Alguns autores verificaram que quando mantidos em ambientes de luz ou escuro constante ha
uma reducdo na atividade locomotora, indicando que a luz é capaz de regular a atividade
locomotora (HURD et al., 1998). Em condi¢des de fotoperiodo claro:escuro, a atividade
locomotora é alta no periodo claro e baixa no periodo escuro (BLANCO-VIVES; SANCHEZ-
VASQUEZ, 2009; ESCH et al., 2012). A diminuic3o da atividade locomotora do peixe-zebra
no periodo escuro é devido a resposta a producdo de melatonina (ZHDANOVA, 2001). Para
algumas espécies submetidas a fotoperiodos longos, o crescimento pode indiretamente ser
alterado ao provocar um aumento na ingestéo de alimentos, além do mais pode proporcionar
um aumento na massa muscular a partir do aumento da atividade locomotora (BOEUF; BAIL,
1999). Outro fato que acontece com 0s animais que sdo submetidos a condi¢cfes constantes é
que exibem um comportamento denominado de atividade antecipatéria alimentar (AAA) ao
passo que o alimento é fornecido no mesmo horario diariamente. Resultando em um aumento
da atividade locomotora pouco tempo antes do horério da alimentagdo (MISTLBERGER,
1994). O peixe-zebra tem apresentado essa habilidade de sincronizar seu comportamento e
fisiologia ao horario da alimentacdo. De um modo geral o reldgio circadiano sincroniza
processos comportamentais e fisiologicos, uma vez que a atividade locomotora é tida como um
zeitgeber sincronizador (PEEK et al., 2015).

2.5 PEIXES TRANSGENICOS E SUA IMPORTANCIA COMO MODELO BIOLOGICO

O surgimento da biologia molecular foi certamente um dos maiores passos das ciéncias
biologicas e biotecnologia durante o século XX. Além do mais, a descoberta da PCR
(Polymerase Chain Reaction) trouxe inumeros beneficios e desenvolvimento cientifico, como
0 sequenciamento de genomas, a expressdo de genes em sistemas recombinantes, o estudo de
genética molecular e o diagndstico de doencas infecciosas (ALMEIDA et al., 2010). O principio
desta técnica € a amplificacdo de um segmento especifico de uma molécula de DNA a partir de

dois primers (um foward e um reverse) complementares as extremidades do segmento que se
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quer amplificar e uma DNA polimerase (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004; ALMEIDA
et al., 2010). A técnica foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, que recebeu o prémio
Nobel de XXX em 1994 (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004). O desenvolvimento da
PCR e da restricdo enzimatica possibilitou avancos significativos na manipulacdo do material
genético (AZEVEDO; FUNGARO; VIEIRA, 2000).

A tecnologia do DNA recombinante permite o isolamento de um gene de um dado
organismo e sua transferéncia para outro organismo. Quando ha a insercdo de um gene de uma
espécie em outra o individuo é denominado transgénico, caso a insercao seja de um gene para
um individuo da mesma espécie é denominado de organismo geneticamente modificado
(AZEVEDO; FUNGARO; VIEIRA, 2000). Em resumo, os animais transgénicos sao
caracterizados por possuirem uma caracteristica genética que foi introduzida artificialmente por
intervencdo do homem, sendo que de outro modo ndo a possuiria (HOUDEBINE, 2002;
GIBBONS et al., 2014). A transgénese é uma das ferramentas mais importantes da biologia
molecular para estudar a expresséo e funcdo de um gene (HOUDEBINE, 2002; LIN, CHIANG;
TSAI, 2016) para tanto peixes transgénicos tem sido produzido e utilizado como modelo
biolégico, como é o caso do peixe-zebra (LIN, CHIANG; TSAI, 2016) e medaka (Oryzias
latipes) (PORAZINSKI; WANG; FURUTANI-SEIKI, 2010).

A producdo de animais transgénicos é uma técnica trabalhosa e de alto custo e depende
de técnicas avangadas em biologia molecular, cultura de células, biologia reprodutiva e
bioquimica (KUES; NIEMANN, 2011). A primeira transferéncia de DNA recombinante em
peixes foi realizada em 1985 (MINISTERIO DA SAUDE, 2010), e em 1988 o primeiro peixe-
zebra transgénico da germ-line (STUART; McMURRAY; WESTERFIELD, 1988).
Atualmente ja existem inumeros peixes transgénicos e que sdo utilizados em diversos campos
da ciéncia. Os peixes GloFish® sdo um exemplo de peixe-zebra transgénico fluorescente
desenvolvido para ser utilizado como indicador de poluicéo e, atualmente, também estdo sendo
comercializados para fins ornamentais (TONELLI; ARAUJO; RESENDE, 2013). Modelos de
peixes-zebra transgénicos vem sendo utilizados, também, para compreender retinite pigmentosa
e distarbios na retina, devido as semelhancas de anatomia, fisiologia e vias de sinaliza¢do da
retina dessa espécie com os seres humanos (RAGHUPATHY; PATNAIK; SHU, 2013). A
producéo de peixe-zebra transgénico para o hormonio de crescimento foi desenvolvida, sendo
um importante modelo para a aquicultura (FIGUEIREDO et al., 2007). No estudo de cénceres,
a transparéncia do peixe-zebra no estagio larval e a disponibilidade de linhas de células
marcadas com fluorescéncia oferece oportunidades atraentes para compreender os mecanismos

de tumorigénese (LIESCHKE; CURRIE, 2007). Além do mais, a anélise de um tecido ou 6rgéo
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particular é facilitada pela utilizacdo de peixes-zebra transgénicos que expressam a proteina
verde fluorescente (GFP), a partir de um promotor especifico para determinado tecido
(SUMANAS; LIN, 2004). Desta forma, tem-se empregado amplamente proteinas fluorescentes
como genes reporteres em organismos transgénicos. Dentre essas proteinas, a EGFP tem sido
amplamente utilizada para geracdo de peixes-zebra transgénicos com expressao dirigida pelo
promotor cmcl2, por exemplo. Essa geragdo de EGFP dirigida pelo cmcl2 foi estabelecida
anteriormente por Huang e colaboradores (2003).

Para geracdo das linhagens transgénicas, os transposons vem sendo bastante empregados,
uma vez que permitem a integragdo do construto no genoma do organismo de maneira eficiente.
Os transposons séo sequéncias de DNA constituida por repeti¢es terminais invertidas (ITRs)
e constituem o vetor de clonagem. Nisso, 0 DNA flanqueado pelas ITRs é reconhecido por uma
enzima denominada transposase e 0 material genético é enzimaticamente integrado ao DNA
nuclear do modelo de interesse. De um modo geral, em um sistema de dois componentes, 0
transposon € integrado apenas a partir da atividade de tran-suplementacdo da transposase
(HOUDEBINE, 2002; YERGEAU et al., 2010; CLARK et al., 2011; KUES; NIEMANN,
2011). Numerosas familias de transposons ja foram identificadas (HOUDEBINE, 2002), no
entanto o Tol2 é a principal escolha para a geracdo de peixes-zebra transgénicos (CLARK et
al., 2011). Dentre as técnicas, a microinjecdo tem sido a mais utilizada quando se trabalha
com peixes-zebra visando insercdo da molécula de DNA recombinante (TONELLI; ARAUJO;
RESENDE, 2013; KARDASH, 2013), uma vez que outras metodologias, incluindo
eletroporacdo, transferéncia de genes assistida por esperma e gene guns foram testadas quanto
a sua capacidade para produzir peixes transgénicos, entretanto nenhuma destas tecnologias
proporcionou melhores resultados comparado a microinjecgdo (KUES; NIEMANN, 2011).

