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‘Inteligéncia € a habilidade de se

adaptar as mudancas”

(Stephen Hawking)



RESUMO

Os organismos evoluiram para possuir um mecanismo para se adaptarem a
variacdes circadianas. Esse mecanismo enddgeno, chamado de reldgio
molecular, que tem capacidade de sincronizar os sinais ambientais com diversos
aspectos fisioldgicos € também importante para a homeostase do tecido
muscular esquelético, dentre outros. O reldégio molecular € composto por uma
rede de fatores de transcri¢cdo, incluindo o gene bmalla, que possui expressao
circadiana e esta envolvida na expressao de fatores miogénicos, importante para
a homeostase e desenvolvimento do muasculo. Entretanto ainda € desconhecido
a importancia fisiolégica do ritmo para o tecido muscular em peixes. O objetivo
desse trabalho é investigar o efeito da transgenia musculo-especifica do bmalla
no numero de mitocéndrias e das fibras musculares, utilizando o peixe-zebra
como modelo experimental. Os peixes transgénicos foram selecionados através
da visualizacéo de fluorescéncia no coracao de embrides através de microscopia
de fluorescéncia, jA que 0 0s peixes transgénicos possuem coracao verde
fluoresecente. O numero de mitocondrias foi analisado através da relacdo do
gene 16S ou ND1 com o PolG e indicou que ndo houve diferenca entre
transgénicos e nao-transgénicos. Quanto a histologia, ndo foi possivel obter um
namero de amostras significativo para analise estatistica, porém uma analise
prévia indicou que nao haveria diferenca e ndo demos continuidade aos
experimentos. De modo geral, a insercdo de um gene bmalla com expressao
constitutiva ndo apresentou alteracdo na homeostase no musculo esquelético no
que se refere ao numero de mitocéndrias.

Palavras-chave: Ciclo circadiano; reldgio molecular; CCGs; miogénese



ABSTRACT

Organisms evolved to have a mechanism to adapt to circadian variations. This
endogenous mechanism, called the molecular clock, which has the ability to
synchronize environmental signals with several physiological aspects is also
important for homeostasis of skeletal muscle tissue, among others. The
molecular clock is composed of a network of transcription factors, including the
bmalla gene, which has circadian expression and is involved in the expression
of myogenic factors, important for homeostasis and muscle development.
However the physiological importance of rhythm for muscle tissue in fish is still
unknown. The objective of this work is to investigate the effect of muscle-specific
transgenesis of bmalla on the number of mitochondria and muscle fibers, using
zebrafish as an experimental model. The transgenic fish were selected by
fluorescence visualization in the embryo heart through fluorescence microscopy,
since the transgenic fishes have green fluorescent heart. The number of
mitochondria was analyzed by the ratio of the 16S or ND1 gene to the PolG and
indicated that there was no difference between transgenic and non-transgenic.
As for histology, it was not possible to obtain a significant number of samples for
statistical analysis, but a previous analysis indicated that there would be no
difference and we did not give continuity to the experiments. In general, the
insertion of a bmalla gene with constitutive expression did not present alteration
in skeletal muscle homeostasis with respect to the number of mitochondria.

Keywords: Cycle circadian; molecular clock; CCGs; myogenesis;
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1 INTRODUCAO

A piscicultura tem se tornado uma grande fonte de alimento para a populacéo.
O rendimento de producéo € depende do sistema de cultivo, sendo assim a otimizagao
do sistema estd em constante estudo para aprimoramento. A maioria desses estudos
tem focado nas condi¢des de cultivo, porém ainda € necessario compreender as vias
metabdlicas que estdo por tras da regulacdo do crescimento, que ainda é uma area
carente de pesquisas, principalmente em espécies de interesse econémico. E sabido
gue existem diversos fatores ambientais que regulam o crescimento em peixes, entre
eles esté a alimentacdo, densidade populacional, qualidade da &4gua, temperatura e
luz (BENDHACK et al., 2013; SADO; BICUDO; CYRINO, 2014).