2.6 PEIXE-ZEBRA (Danio rerio) COMO ORGANSIMO MODELO

Os animais utilizados mais comumente nas pesquisas bioldgicas sdo os roedores, mais
especificamente camundongos e ratos perfazendo 95% dos estudos experimentais (SILVEIRA;
SCHNEIDER; HAMMES, 2012). No entanto, um novo modelo experimental vertebrado foi
introduzido recentemente, e com éxito, no cenario cientifico: o peixe-zebra (Danio rerio)
também conhecido como paulistinha ou zebrafish (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES,
2012; ARUNACHALAM et al., 2013).
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Figura 3 — Modelo experimental utilizado no presente trabalho, peixe-zebra, na fase (a) larval

com 3dpf e (b) adulta (fémea).

Fonte: a autora (2016).

O peixe-zebra é um peixe teledsteo, exibindo esqueleto 6sseo em sua constituicao,
tropical de &gua doce e originario da Asia Central, encontrado principalmente na india
(ENGESZER et al., 2007). Se reproduzem o ano todo (SPENCE et al., 2008), com tempo de
geracdo curto, visto que embrides eclodem com 3 dpf (Figura 3-A), apresentam alta
fecundidade e produzem prole em grande quantidade, uma vez que apenas um casal de peixes
é capaz de gerar, em uma noite, centenas de ovos (BEN-MOSHE; FOULKES; GOTHILF,
2014). Atingem a maturidade sexual de 10 a 12 semanas (WESTERFIELD, 2007,
BEN-MOSHE; FOULKES; GOTHILF, 2014), apresentando-se em pequeno tamanho
(atingindo, em média, de 3 a 5 cm, Figura 3B), proporcionado assim facilidade de manutencéo
mesmo em grande namero, o qual do ponto de vista biotecnoldgico, € uma das grandes
vantagens da utilizacdo do peixe-zebra visto que 0 pouco espaco necessario reduz os custos de
manutengdo. Um grupo de peixe-zebra pode manter-se numa fragdo do espacgo necessario para
manter um grupo equiparavel de trutas ou salmdes, os quais sdo modelos bioldgicos em
investigacdo (LELE; KRONE, 1996).

Constituem-se por embrifes transparentes, uma caracteristica que inicialmente foi
preponderante para seu uso como modelo experimental em embriologia e que hoje € utilizada
na observacdo de linhagens transgénicas (SUMANAS; LIN, 2004; VATINE et al., 2011,
BEN-MOSHE; FOULKES; GOTHILF, 2014), uma vez que a transparéncia éptica do peixe-
zebra permite a analise de um tecido ou 6rgdo particular utilizando proteinas fluorescentes
(SUMANAS; LIN, 2004; LIESCHKE; CURRIE, 2007), sendo assim um excelente modelo para
transgenia e outras ferramentas de manipulacdo (RAGHUPATHY; PATNAIK; SHU, 2013).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndia
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O sistema circadiano do peixe-zebra é semelhante ao dos seres humanos, pois assim como
0s humanos esta espécie é diurna (BEN-MOSHE; FOULKES; GOTHILF, 2014). Por esta
razdo, este animal tem se tornado um dos organismos modelos in vivo preferidos para estudo
de diversos processos como embriogénese, migracdo celular, formagdo de Orgaos,
comportamento e sono, dentre varios outros. Recentemente passou a ser utilizado, também, em
outras areas de pesquisas biomédicas devido sua potencialidade para descoberta de novos
medicamentos em varios modelos para doencas (KARDASH, 2013), bem como aplicacdo em
uma infinidade de técnicas em Genética Molecular, ferramentas de Bioinformaética, incluindo
métodos como transgénese, mutagénese, knockdown de genes e modificacdes no genoma
(BEN-MOSHE; FOULKES; GOTHILF, 2014). Seu genoma foi sequenciado sendo constituido
de 25 cromossomos com um Comprimento Total de 1.412 gigabases, 26.206 genes
codificadores de proteinas (RAGHUPATHY; PATNAIK; SHU, 2013) permitindo sua maior
utilizacdo nessas areas supracitadas. O sequenciamento completo do genoma deste peixe
possibilitou ainda o desenvolvimento de novas ferramentas moleculares para a investigacao que
tornaram possivel testar os efeitos de uma determinada condi¢do experimental sobre a
expressao genética de uma espécie ou estadio de desenvolvimento e, juntamente com
estratégias quantitativas com a PCR em tempo real, permitem ter uma resposta integrada sobre
as alteracdes que ocorrem num determinado grupo de genes selecionados (CONCEICAO et al.,
2009).

Por fim, estudos do genoma de peixes nos ajudardo a entender melhor a variacdo do
namero de copias nas familias de genes associados com o reldgio circadiano dos peixes
teledsteos e sua importancia fisiolégica (TOLOZA-VILLALOBOS; ARROYO; OPAZO,
2015). Além do mais, o aumento da disponibilidade de recursos para sequenciamento de
espécies de teledsteos, juntamente com o0s recentes avancos na Biologia Celular, tem
contribuido grandemente para o estudo sobre os mecanismos de crescimento muscular, com
extrema importancia para a inddstria da aquicultura mundial, no que diz respeito a produgdo e
qualidade (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011). Entretanto, o conhecimento atual
sobre a relevancia do ritmo circadiano na fisiologia do musculo esquelético, em peixes, ainda
é muito limitado (LAZADO et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Modificar a expressdo do gene bmalla no musculo esquelético do peixe-zebra e avaliar

seus efeitos comparados a uma linhagem nao-transgénica (NT).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Construir um plasmideo de expressdo especifica para o musculo esquelético do peixe-
zebra para o gene bmalla.

= Obter linhagens transgénicas para o0 gene bmalla e calcular a taxa de transferéncia do
transgene bmalla para a progénie;

= Analisar a expressao dos genes clockla e bmalla no musculo esquelético de linhagens
NT e transgénicas do peixe-zebra;

= Verificar a expressdo dos fatores regulatérios miogénicos myoD, myog, myf5 e myf6 no
musculo esquelético de linhagens NT e transgénicas do peixe-zebra;

= Averiguar os efeitos da transgenia na sobrevivéncia e crescimento.
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4 MATERIAL E METODOS

A producéo da linhagem transgénica foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr. Luis
Fernando Fernandes Marins, nas instalacbes do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os demais experimentos deste trabalho foram
conduzidos no Laboratério de Biotecnologia de Organismos Aquéticos (LABOrA) do Centro
de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (CBiotec/UFPB). O presente estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da

Paraiba sob nimero de protocolo 145/2015.

4.1 CULTIVO DO PEIXE-ZEBRA

Os peixes-zebra adquiridos de lojas de aquarismo de Jodo Pessoa-PB e peixes-zebra
transgénicos, descrito no item 4.2, foram utilizados nos experimentos. Estes animais foram
mantidos em aquérios de 20L com &gua doce, recirculacdo da agua, temperatura em torno de
28°C, iluminacéo artificial (12:12h claro/escuro) e alimentados com ragdo comercial Tropical
DISCUS GRAN (Tropical ®) duas vezes ao dia até saciedade.

4.2 PRODUCAO DO CONSTRUTO CONTENDO O GENE Bmalla DIRIGIDO PELO
PROMOTOR DA MIOSINA ESQUELETICA

Os peixes-zebra transgénicos para o gene Bmalla foram obtidos a partir de microinjecédo
com um plasmideo denominado pTol2-cmcl2-GFP-mylz2-bmalla-Tol2 produzido em
laboratério. A construgdo deste plasmideo foi baseada em dois plasmideos: o pDsSRED-
Express-DR (Clontech Laboratories, Inc) e o pDestTol2CG2 (KWAN et al., 2007). As
manipulacdes descritas aqui tiveram os seguintes objetivos: (1) obter a regido flanqueada pelas
sequéncias TOL do pDestTol2CG2, que serve como sequéncias de inser¢do no genoma do
peixe-zebra; (2) obter a regido que contém um gene reporter (EGFP) cuja expresséo é dirigida
pelo promotor da miosina cardiaca do peixe-zebra (Cmcl2); (3) obter a regido de clonagem do
plasmideo pDsSRED-Express-DR; e (4) inserir a sequéncia codificadora do bmalla do peixe-
zebra na regido de clonagem, com expressdo controlada pelo promotor da miosina de cadeia
leve 2 (Mylz2) do peixe-zebra. Inicialmente, o plasmideo pDsRED-Express-DR foi

amplificado utilizando 0S primers
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DsSREDTe4-For,5’-CGCGTACGTGGCAAGTGTAGCGGTCACGC-3’ e DsSREDTe4-Rev,5’-
CGACGCGTCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTC-3’ e 0 plasmideo pDestTol2CG2 utilizando
TOL2e4-For,5’-CGCGTACGGCCTCCCCGGTCCATCTACCC-3° e 0
TOL2e4-Rev,5’-CGACGCGTAGCTGTTTCCTGCTCGAGGGC-3> ambos com sitios de
restricdo para as enzimas BsiWl e Mlul. Os produtos gerados foram ligados resultando no
plasmideo pDsRED-Tol2b (5023pb). Em seguida, os plasmideos pDsRED-Tol2b e

pDestTol2CG2 foram amplificados utilizando 0S primers
DsREDCore-FOR,5’-CGTCCGGAAGTTATTACTAGCGCTACCGGACTCA-3’ e
DsREDCORE.REV,5’-CGGCTAGCTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGC-3’,

CoreGFP-FOR,5’-CGTCCGGATCAGGGGGAGGTGTGGGAGGT-3’ e

CoreGFP-VER,5’-CGGCTAGCGGGCTTGCTGAAGGTAGGGGGT-3?,  respectivamente,
com restri¢do pelas enzimas Kpn2l e Nhel. Os produtos gerados foram ligados resultando no
plasmideo p-Tol2-GFP-MCS-DsRED-Tol2 (7413bp).

O promotor utilizado para expressdo especifica e constitutiva do gene bmalla no musculo
esquelético foi o da miosina de cadeia leve 2 (mylz2) do peixe-zebra. O mylz2 foi amplificado
através de reacao de PCR com 0S primers
longo.For.mylz2,5’-CGAATTCGGATATTTTCAAAGCCAATCG-3’ e
longo.Rev.mylz2,5’-CGGATCCGTCGAGACGGTATGTGTGAAG-3> com restricdo por
EcoRI e BamHI e ligagdo com o template pDSRED-Express-DR. Em seguida, foi realizada uma
segunda amplificacao com 0
curto.For.mylz2,5-GGCGAATTCTGACCGGGTGAGGTCATAGGTCG-3’ e
curto.Rev.mylz2,5°CGCGGTACCTGGATCCGTCGAGACGGTATGTGT-3" utilizando as
mesmas enzimas de restri¢do, resultando no p-Tol-GFP-MCS-mylz2-DsRED-Tol (7401pb). A
estratégia utilizada para retirar o gene da proteina DsRed foi a partir da restricdo do plasmideo
p-Tol2-GFP-MCS-mylz2-DsRED-Tol2 com as enzimas Kpnl e Notl (New England Biolabs,
reacOes de acordo com as recomendacdes do fabricante). Em seguida, a sequéncia codificadora
do gene bmalla do peixe-zebra (ENSDART00000023959 — base de dados Ensembl), foi

amplificada por reacao de PCR utilizando 0S primers
bmalla.CDS.For,5-ATAGGTACCTGTGCGGATGATCTAATGGCAGACCA-3’ e
bmalla.CDS.Rev,5-ATTGCGGCCGCCTTCACAAAGGCCAGGGCAGGTC-3". Apo6s

restricdo com as enzimas Kpnl e Notl, os produtos de restricdo do plasmideo e do gene foram
ligados com a enzima T7 DNA ligase (New England Biolabs), resultando no plasmideo final
pTol2-cmcl2-GFP-mylz2-bmalla-Tol2 (9258bp) que foi utilizado para geracdo da linhagem
transgénica (ZF-bmalla), ver Figura 4.
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Figura 4 — Representacdo de pDsRED-Express-DR e pDestTol2CG2 os plasmideos utilizados
para obtencéo do plasmideo final pTol2-cmcl2-GFP-mylz2-bmalla-Tol2 utilizado

para geracao da linhagem transgénica.
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Fonte: a autora (2016).

4.3 OBTENCAO DAS POPULACOES F0, F1 E F2 DE PEIXES-ZEBRA TRANSGENICOS
E DETERMINACAO DA TAXA DE TRANSFERENCIA DO TRANSGENE

Para a obtencdo de peixes transgénicos foi utilizada a técnica de transgenia utilizando
transposons. Desta forma, o plasmideo pTol2-Cmcl2-GFP-Mylz2-Bmala-Tol2 foi
microinjetado, juntamente com o mRNA sintético que codifica a transposase, Figura 5, em 90
embrides de peixes-zebra NT recém-fertilizados e no estagio de uma célula (aproximadamente
20 minutos pos-fertilizacdo) de acordo com protocolo estabelecido anteriormente
(FIGUEIREDO et al., 2007). Vale salientar que os embrides utilizados para microinjecéo foram
obtidos a partir de cruzamentos entre as linhagens de peixes-zebra NT do Prof. Dr. Luis

Fernando Fernandes Marins da FURG-RS, uma vez que os experimentos para obtengdo da
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linhagem transgénica foram realizados nessa universidade. O plasmideo foi constituido de
elementos transponiveis do tipo Il (Tol2) em suas extremidades, constituidos por ITRs. Nisso,
a proteina foi traduzida a partir do mRNA injetado, catalisando a excisdo do TOL2, presente
nas extremidades do plasmideo, a partir dos ITRs conduzindo a integracdo estavel do DNA
excisado no genoma em um processo denominado de transposicdo. O mRNA injetado e a
proteina de transposase sdo degradados gradualmente depois que a atividade da transposase
termina e as insercbes Tol2 tornam-se estaveis (KAWAKAMI; SHIMA, 1999;
KAWAKAMI, 2007). Ap6s a microinjecdo, 0os embrides foram mantidos a 28°C e,
aproximadamente, 3 dpf quando as larvas j& haviam eclodido, foram observadas em
microscopio de epi-fluorescéncia (Microscopio BA410 acoplado ao médulo EF-UPR-III,
Motic) no filtro para FITC (EX D350/50x e BA D46050) para determinacdo dos organismos
em que o plasmideo havia sido integrado em seu genoma. Os peixes positivos para a transgenia
apresentaram coragdo com coloracdo verde (devido a presenca da proteina verde fluorescente,
cuja expressdo é dirigida pelo promotor da miosina cardiaca), enquanto que o coragdo de
animais negativos para a transgenia apresentara-se sem coloracdo verde. Os peixes positivos
obtidos a partir da microinjecéo foram denominados de fundadores (FO0).