Ciclo circadiano sé@o padrdes de atividades bioldégicas que ocorrem numa
periodicidade de 24h. Diversos aspectos bioldgicos estao sobre influencia desse ciclo,
como metabolismo energético, ciclo celular e crescimento somatico, além de fatores
comportamentais, como locomocéao e obtencéo de alimento. O fotoperiodo é um fator
importante para a regulagdo do crescimento muscular em peixes visto que
frequentemente € observada uma alteragdo do crescimento muscular e somatico
quando o fotoperiodo durante o desenvolvimento é alterado (BJORNSSON et al.,
2000). O mecanismo molecular que possivelmente esta por tras desse efeito é o
mecanismo do relégio molecular, que € composto por uma rede de regulacao de
transcricdo de genes (KO; TAKAHASHI, 2006). Esse mecanismo é responsavel pela
regulacdo de atividades metabdlicas com ritmo circadiano. E sabido que alteracées
nos genes do mecanismo do relégio molecular alteram o crescimento e funcado do
musculo esquelético de mamiferos (ANDREWS et al., 2010). O efeito da abla¢éo ou
modificacdo do reldégio molecular em peixes, no entanto, é pouco conhecido.

Neste contexto, a hipotese norteadora deste trabalho € que a modificacdo da
expressdo de um gene do reldégio molecular levaria a modificacdo do crescimento
muscular, considerando a importancia do reldgio molecular para a homeostase do
organismo. Assim 0 objetivo desse trabalho investigar os efeitos no musculo
esquelético de peixe-zebra para um peixe transgénico para 0 gene bmalla na

homeostase nesse tecido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fotoperiodo e crescimento soméatico

O ambiente € um fator que influencia o crescimento dos peixes. Diversos
fatores ambientes estéo presentes na regulacéo de crescimento desses animais como
alimentacdo, temperatura, qualidade da agua, densidade e o fotoperiodo
(BENDHACK et al., 2013; SADO; BICUDO; CYRINO, 2014). Estudos mostram que
diferentes fotoperiodos afetam no crescimento de peixes. Um desses estudos foi feito
com salmao do atlantico (Salmo salar) que, quando foram submetidos num cultivo
com fotoperiodo de 24h claro, apresentaram um crescimento somatico maior do que
comparado com o cultivo com fotoperiodo de 12h claro e 12h escuro (BJORNSSON
et al., 2000). Além disso, um trabalho utilizou uma espécie com maior interesse da
piscicultura nacional, a tilapia, para avaliar o efeito do crescimento em diferentes
fotoperiodos. O resulto foi um maior crescimento no regime que estava com
fotoperiodo de 18h claro e 6h escuro em relacdo ao regime 12:12 claro:escuro (EL-
SAYED; KAWANNA, 2007). Também foram analisados os efeitos do fotoperiodo no
tambaqui (Colossoma macropomum) que apresentou efeitos no crescimento do peixe
sem alterar a eficiéncia proteica, quando estes foram cultivados em sistemas com
maior exposicdo a luz (MENDONCA et al., 2012). Isso demonstra que a luz

(fotoperiodo) possui uma influéncia no crescimento de diferentes espécies de peixes.

2.2 Ritmo Circadiano

A palavra ‘circadiano’ vem do latim circa diem, no qual circa significa cerca e
diem significa dia, em outras palavras significa “aproximadamente um dia” (KWON et
al., 2011). Na biologia, ritmos circadianos sdo variagbes metabdlicas e
comportamentais que acontecem com uma periodicidade de 24h. E sabido que todos
0S organismos evoluiram para possuir algum mecanismo para se adaptarem a
situacdes de dia e noite (KWON et al., 2011). Os primeiros estudos sobre o ciclo
circadiano em animais foram feitos em Drosophila melanogaster e atualmente se tem
estudado nos mais diversos organismos, como camundongos, cianobactérias e peixes
(TAKAHASHI, 2004; PESCHEL; HELFRICH-FORSTER, 2011).
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2.2.1 Percepcao da luz