A partir do cruzamento dos fundadores com peixes NT foi obtida a populagdo F1. Para a
obtencgéo da populacdo F2, os peixes-zebra transgénicos F1 foram cruzados com peixes NT e
separados em dois grupos de reproducdo para determinacdo da taxa de transferéncia do
transgene. O grupo A foi constituido de trés machos transgénicos (machos BmalMO05) e trés
fémeas NT e o grupo B de trés machos NT e trés fémeas transgénicas (fémeas BmalMO05). Os
casais foram colocados em tanques individuais de reproducéo e realizaram a desova em um
recipiente, denominado armadilha, depositado na parte inferior do tanque. A armadilha foi
constituida de plantas de plastico para simular o ambiente natural, e uma rede para que 0S 0V0S
fossem separados dos casais, evitando o canibalismo. Os embrides foram coletados com pipeta
Pasteur, desinfectados com hipoclorito de sodio, depositados em potes de pléastico, com uma
distribuicdo de 30 embrifes/100 mL de &agua, e mantidos a 28°C. Apl6s a eclosdo
(aproximadamente 3 dpf), as larvas foram visualizadas em microscépio de epi-fluorescéncia
MOTIC modelo MHG-100B no filtro FITC (EX D480/30x e BA D535/40m) para identificacdo
dos peixes-zebra transgénicos e NT e, também, nos filtros TEXAS RED, DAPI e campo claro
no aumento de 10x. A taxa de transferéncia do transgene para a prole foi calculada a partir da
determinacdo da quantidade de larvas transgénicas e NT, em que o nimero de transgénicos e
NT foi relacionado com o numero total de larvas obtidas. Esse experimento foi realizado em

triplicata. A linhagem F2 foi utilizada nos experimentos subsequentes.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dvdy.21343/full#bib23
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dvdy.21343/full#bib21
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Figura 5 — Microinjecéo de embrides de peixe-zebra nos estagios iniciais de desenvolvimento
e obtencéo da populagédo FO, F1 e F2.
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Fonte: a autora (2016).

Na primeira parte € mostrado o construto génico, contendo os elementos transposons (Tol2) em suas extremidades,
0 promotor da miosina cardiaca de cadeia leve (cmcl2) dirigindo a expressdo da proteina verde fluorescente
melhorada (EGFP) e o promotor da miosina esquelética de cadeia leve (mylz2) dirigindo a expressdo do gene
bmalla. Este construto foi microinjetado juntamente com o mRNA Transposase em embrides de peixe-zebra no
estagio de uma célula (em torno de 20 minutos pés-fertilizacdo). A transposase reconhece os elementos Tol2 e
integra o construto no genoma do organismo. Os embrides microinjetados foram denominados de fundadores (F0)
a partir da confirmagédo da transgenia por microscopia (visualiza¢do do coracdo verde devido a expressdo da EGFP)
e ao atingirem a idade adulta foram cruzados com peixes NT para obten¢do da populagdo F1. A populagdo F1,
apos a confirmacéo da transgenia, foi cruzada com peixes-zebra NT, os quais foram divididos em dois grupos de
reproducdo para obtencéo da populacéo F2, que foram utilizadas neste estudo.
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4.4 ANALISE DA TAXA DE SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DA F2

A analise da taxa de sobrevivéncia dos animais foi realizada em trés periodos do
desenvolvimento: (1) de 3 até 7 dpf, periodo em que o animal se alimenta de reservas do saco
vitelinico, (2) de 8 até 15 dpf, periodo de adaptacdo a alimentagdo exdgena; e (3) de 16 até 30
dpf, periodo de transigdo para a fase juvenil. Para tanto foram utilizados 70 peixes transgénicos
e 70 NT em duplicata.

Os peixes-zebra transgénicos e NT foram analisados, também, quanto ao crescimento.
Para tanto, os animais 12 peixes-zebra transgénicos e 12 NT foram anestesiados com MS-222,
dispostos em papel milimetrado e fotografados para medi¢do do comprimento: comprimento
padrdo (CP), o qual corresponde da cabeca até o pedinculo, comprimento da bifurcacdo (CB),
o qual corresponde da cabeca até a bifurcacdo, e comprimento total (CT), da cabeca até a
nadadeira caudal, Figura 6. Os dados referentes as medigdes foram obtidos utilizando o
software ImageJ V 1.49 (National Institutes of Health, USA).

Figura 6 — Esquema representativo das medidas de comprimento padrdo, comprimento da
bifurcacdo e comprimento total para analise do crescimento de peixes-zebra néo-

transgénicos e transgénicos.
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Fonte: a autora (2016).

4.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES DO RELOGIO MOLECULAR E MRFs

Para analise da expressdo dos genes do relogio molecular e dos fatores miogénicos no

musculo esquelético, foram utilizados 12 peixes transgénicos e 12 peixes NT adultos com idade
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de 11 meses submetidos ao fotoperiodo de 12:12h claro/escuro. Com base no trabalho Amaral
e Johnston (2012), foi escolhido o tempo de 20h (ZT14), o qual corresponde ao pico de
expressao do gene bmalla, e 04h (ZT22), corresponde ao periodo de expresséo basal do referido
gene, para coleta do musculo esquelético e avaliacdo da expressdo génica. Em cada periodo,
foram eutanasiados 6 animais transgénicos e 6 NT.

Os animais foram anestesiados por absor¢do com adicdo de 30 pg de ethyl 3-
aminobenzoate methanesulfonate (MS-222, Sigma-Aldrich) para cada 100 mL de &gua do
sistema de cultivo. A diminuicdo de respostas a estimulos externos e da velocidade de natacao
foram os sinais de que os peixes estavam levemente anestesiados. Apés a verificacdo destes
sinais, os peixes foram imersos em solucdo contendo trés vezes a concentracao inicial do MS-
222 e ao observar sinais de perda completa do equilibrio, com a parada dos movimentos
operculares, foi realizada a dissecacdo e extracdo do tecido muscular. As amostras foram
colocadas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 500 puL de RNA later ® (Sigma-
Aldrich) e armazenadas em freezer (-20°C) até a extracdo do RNA total.

4.5.1 Extracdo do RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total foi realizada a partir do musculo esquelético do peixe-zebra pelo
método de fenol-cloroférmio utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A quantificacao e a pureza do RNA total foram mensuradas pela
técnica de espectrofotometria com o aparelho NanoDrop® spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific). A integridade do RNA total foi verificada por meio da eletroforese em gel de
agarose. O Quantitect reverse transcription kit (Qiagen Hilden Germany) foi utilizado para

realizar a sintese de cONA a partir de 1,0 pg de RNA total conforme as instrucdes do fabricante.

4.5.2 PCR em tempo real

As reacOes de PCR quantitativa (QPCR) foram realizadas para avaliar a expressédo de
genes da alca positiva do relégio molecular, bmalla e clockla, e fatores regulatorios
miogénicos, myf5, myf6, myoD e myog, utilizando b-actina e efla como genes de referéncia
(Tabela 1). A reagdo para qPCR foi composta de 7,5uL do reagente Brilliant Il SYBR QPCR
Low Rox Master Mix (Stratagene), 6uL do cDNA diluido 40 vezes, 0,25umol.L? de cada
primer e agua livre de nuclease (Sigma) para um volume final de 15uL em placas de 96 po¢os
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(Applied Biosystems). As reac6es foram realizadas em duplicata e executadas no aparelho 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com o seguinte termociclo: ativacéo inicial
a 95°C por 10min seguida por quarenta ciclos de 95°C por 30s, 50°C por 30s e 72°C por 30s
(quando foram obtidas as leituras de fluorescéncia). O nivel de expressdo de cada gene foi
avaliado pelo Cq (Ciclo de quantificacdo). Ao término da reagdo de qPCR foi gerada a curva
de dissociacdo de 55 a 95 °C, para verificar a presenca de um Unico pico das amostras para 0s
genes utilizados individualmente (Apéndice A). A eficiéncia dos pares de primers foi verificada
a partir do software LinRegPCR versdo 12.5 (RUNTER et al., 2009). Os dois genes de
referéncia utilizados, efla e S-actin2, foram normalizados utilizando o software Genorm verséo
3.5 (VANDESOMPELE et al., 2002), para o valor de M<1.5. A expresséo de genes alvo foram
normalizadas para a média geométrica dos genes de referéncia, sendo exibida como unidades

arbitrarias. Os primers utilizados nesse estudo foram desenhados por Amaral e Johnston (2011).

Tabela 1 — Primers utilizados no projeto.

Ensembl f/r Sentido do Primer 5°-3° Produtopb Tm, E% R? Ensembl Gene ID
Gene oC

Genes de referéncia

efla f: 191 79.6 817 0.999 ENSDARG00000020850
GAGGAGTGATCTCTCAATCTTGAAAC
r: CCCTTGCCCATCTCAGCG

p-actina2 f: CCCAAACCCAAGTTCAGCC 112 79.3 96.9 0,999 ENSDARG00000037870
r: GAAGACAGCACGGGGAGCA

Genes circadianos

bmalla f: GTCACAGACAAGTGCTACAGATGCG 261 79.8 85.6 0.999 ENSDARG00000006791
r: TCCCTCCGCCATCTCCTGA

clockla f: GGTTCAAGGACAGGGTTTACAGATG 280 85.3 81.0 0.999 ENSDARG00000011703
r: GGTCGACCTCTGAGACTGCTGG

Fatores Regulat6rios Miogénicos

myoD f: CGTCCACCAACCCGAACC 270 81.0 79.2 0.999 ENSDARGO00000030110
r: TCCGTGCGTCAGCATTTGG

myog f: ACATACTGGGGTGTCGTCCTCTA 209 84.4 953 0.999 ENSDARG00000009438
r: CCACTGGAGTCGCCTCTGTT

myf5 f: CAGAGAGCATGGTTGACTGCAAC 243 81.2 859 0.999 ENSDARGO00000007277
r: TTGGACTGTCTGGAGAACTGCAC

myf6 f: CAACGAAGCTTTTGACGCG 201 81.3 839 0.999 ENSDARG00000029830

: AACACGGCTCCTTCTCTATGACC

Fonte: Amaral e Johnston (2011).
Nota: Simbolo do gene no Ensembl, sequéncia forward (f) e reverse (r) dos primers, tamanho do produto,
temperatura de melting (Tm), eficiéncia dos primers (E) e ID do gene no Ensembl.

=



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruijter%20JM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandesompele%20J%5Bauth%5D
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados quanto a sua distribuicdo. Para tanto, foi realizado o
teste de Kolmogorov-Sminorv a fim de determinar se as amostras apresentavam distribuicéo
normal. Os dados de crescimento e expressao génica foram testados e confirmados se seguiam
distribuicdo normal, subsequente foi realizado o teste-t com a finalidade de verificar se houve
diferenca de expressdo dentro e entre os grupos. Foi realizado, também, o teste de correlagédo
de Pearson entre as variaveis de medidas CP, CB e CT. O teste do Qui-quadrado foi realizado
0 para os dados de sobrevivéncia e taxa de transferéncia do transgene, a fim de verificar
possiveis divergéncias entre as frequéncias observadas e esperadas. Foram consideradas médias
estatisticamente diferentes aquelas cujos resultados do teste estatistico foram menores que 0.05

(p<0.05). As andlises estatisticas foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics 21.
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5 RESULTADOS

5.1 PORCENTAGEM DE TRANSGENIA DOS FUNDADORES E OBTENCAO DA
POPULACAO F1

Dos 90 embrides NT injetados com o transgene, 13 apresentaram fluorescéncia no
coracdo, representando cerca de 14% de transgenia. Destes, apenas 7 chegaram a fase adulta,
sendo 2 fémeas e 5 machos. Cada um desses peixes representa uma populacéo fundadora (F0),
que foram cruzados com peixes-zebra NT para obter a populacdo F1. Foram consistentemente
obtidas proles transgénicas apenas para trés peixes da populacdo FO. Estas populacbes FO1
foram denominadas fémeaO1, machoO1, e macho05, que foram cruzadas com peixes NT para a

obtencdo da populacdo FO2 (a populacdo FO2 do macho 05 foi utilizada neste estudo).

5.2 TAXA DE TRANSFERENCIA DO TRANSGENE DA POPULACAO F1 PARA F2

O cruzamento entre peixes-zebra transgénicos da geracdo FO1 e NT (prole macho05) deu
origem a prole F2, a qual foi constituida de peixes transgénicos e NT. A prole transgénicae NT
foi determinada pela microscopia de fluorescéncia sob 4 filtros de luz (campo claro, FITC,
DAPI e TEXAS RED).

Figura 7 — Imagem de microscopia de fluorescéncia evidenciando o coragédo de peixes-zebra

(a) ndo-transgénicos e (b) transgénicos.

CAMPO CLARO FITC DAPI TEXAS RED

ZF-bmalla «

coracgéo

Fonte: a autora (2016).

As larvas foram submetidas a emissao de luz branca (CAMPO CLAROQ), verde (FITC), azul (DAPI) e vermelha
(TEXAS RED) com um aumento de 10x. No FITC, observa-se a larva de peixe-zebra transgénico (ZF-bmalla)
com o coragdo verde fluorescente e a larva nao-transgénica (ZF-NT) com o coragdo sem coloracéo.
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Dentre esses filtros, o filtro de luz verde foi o utilizado para visualiza¢do da expressao da
EGFP, desta forma os peixes que apresentaram o coracao verde fluorescente constituiram a
prole transgénica, pelo fato de exibir expressdo da EGFP no coracdo, e 0S peixes que
apresentaram o coracao sem coloracgdo verde constituiram a prole NT, Figura 7.

Ao identificar a prole transgénica e a NT foi determinada a taxa de transferéncia do
transgene para a prole com o teste do Qui-Quadrado (Tabela 2). Para tanto, foram testados seis
casais, divididos em dois grupos: o grupo A consistiu de trés machos transgénicos e trés fémeas
NT, e o grupo B de trés fémeas transgénicas e trés machos NT. Dentre os grupos, os casais do
grupo B ndo apresentaram reproducdo. No grupo A, o casal 03 apresentou problemas na
reproducéo. Os casais 01 e 02, do referido grupo, reproduziram-se e os dados estdo apresentados
na Tabela 2. A partir dos dados pode-se verificar que ndo houve diferencas significativas entre

as duas linhagens considerando o p<0.05, isto é, a prole F2 é 50% transgénica e 50% NT.

Tabela 2 — Taxa de transferéncia do transgene para a prole da F2 de peixes-zebra néo-

transgénicos e transgénicos.

ZF-NT (%) ZF-bmalla (%) p
Casal 01A 53,1+2 46,9+2 0,55
Casal 02A 53,8+6 46,2+6 0,39

Fonte: a autora (2016).

Nota: Valores apresentados em m+dp (média = desvio padrdo) com n=100 peixes em duplicata para as duas
linhagens.
ZF-NT: peixes-zebra ndo-transgénicos e ZF-bmalla: peixes-zebra transgénicos para o gene bmalla.

5.3 TAXA DE SOBREVIVENCIA DA POPULACAO F2 DE PEIXES-ZEBRA
TRANSGENICOS E NT

O peixe-zebra é um animal que apresenta uma alta taxa de mortalidade na fase larval.
Para tentar reduzir essa mortalidade os parametros que afetam a qualidade da &gua foram
verificados e controlados. A densidade de larvas por litro de agua também foi monitorada
seguindo o proposto por Westerfield (2007) o qual sugere a relacdo de 50 larvas/L de agua. A
sobrevivéncia das linhagens foi verificada em diferentes estagios de desenvolvimento, o qual
compreendeu da fase larval até a fase juvenil. De acordo com a Tabela 3, verificamos que o
periodo critico, isto €, periodo em que foi verificada uma alta taxa de mortalidade compreendeu
entre 8 e 15 dpf, com um percentual de 37.9+£7 e 42.9+2, para a linhagem NT e transgénica,

respectivamente. Enquanto que, a menor taxa de mortalidade compreendeu o periodo de
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nascimento até 7dpf, com 1.4+0% e 3.6£1%. No periodo entre 16 e 30 dpf, as larvas
apresentaram uma mortalidade moderada com 16.4+1% e 12.1+1% para peixes-zebra NT e

transgénicos, respectivamente.