Em mamiferos a luz é captada por células fotorreceptoras localizadas na retina
e essa informacéo é transmitida para o hipotalamo (ALBRECHT, 2012). Desta regiao,
a informacdo é levada até o nucleo supraquiasmético (NSQ) pelo trato retino-
hipotalamico, que vai induzir a expressao de genes do reldgio molecular. Sinais neuro-
endocrinos do SCN realizacdo a sincronizacdo do ritmo circadiano com os relégios
moleculares nos tecidos periféricos, como figado e musculo (REPPERT; WEAVER,
2002; KO; TAKAHASHI, 2006; DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Em peixes,
a percepcdo da luz ocorre também diretamente pela glandula pineal que possui
caracteristicas fotorreceptivas intrinsecas ao tecido, capazes de gerar um ritmo
circadiano (FALCON et I., 2007). Essa sincronizacdo entre os 6rgéos centrais (olhos
e glandula pineal) e 6rgéos periféricos ainda ndo € muito bem elucidada, mas ja se
sabe que a sintese da melatonina esta envolvida nesse processo (ZIV et al., 2005;
KORF; VON GALL, 2006). O papel dos 6rgdos centrais na sincronizacdo do
metabolismo dos tecidos periféricos em peixes tem sido questionado, visto que
estudos apontam que tecidos periféricos sdo responsivos diretamente a luz
(WHITMORE et a., 1998; WEGER et al., 2011).

2.2.2 Mecanismo do relégio molecular

O mecanismo do relégio molecular € uma rede de transcricdo e traducao de
genes que possui uma periodicidade de 24h. Os primeiros estudos em animais foram
feitos em Drosophila e quando foram comparados 0 mecanismo presente na mosca
da fruta com o presente em invertebrados foram observadas similaridades, mostrando
que € um processo conservado durante a evolucao (VATINE et al., 2011). Os genes
gue compdem o mecanismo do relégio molecular codificam fatores de transcricao que
interagem para sincronizar e controlar este relégio (CERMAKIAN et al., 2000). Estes
fatores de transcricdo podem tanto ativar a expressao de gene como reprimir
(CECON; FLORES, 2010). Em mamiferos, o mecanismo do relégio molecular é
constituido por duas alcas de regulacéo, uma positiva e outra negativa. A al¢ca positiva
€ constituida pelos genes clock (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) e bmall
(Brain and Mulcle ARNT-like protein 1), pertencentes a familia bHLH-pas (basic Helix-
Loop-Helix, Period-ARNT-Single-Minded) que formam um heterodimero.
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CLOCK:BMAL1 atua na iniciagao da transcricdo de genes que contenham sequéncias
enhancer regulatorias E-box, entre eles os genes per (period) e cry (cryptochrome)
(JETTEN A. M., 2009; MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015). Os genes per
e cry constituem a alca regulatoria negativa do mecanismo do rel6gio molecular.
Esses genes formam um heterodimero PER:CRY que atua como feedback negativo
dos genes clock e bmall (REPPERT; WEAVER, 2002; HIROTA; FUKADA, 2004).
Esse ciclo de transcricdo entre as alcas dura aproximadamente 24h promovendo a
periodicidade do sistema (KO; TAKAHASHI, 2006; MCCARTHY et al., 2007). Outra
alca regulatoria paralela as outras é composta por rev-erb e rora, que possui
expressdo dirigida pelo heterodimero CLOCK:BMAL que possui a capacidade de
ativar ou inativar a expressao dos genes que 0 ativam, sendo o rev-erb reprimindo e
0 rora ativando. Estes atuam no promotor RORE (Retinoic Acid-Related Orphan
Receptor Response Element) presente promotor do gene BMAL1 (GUILLAUMOND et
al., 2005; GEYFMAN et al., 2012). Um modelo simplificado estad demonstrado na
Figura 1.

Em peixes, o mecanismo é bastante similar ao mecanismo de mamiferos,
porém existe a presenca de genes paralogos do relégio molecular (VATINE et al.,
2011). Durante a evolucdo dos peixes teledsteo ocorreu uma duplicacdo do genoma
no ancestral comum, o que levou a uma diversidade maior de genes componentes do
reldgio molecular (LIU et al., 2015). Por exemplo, o gene bmall possui 3 paralogos —
bmalla, bmallb e bmal2 -, o clock também possui 3 paralogos — clockla, clocklb e
clock2. Em genes per e cry a presenca de cOpias € ainda maior tendo o per 4
paralogos — perla, perlb, per2 e per3 — e cry, 6 paralogos — cryla, crylb, cry2a, cry2b,
cry3 e cry4 (VATINE et al., 2011). Os paralogos podem formar diferentes combinacfes
de heterodimeros ocasionando a diferentes fungdes circadianas (CERMAKIAN et al.,
2000). Com isso, o mecanismo do relégio molecular em peixes € provavelmente um
mecanismo mais complexo quando comparado com o organismo modelo de
mamiferos (VATINE et al., 2011).