Tabela 3 — Taxa de mortalidade entre peixes-zebra n&o-transgénicos e transgénicos em

diferentes estagios até 30 dpf.

ZF-NT ZF-bmalla p
Mortalidade até 7 dpf (%0) 1,40 3,61 0,07
Mortalidade de 8 até 15 dpf (%) 37,97 42,912 0,30
Mortalidade de 16 até 30 dpf (%0) 16,4+1 12,1+1 0,25
Mortalidade até 30 dpf (%) 55,70 58,6+8 0,57

Fonte: a autora (2016).

Nota: Valores apresentados em mzdp (média + desvio padrdo) com n=70 peixes em duplicata para as duas
linhagens.
ZF-NT: peixes-zebra ndo-transgénicos e ZF-bmalla: peixes-zebra transgénicos para o gene bmalla.

De acordo com o teste do Qui-quadrado verificamos que ndo houve diferencas na
mortalidade das larvas nos trés periodos de vida analisados entre 0s grupos transgénicos e nao-
transgénicos, com o valor de p de 0,07; 0,30 e 0,25, respectivamente. Apds 30 dpf, periodo em
que atingem a fase juvenil, foi verificada auséncia de mortalidade. De um modo geral, a
linhagem NT teve uma sobrevivéncia de 44,3+6% e a transgénica de 41,4+0%, com auséncia

de diferenca estatistica entre estas médias.

5.4 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DA POPULACAO F2 DE PEIXES-ZEBRA
TRANSGENICOS E NT

Os peixes-zebra transgénicos e NT foram medidos com relacdo ao CP, CB e CT. A partir
dos valores dessas medidas de tamanho dos 12 peixes-zebra das duas linhagens, foram
estimados os coeficientes de correlacdo de Pearson. Os valores referentes aos coeficientes de
correlacéo estdo apresentados na Tabela 4 e sdo extremamente significativos, evidenciando uma
correlacdo altamente positiva entre as trés varidveis analisadas para as duas linhagens em estudo
variando entre 0,885 e 0,969. Uma vez que 0s escores apresentaram resultados positivos, o CT

foi tomado como medida para analisar o crescimento, com um p<0.001.
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Tabela 4 — Coeficiente de correlagdo de Pearson entre as variaveis de medidas de comprimento

padrédo, comprimento da bifurcagdo e comprimento total de peixes-zebra néo-

transgénicos e transgénicos.

ZF-NT ZF-bmalla
CP CB CP CB
CB 0,969 0,885
p<0,001 p<0,001
CT 0,962 0,986 0,940 0,948
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

Fonte: a autora (2016).

Nota: n=12 peixes-zebra ZF-NT e ZF-bmalla.
ZF-NT: peixes-zebra ndo-transgénicos e ZF-bmalla: peixes-zebra transgénicos para o gene bmalla.
CP= comprimento padrdo, CB= comprimento da bifurcacdo e CT= comprimento total.

Na Figura 8, temos os dados de comprimento padrdo da linhagem transgénica e NT
apresentados em grafico boxplot (gréfico de caixa). A partir desses dados, verificamos que 0
tamanho das linhagens com 345 dias de vida apresentou valor médio de 3.7+0.1 cm e 3.8+0.2
cm para a linhagem transgénica e NT, respectivamente. Os dados seguiram distribuicdo normal
e o teste-t indicou que os valores de CT ndo diferiram entre as linhagens, evidenciando auséncia

de diferencas significativas entre os dados.

Figura 8 — Comprimento total das linhagens ndo-transgénicas e transgénicas com 345 dias de

idade.
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Fonte: a autora (2016).
Nota: n=12 peixes-zebra ZF-NT e ZF-bmalla.
ZF-NT: peixes-zebra ndo-transgénicos e ZF-bmalla: peixes-zebra transgénicos para o gene bmalla.
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5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES DO RELOGIO MOLECULAR E DOS
FATORES REGULATORIOS MIOGENICOS NO MUSCULO ESQUELETICO DA
POPULACAO F2 DE PEIXES-ZEBRA TRANSGENICOS E NT

A PCR em tempo real foi utilizada para estabelecer os niveis de expressdo de mMRNA de
genes da al¢a positiva do reldgio molecular, bmalla e clockla, e dos fatores miogénicos, myoD,
myog, myf5 e myf6, no musculo esquelético da linhagem transgénica frente a linhagem NT. A
eficiéncia da reacdo de PCR foi similar entre os genes alvo e os genes de referéncia e, desta
forma, a normalizacdo dos resultados foi realizada utilizando o genorm. Os genes de referéncia
efla e f-actin2 apresentaram-se como bons normalizadores com valor de M equivalente a
0.392. A partir da Figura 9A, pode-se verificar que ndo houve diferenca na expressao do gene
bmalla no tempo de 20 e 04h dentro e entre 0 grupo transgénico e o NT. Com relacdo a
expressao do gene clockla, Figura 9B, verificamos que houve diferenca na expressao no grupo
NT entre o tempo de 20 e 04h, enquanto que para a linhagem transgénica nao houve diferenca
de expressdao. Entre as linhagens, nos referidos tempos 20 e 04h, ndo houve diferenca de

expresséo.

Figura 9 — Expressdo génica do genes (A) bmalla e (B) clockla da alca positiva do reldgio

molecular em peixes-zebra ndo-transgénicos e transgénicos no tempo de 20 e 04 h.
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Nota: n=12 peixes-zebra ZF-NT e ZF-bmalla.
ZF-NT: peixes-zebra ndo-transgénicos e ZF-bmalla: peixes-zebra transgénicos para o gene bmalla.
O asterisco indica diferenca de expressdo do gene entre os tempos para a mesma linhagem.
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A expressao dos genes myoD, myf5 e myf6 néo apresentou diferenca na expressao dentro

do grupo transgénico e do NT, bem como entre 0s grupos nos tempos de analise 20 e 04h.

Entretanto, para o gene myog foi verificada diferenca significativa na sua expressao no grupo

NT, tempo de 20 e 04h, enquanto que para o grupo transgénico ndo foi evidenciada diferenca

ao

bservou-se diferenca de express

,Ndo o

significativa na expressao desse gene. Entre 0s grupos

para os tempos de 20 e 04h.

(A) myoD, (B) myog, (C) myf5 e (D)

myf6 no musculo esquelético de peixes-zebra ndo-transgénicos e transgénicos no

tempo de 20h e 04h.
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O asterisco indica diferenca de expressdo do gene entre 0os tempos para a mesma linhagem.

Nota: n
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6 DISCUSSAO

6.1 GERACAO DAS POPULACOES TRANSGENICAS FO, F1 E F2 TRANSGENICA E
AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO

A estratégia, desse trabalho para geracdo da linhagem transgénica utilizando EGFP
constituiu-se um sucesso, além do mais o fato das larvas de peixe-zebra apresentarem-se
transparentes facilitaram o monitoramento de transmissdo do transgene para a prole. A
utilizacdo de genes repdrteres para determinacdo de linhagens transgénicas é um método
bastante confidvel, uma vez que a proteina fluorescente quando expressa nas células do
organismo produz fluorescéncia apos excitacdo das células a partir de luz com comprimento de
onda especifico. O coracgdo das larvas da linhagem transgénica, com 3 dpf, apresentou coloracéo
verde no filtro especifico para visualizagdo da EGFP e a fluorescéncia observada nos demais
filtros constitui-se como uma fluorescéncia enddgena natural do organismo, visto que a
linhagem NT também apresentou essa fluorescéncia, configurando-se como uma fluorescéncia
inespecifica. Kawakami (2007) confirmou a confiabilidade na utilizacdo de proteinas
fluorescentes para determinagdo de organismos transgénicos, em que os embrides EGFP
negativos de seu estudo também foram negativos para PCR, concluindo que, utilizando esta
estratégia, peixes transgénicos que carregam outros genes em sua insercao sempre expressarao
EGFP.

Além da revolucdo de proteinas fluorescentes, a utilizacdo de transposons tem auxiliado
ainda mais a engenharia genética (CLARK et al., 2011). A transgenia mediada por Tol2 é muito
eficiente, tornando-se possivel obter linhas transgénicas mesmo quando injeta-se o material
genético apds a fase de 1 célula ou com o DNA de qualidade reduzida (BALCIUNIENE;
BALCIUNAS, 2013) e essa ferramenta vem sendo demonstrada ser extremamente eficaz para
geracgdo de linhagens estaveis de peixe-zebra (KAWAKAMI, 2007; SUSTER et al., 2009). No
presente estudo, a taxa de transgenia dos fundadores de peixe-zebra foi de 14% a partir do
construto Tol2-cmcl2 -EGFP- mylz2-bmalla-Tol2, enquanto que o peixe haplochromine
(Astatotilapia burtoni), apresentou uma sobrevivéncia de apenas 14% (5dpf) e destes
fundadores sobreviventes metade apresentavam o Tol2-EflaPromoter-GFP-Tol2 (JUNTTI;
HU; FERNALD, 2013), sendo verificado que ndo sabe-se o real valor dessa taxa de
transferéncia pelo fato de ndo ter sido determinada a taxa de transferéncia do transgene nas

larvas que morreram. Em outra espécie de peixe, o Killifish (Nothobranchius furzeri), 36% dos
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embribes foram positivos para transgenia a partir do construto Tol2-Cska-GFP-cmcl2-
mCherry-Tol2 (VALENZANO; SHARP; BRUNET, 2011). Pode-se verificar uma ampla faixa
da frequéncia de transgenia em diferentes espécies ou até mesmo na mesma espécie, mesmo
assim essa técnica é considerada positiva por diversos pesquisadores, visto que essa variagdo
pode ser devido a constituicdo do construto inserido, uma vez que quanto mais simples for o
construto, maior a eficiéncia. A expressdo do transgene permanece por inumeras geracoes,
sugerindo que os transgene desenvolvido juntamente com Tol2 ndo sofre efeitos de
silenciamento génico (KAWAKAMI, 2007). Os fundadores de peixe-zebra transgénico para o
gene bmalla que foram capazes de transmitir o transgene para a proxima geracdo,
representando 50% de transmisséo. Esse valor é bastante significativo, uma vez que foi apenas
5% para uma linhagem de peixe-zebra de Suster e colaboradores (2011) e de 30% para uma
linhagem de peixe-zebra em um estudo desenvolvido por Feng e colaboradores (2016).

Em relacdo aos testes de reproducédo da geragdo F1 obtida a partir do machoO1 fundador,
foi verificado problemas de reproducdo para os casais do grupo B e um casal do grupo A. Para
os casais do grupo B (cruzamento: FBmalMO5xMNT) um dos fatores pode ter sido a idade dos
machos NT, visto que 0s mesmos estavam com idade superior a dois anos, sendo que o periodo
de reproducdo ideal desse teledsteo se da entre 3 e 18 meses de idade (AVDESH et al., 2012).
Além do mais a endogamia, isto €, o cruzamento entre casais aparentados pode afetar o
desenvolvimento sexual, reduzindo as taxas de fecundidade (BROWN et al., 2012). Entretanto,
a ocorréncia de endogamia entre os casais desse estudo € baixa, uma vez 0s peixes transgénicos
foram oriundos da FURG do Rio Grande e os peixes NT de lojas de aquarismo de Jodo Pessoa-
PB. Vale salientar, também, que em reproducdes realizadas anteriormente esses machos NT
haviam apresentado resultados positivos.

Dentre os casais que se reproduziram, foi verificado que as fémeas sempre realizavam a
desova nas primeiras horas da manhd, corroborando com o achado de Blanco-Vives e Sanchez-
Vazquez (2009) em que a acrofase da desova de fémeas submetidas a um fotoperiodo de
C10:E14, juntamente com machos da linhagem de peixe-zebra, foi de 3 horas ap6s as luzes
acenderem na parte da manhd, afirmando-se assim que a desova apresenta um comportamento
ritmico sendo regulada pelo reldgio circadiano. A partir dos dados obtidos da reprodugéo dos
casais, verificou-se que a populagdo F1 estava transmitindo o transgene para a prole seguindo
a heranca mendeliana em que se espera como resultado do cruzamento da F1, entre transgénicos
e NT, uma populacéo 50% transgénica e 50% NT na F2, corroborando com os resultados de Ju
et al. (2003) o qual cruzou um peixe GFP-positivo e um tipo selvagem e obteve uma F2 50%

transgénica. Outro fator observado na prole F2 foi a sobrevivéncia, verificando que nédo diferiu
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entre as linhagens, entretanto constatou-se que o0s alevinos de peixe-zebra apresentaram alta
taxa de mortalidade de 8 a 15 dpf pelo fato de que as larvas estdo em uma fase de adaptacéo a
alimentacdo exdgena nesse periodo, enquanto que até 7dpf periodo em que alimentam-se de
fonte enddgena, isto é, reservas do saco vitelinico a mortalidade foi bem mais baixa, e entre 15
e 30 dpf a mortalidade foi moderada pelo fato desses alevinos apresentarem-se mais resistentes
e em periodo de transicdo para a fase juvenil. A sobrevivéncia até 30 dpf, em torno de 40%, foi
bastante positiva, e um pouco maior que a sobrevivéncia das linhagens de peixe-zebra
investigadas por Amaral e Johnston (2012) a qual foi em torno de 33% e menor que a
sobrevivéncia das larvas de peixe-zebra em pesquisa desenvolvida por Villamizar et al. (2014)
a qual foi em torno de 60%. Villamizar e colaboradores, investigaram ainda o efeito de
diferentes condi¢cdes de luminosidade na sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas,
verificando que em escuro constante houve 100% de mortalidade das larvas até 18 dpf,
confirmando a influéncia significativa que o fotoperiodo possui sobre a embriogénese,
crescimento larval, desenvolvimento no peixe-zebra, bem como na sincronizacéo do reldgio
molecular. No presente estudo, a transgenia poderia ser um fator a interferir na sobrevivéncia
das larvas, entretanto verificou-se que isto ndo ocorreu, inferindo-se assim que a transgenia para
0 gene bmalla ndo afetou a sobrevivéncia das larvas, bem como néo afetou o crescimento dos

peixes na fase adulta, uma vez que o TT das linhagens ndo diferiu aos 345 dias.

6.2 EXPRESSAO DE GENES DO RELOGIO MOLECULAR E MRFs NO MUSCULO
ESQUELETICO DE LINHAGENS DE PEIXE-ZEBRA TRANSGENICOS E NT

O gene bmalla possui expressdo circadiana no musculo esquelético conforme reportado
na literatura (AMARAL; JOHNSTON, 2011), bem como no cérebro, olhos, coracdo, rim,
figado, glandula pineal e baco de peixe-zebra (CERMAKIAN et al., 2000) e de outros
organismos como 0s ratos. Nos pontos experimentais, ZT14 e ZT22, em que foi verificada a
expressao do gene bmalla, no presente trabalho, ndo foi verificada diferenca na sua expressao
tanto para a linhagem transgénica quanto para a linhagem controle, em contraste com o
resultado observado por Amaral e Johnston (2011). O bacalhau do atlantico também apresenta
acrofase no ZT14 (LAZADO et al., 2014), em contraste, 0s ratos apresentam pico de expressdo
nas primeiras horas do periodo claro e expressdo basal em torno do fim desse periodo
(McCARTY et al., 2007). Logo, podemos verificar que a expressao deste gene em roedores e

peixes é quase anti-fase. Nao se sabe se esse fato reflete as diferencas profundas na organizacao
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do rel6gio molecular desses organismos ou se reflete o fato de que os roedores sdo noturnos ao
passo que os peixes sdo diurnos (CERMAKIAN et al., 2000).