2.2.3 Ritmo circadiano e musculo esquelético

O heterodimero CLOCK:BMAL atua além da ativacao de expressédo de PER e

CRY, atuam em outros genes do metabolismo que contenham a sequéncia E-box,
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sendo esses chamados de genes controlados pelo reldgio (do inglés clock-controlled
genes, CCGs). Esses CCGs estdo presentes em diversos 6rgaos e participam de
diversos processos metabolicos, a exemplo do ciclo celular (PEYRIC; MOORE;
WHITMORE, 2013;). Andrews et al., 2010 mostrou que quando promovia uma inibicao
de genes do relogio molecular (CLOCK e/ou BMAL) causava uma alteragdo na
homeostase do musculo esquelético. Além disso, os autores demonstraram que 0S
genes myoD e pgc1B sdo CCGs que atuam como fator de regulacdo miogénica no
crescimento e desenvolvimento muscular e na homeostase mitocondrial
respectivamente (ANDREWS et al., 2010). Outros estudos mostram que a depressao
na expressao de genes do reldgio induzem injurias no musculo esquelético que estao
associados a disturbios metabdlicos (MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015).
Estudos em camundongos utilizando linhagem sem expressao de bmall causou uma
reducdo da massa muscular total, com diminuicdo do diametro da fibra muscular, além
da perca de peso e artropatia progressiva (BUNGER et al., 2005; CHATTERJEE et
al., 2013).

Figura 1 —Modelo do mecanismo do rel6gio do molecular de mamiferos.

Muscle-Specific
Core Clock  ¢jock-controlled genes
Genes
_____________ -
-------- :;
A i, [ MyoD)|
; o (i

P 1f
Repressors Activators

Fonte: Andrews et al., (2010).

A alca positiva (bmall e clock) ativa a expresséo da alca repressora (per e cry) que estes vao reprimir
a ativacdo da alca de repressao. A alca de ativagdo também atua na alga alternativa (rora e rev-erb)
que atua ativando e inibindo respectivamente. Ainda mostra CCGs, neste caso o gene myoD e Pgc1
em musculo esquelético (ANDREWS et al., 2010).
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No musculo esquelético do peixe-zebra ja foi caracterizado o perfil de
expressdo de diversos genes do mecanismo do relégio molecular, demonstrando o
perfil de transcritos de importancia para o crescimento muscular, como os CCGs myf6,
igfbp3, igfbp5b e hsf2. A expresséo circadiana desses genes pode representar uma
importante correlacéo entre o mecanismo do rel6gio molecular com o crescimento de
musculo esquelético em peixe-zebra (AMARAL; JOHNSTON, 2012). Apesar de se ter
conhecimento desses CCGs no musculo esquelético ainda sdo necessarios mais
estudos para elucidar a importancia dessa via para a fisiologia do crescimento
muscular (LAZADO et al., 2014).

2.3 Peixe-zebra

O peixe-zebra é um peixe teledsteo da familia Cyprinidae, conhecido como
paulistinha devido as listras horizontais de cor azul-escuro e é conhecido pela
comunidade cientifica como zebrafish (NASIADKA; CLARK, 2012). Quanto a sua
anatomia, € um peixe pequeno, possuindo tamanho entre 3-5 cm de comprimento na
idade adulta, sendo que as fémeas possuem uma circunferéncia abdominal maior que
os machos (SCHNEIDER et al., 2009) (Figura 2). Este peixe € nativo do subcontinente
indiano, normalmente habitando &aguas rasas de riachos de agua doce e rios
(SPENCE et al., 2006). Uma caracteristica do peixe-zebra € a alta taxa de reproducao,
sendo capazes de reproduzir o ano todo e apresentar um curto tempo de geracao,
devido a eclosédo dos embrifes ocorrer apés 3 dias da fertilizacdo e atingirem a idade
adulta com 3 meses de vida (WESTERFIELD, 2007). A classificacdo taxondémica do
peixe-zebra esta representada na Tabela 1.