O gene bmalla inserido no organismo, em que sua expressao foi dirigida pelo promotor
mylz2, deveria apresentar um perfil de expressdo constitutiva, entretanto ndo foram realizadas
modificagdes na composicdo do gene inserido e nem retirado o gene nativo do organismo.
Entdo, ao verificar a expressao do bmalla avalia-se a0 mesmo tempo a expressao do gene nativo
do organismo e do gene inserido, pelo fato de apresentarem a mesma sequéncia, sendo que
apresentam perfis de expressdo diferenciados por serem dirigidos por promotores diferentes.
Desta forma, esperava-se uma tendéncia para um pico de expressao circadiano maior na
linhagem transgénica, uma vez que a expressdo do gene constitutivo iria somar o bmalla no
mecanismo do relogio para algumas func@es, do que na linhagem NT que apresenta apenas a
expressao do bmalla dirigido pelo promotor do relégio molecular. Entretanto, ndo foram
verificadas diferencas na expresséo do gene bmalla no ZT14, pico de expressao reportado por
Amaral e Johnston (2011), e ZT22, expressao basal também reportada por esses autores, tanto
para a linhagem transgénica quanto para linhagem NT. Esses resultados inferem uma expressao
constitutiva desse gene para ambas as linhagens nos tempos analisados. Logo, algumas
consideracdes podem ser feitas em relagdo a esse fato, uma vez que ha uma tendéncia para uma
expressdo circadiana para esse gene nas referidas linhagens. O nimero amostral, por exemplo,
pode ter sido um fator responsavel pela auséncia de resultados estatisticamente significantes.
Esse problema do numero amostral foi decorrente da extracdo de RNA em que algumas
amostras foram perdidas, podendo-se assim ter afetado a qualidade dos resultados, refletindo
num alto erro experimental. Outro fator a ser considerado, que pode ter afetado a expressao dos
genes, é o deslocamento de fase do ritmo ocorrendo um atraso ou avanco de fase, que de acordo
com Lefta, Wolff e Esser (2011) um avanco de fase é uma mudanca no tempo da fase a ocorrer
mais cedo e um atraso de fase € uma mudanga para um momento posterior, entdo o pico de
expressao do gene bmalla, a expresséo basal, bem como os genes ativados por ele podem ter
sido afetados caso esse fato tenha acontecido, ocorrendo em tempos diferentes ao reportado por
Amaral e Johnston (2011). Além do mais, também é possivel que as alcas de regulacdo do
relogio molecular enddgeno tenham compensado a expressdo do gene bmalla inserido no
peixe-zebra, mantendo-se a homeostasia do sistema.

Com relacéo a expressdo do gene clockla no musculo esquelético foi verificado um perfil
circadiano na linhagem controle corroborando com o trabalho de Amaral e Johnston (2011) e a
linhagem transgénica apresentou um perfil de expressdo constitutiva, assim como o0 gene

bmalla dessa linhagem. Sendo assim, outra sugestdo é que com a superexpressao do bmalla, a
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expressao dos seus pardlogos bmallb e bmal2 (VATINE et al., 2011; LIU et al., 2015) possa
ter diminuido e/ou ter sido reprimida, ndo contribuindo assim para a formacdo dos
heterodimeros BMAL1a:CLOCK1ae BMAL2:CLOCK1a, haja visto a desproporc¢éo dos niveis
dos fatores de transcricdo de BMAL1a para com o CLOCK1a. Somado assim, foi verificado
que o bmalla desse vertebrado liga-se mais firmemente ao clock do que o bmal2
(CERMAKIAN et al., 2000).

O heterodimero CLOCK:BMAL1a é importante para a ativacdo de MRFs, dentre estes
Andrews et al. (2011) verificou que o myoD em ratos ¢ um CCG. Em contraste, Amaral e
Johnston (2011) verificaram que apenas o fator miogénico myf6 apresentou perfil circadiano
em peixe-zebra, denotando que esse gene é controlado pelo relégio molecular. Ao contrério
disso, o myf6 teve um padrdo de expressdo constitutiva, no presente estudo, para ambas as
linhagens investigadas. Esse gene myf6 é expresso tardiamente durante a embriogénese, bem
como em animais adultos e parece compartilhar muitas de suas fungbes com o myog
(LUDOLPH; KONIECZNY, 1995). Em consonancia com os achados de Amaral e Johnston
(2011), observou-se que os genes myoD e myf5 apresentaram expressao constitutiva para as
duas linhagens, transgénica e NT, ndo diferindo entre as linhagens pelo fato do relégio
molecular ndo intervir na expressdo desses genes como reportado. Contrario a esses autores, 0
myog apresentou um perfil circadiano na linhagem NT, em que segundo Schiaffino, Blaauw e
Dyar (2016) oscilagdes circadianas de genes musculares significa que sdo genes controlados
diretamente pelo rel6gio muscular ou ainda por fatores extrinsecos, como a alimentacdo, sinais
hormonais e influéncias neurais. Segundo Schierholt e colaboradores (2008), esse gene possuli
extrema importancia durante a miogénese, visto que sua expressao marca 0 inicio da
diferenciagdo e, consequentemente, o desenvolvimento das fibras musculares a partir dos
mioblastos previamente formados. Sendo assim, esse gene pode ser melhor estudado pelo fato
de ter sido observado um perfil circadiano podendo afirmar que seja controlado pelo reldgio
molecular a partir dos resultados dos pontos experimentais averiguados, além do mais outros
fatores podem ter interferido na sua expressdo como citado.

Embora existam poucos estudos a respeito da avaliacdo do efeito do relogio molecular no
desenvolvimento e manutencdo do musculo esquelético em peixe-zebra vérias linhas de
evidéncia em outros vertebrados tem reportado a importancia dos ritmos circadianos para
fisiologia desse tecido, sendo necessario para organizacao estrutural, metabolismo da glicose e
producdo de energia. Pode-se verificar que a expressao do bmalla dirigida pelo promotor mylz2
ndo afetou a homeostasia do organismo, bem como ndo interferiu na sobrevivéncia e

crescimento da linhagem. Entretanto, outros estudos devem ser realizados a fim de elucidar a
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importancia desse mecanismo no crescimento do tecido muscular em peixes, uma vez que é o

produto de maior valor agregado na piscicultura e de amplo interesse industrial.
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7 CONCLUSOES

e O plasmideo para os genes EGFP e bmalla foi construido com sucesso, visto que foi
observada expressao desses genes na linhagem transgénica;

e O transgene foi transmitido para a prole seguindo heranca mendeliana;

e A expressdo do gene bmalla na linhagem transgénica dirigida pelo promotor mylz2
apresentou expressdo constitutiva, porém o mesmo foi observado na linhagem NT;

e Dentre a expressdo dos fatores miogénicos foi verificada uma tendéncia do myog ser
um gene controlado pelo relégio molecular;

e A transgenia para o gene bmalla ndo afetou a sobrevivéncia das larvas, bem como ndo

afetou o crescimento.
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APENDICE A — Curva de melt (dissociacio) dos genes do reldgio e fatores miogénicos
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