Figura 2 — Exemplo de peixe-zebra, organismo modelo utilizado nesse trabalho

Fonte: The Zebrafish International Network (zfin)
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Tabela 1 — Classificagdo Taxondmica do Peixe-Zebra

Peixe-zebra
Reino Animalia
Filo Chordata

Classe Teleostei
Ordem Cypriniformes
Familia Cyprinidae
Género Danio
Espécie Danio rerio

Fonte: Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

O peixe-zebra foi inicialmente utilizado em estudos de embriologia por possuir
transparéncia na fase embrionéria e larval, facilitando os estudos. Atualmente € um
modelo experimental de vertebrados que é utilizado em diversos campos da ciéncia,
sendo utilizado como organismo modelo na piscicultura (DAHM; GEISLER, 2006).
Caracteristicas do peixe-zebra sdo importantes para ser utilizado como organismo
modelo como a alta fecundidade, maturidade sexual em curto tempo (10-12 semanas)
e apresentar um corpo pequeno (WESTERFIELD, 2007; BEN-MOSHE; FOULKES;
GOTHILF, 2014). Varios estudos foram feitos em diferentes aspectos sobre o peixe
como bioenergética (CHIZINSKI et al., 2008), comportamento (MILLER; GERLAI,
2007), crescimento (SICCARDI et al.,, 2009) e metabolismo (PLAUT; GORDON,
1994). Devido a importancia desse animal para a ciéncia, varias ferramentas de
pesquisa foram desenvolvidas, como o projeto genoma quase concluido, extensa
informacgédo sobre linhagens mutantes o que facilita estudos de expressdo génica

nestes organismos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Analisar as diferencas entre a linhagem transgénica e néo-transgénica para o

gene bmalla quanto a capacidade de crescimento e metabolismo muscular.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar o numero de células musculares esqueléticas no miétomo de
peixes nao-transgénicos e transgénicos com aproximadamente um ano
de idade;

e Investigar o volume das células musculares esqueléticas no miétomo de
peixes nao-transgénicos e transgénicos com aproximadamente um ano
de idade;

e Investigar o numero relativo de mitocdndrias no miétomo de peixes néo-

transgénicos e transgénicos com aproximadamente um ano de idade.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1  Cultivo e manejo dos peixes-zebra

A linhagem transgénica bmalla foi obtida através de uma parceria com a
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os peixes que foram positivos para a
transgenia foram levados para o Laboratério de Biotecnologia de Organismos
Aquaticos (LABOrA) do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba
(CBiotec/lUFPB). Esses peixes foram reproduzidos com uma linhagem néao
transgénica ja presente no laboratorio que foram adquiridos de lojas de aquarismo de

Joao Pessoa-PB.

Os peixes utilizados nos experimentos foram resultados de cruzamentos entre
peixes transgénicos (T) e peixes ndo-transgénicos (NT). A selecdo entre T e NT foi
realizado através de microscopia de fluorescéncia utilizando o microscépio MOTIC
modelo MHG-100B acoplado ao filtro FITC (EXD480/30x e BA D535/40m), no qual
era visto o coragdo dos alevinos apés 3 dias de fertilizagdo, melhor abordado no item
4.2. Os peixes obtidos do cruzamento foram cultivados em aquarios de 20L com agua
doce, recirculacdo de agua, temperatura em torno de 28°C, fotoperiodo de 12/12h
claro/escuro e foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial Tropical
DISCUS GRAN (Tropical ®).

4.2 Peixe transgénico bmalla+

Os peixes-zebra transgénicos foram obtidos através da insercdo de um
plasmideo recombinante (SOUSA, 2016). Esse plasmideo foi construido contendo o
gene bmalla sob o controle da expressao pelo promotor da cadeia leve da miosina 2
(Mylz2) do peixe-zebra. Também continha um gene reporter (EGFP) sobre o controle
de expressdo promotor da miosina cardiaca do peixe-zebra (Cmcl2). Por fim, o
plasmideo tinha uma regido flanqueadora dos dois genes supracitados pelas
sequéncias Tol que é responsavel pela insercdo dos genes bmalla e EGFP no
genoma do peixe-zebra. A adicdo do plasmideo no peixe-zebra foi feita por
microinjecdo em embrides recém fertilizados em estagio de apenas uma unica célula.

Esse plasmideo concede ao peixe-zebra transgénico um gene bmalla que
tenha uma expressdo constitutiva no tecido muscular. Além disso, o gene EGFP

concede ao coragdo uma florescéncia verde quando observados em microscopia de
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fluorescéncia, permitindo a distingcdo dos peixes positivos para a transgenia dos peixes
negativos (Figura 3). Os peixes transgénicos foram submetidos a anéalise do Comité
Interno de Biosseguranca (CiBio) e esta registrado sob protocolo CiBio 01/05 (Anexo
A).

Figura 3 — Foto do coracdo de uma larva de peixe-zebra em microscopio de

fluorescéncia.

Coracao

Fonte: SOUSA, (2016).

Visualizacdo do coracdo permite a selecdo entre animais T (esquerda, cora¢do evidenciado por uma
seta branca) e NT (direita, a regido onde o coracéo estd aparece sem fluorescéncia).

4.3 Eutanésia e coleta de tecido do musculo esquelético

Para analisar o numero relativos de mitocdndrias, numero de fibras musculares
e volume celular os peixes com idade de aproximadamente um ano, foram emergidos
numa solucao de etil 3-aminobenzoate metanosulfonato (MS-222, Sigma Aldrich) para
anestesiar os animais. Apds a anestesia dos peixes, estes foram transferidos para
uma solucdo de MS-222 com uma concentracao trés vezes maior que a concentracao
da solucdo de anestesia causando overdose no animal. Esse € um dos métodos
recomendados pela diretriz do Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA). O projeto foi submetido a analise pelo Comité de Etica de Uso
Animal (CEUA) da UFPB, e esté registrado sob protocolo nimero 1605/04 (Anexo B).
O numero de peixes eutanasiados foi um total de 12 peixes T e 12 peixes NT para
analisar o nimero relativos de mitocondrias e foi dissecado uma parte do musculo
esquelético. Para as analises histoldgicas foram utilizados um total de 10 peixes (5 de
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cada linhagem) que foram medidos em papel milimetrado e feito uma secado em 70%
do tamanho padréo do animal.

4.4  Extracdo de DNA gendmico e PCR quantitativa

A extracdo de DNA genodmico foi realizado utilizando a amostra coletada de
musculo esquelético e o kit GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep da Sigma-
Aldrich, seguindo o protocolo de extracdo recomendado pelo fabricante. A PCR
guantitativa (tempo real) foi realizada usando o kit SYBR Green (Life Technologies) e
foi utilizando o termiciclador 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems).
Foi utilizado o seguinte termociclo: (1) ativagdo inicial a 95°C por 10 min, (2)
desnaturacao inicial a 95°C por 30s, (3) anelamento dos primers ao DNA a 50°C por
30s, (4) extensdo da cadeia a 72°C por 30s, parte no qual a fluorescéncia € medida,
sendo os passos 2 a 4 foram repetidos em um ciclo de 40x. Os genes utilizados para
na RT-PCR foram os genes PolG (gendémico), 16S e ND1 (mitocondriais). Os primers

utilizados estdao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados no experimento

Ensembl Sequéncia dos primers m Referéncia
Gene 9 b (°C)

PoIG f. GAGAGCGTCTATAAGGAGTAC 53,9 (ARTUSO et al.,
r. GAGCTCATCAGAAACAGGACT 60,1 2012)

16S f. CAAACACAAGCCTCGCCTGTTTAC 69,3 (HUNTER et al.,
r. CACTGACTTGATGGGGAGAACAGT 69,5 2010)

ND1 f. AGCCTACGCCGTACCAGTATT 63,5 (ARTUSO et al.,
r. GTTTCACGCCATCAGCTA 64,7 2012)
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4.5 Analise histolégica do musculo esquelético

As amostras foram colocadas em suportes de cortica e mergulhadas em
isopentano (2-metil butano) equilibrado na temperatura do nitrogénio liquido atraves
de um banho-maria em nitrogénio liquido. Apds o congelamento foram realizadas
secdes em comprimento de 0,8um no criostato Leica modelo CM 1860. Apés a
secagem dos cortes a temperatura ambiente, os tecido foi corado com Hematoxilina
de Harris (QEEL) durante 2min e secas a temperatura ambiente (JOHNSTON et al.,
2004). As laminas foram observadas ao microscépio MOTIC modelo MHG-100B
acoplada a uma camera que foi utilizada para fotografar as amostras. Através das
fotos foi medido a area do miétomo e foi contado em torno de 1000 células e medida

a area celular.

4.6 Anédlise estatistica

Os dados estatisticos foram analisados primeiramente o tipo de distribuicédo, se
era normal ou diferente da normal, utilizando o teste de Kolmogorov-Sminorv com
nivel de significancia de 0,05 (p<0,05). Para analisar se havia diferenca entre as
linhagens foi realizado o teste t-student. Todos os testes estatisticos foram realizados
no programa IBM SPSS Statics 21.
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5 RESULTADOS
5.1 Biometria dos peixes

O tamanho dos peixes entre T e NT foi analisado para determinar se os dados
sobre o numero de mitocéndrias numero e volume celular sofreram alguma influéncia
sobre o tamanho dos peixes. O tamanho utilizado nessa analise foi o comprimento
padrao (CP) e ndo houve diferenca significativa entre as linhagens (p<0,05) (Figura
4).

Figura 4 — Tamanhos dos peixes em comprimento CP.

3,75 10
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3,257

SL
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NT T
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Fonte: o autor (2017)

Nao houve diferencga significativa entre as linhagens transgénicas e ndo-transgénicas. Teste estatistico
t-student (p<0,05).

5.2 Numero relativo de mitocondrias

A PCR quantitativa foi realizada para analisar a expressdo de genes
mitocondriais para obter o niumero relativos de mitocondrias. A expressao dos genes
de interesse 16S e ND1 foram normalizados com o gene genémico PolG e nao foi
verificada diferenca significativa entre a linhagem T e a NT. O resultado da diferenca
de expressdo apresentou um p<0,05, mostrando que nao houve diferenca
significativamente dos genes 16S e ND1 entre as linhagens (Figura 5). As curvas de
dissociacao dos produtos de PCR apresentaram apenas um unico pico indicando que
ndo houve formacgédo de produtos inespecificos (Apéndice A).
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Figura 5 — Niveis de expressdo dos genes mitocondriais 16S e ND1 normalizados

com PolG.
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Fonte: o autor (2017)

N&o apresentou diferenca significativa entre as linhagens. Teste estatistico t-student (p<0,05).

5.3 Numero e volume de fibras musculares

As analises histologicas dos peixes para determinar o numero de fibras e o
volume celular foi comprometido devido a perda de material durante o experimento
provavelmente a problemas estruturais da universidade. Sé foi possivel analisar 3
amostras, sendo uma de peixe transgénico e duas de peixes ndo-transgénico. Os
dados dessas amostras apresentaram uma similaridade entre as linhagens, contundo
com O numero muito pequeno de amostras ndo foi possivel realizar um teste
estatistico (Figura 6). A partir dessa analise previa do experimento foi decidido que
nao teria prosseguimento do experimento para evitar gastos e mortes de animais

desnecessariamente.
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Figura 6 — Andlise de celularidade do musculo esquelético (A) e distribuicdo das fibras

por area (B).

B : o
\55- Area média = 1636 + 1221 um
100 it -
nn :
75 - @
3
& i 3
£ i | -M
o
5 L[ e
-4 =
126 L Area média = 1622 + 1274 um
=z
100 L 3:
= 2
— o9
757 a
(]
o
50 3
(-]
254 L.
0 T
,00 2000,00 4000,00 6000,00 8000,00

Area da fibra muscular

Fonte: o autor, 2017

Cortes histoldgicos corados com Hematoxilina de Harris num aumento de 100x. “F” representa uma
fibra muscular, enquanto que “n” indica a posi¢ao periférica do nucleo da fibra muscular. Em B, é
mostrada a distribuicdo das fibras musculares por frequéncia de area, no inserto é mostrada a area
média + desvio padrdo da média.
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6 DISCUSSAO

O crescimento e desenvolvimento de musculo esquelético sédo regulados por
fatores miogénicos (CHEN; TSAI, 2008). Alguns desses fatores sdo regulados por
relégio molecular, como o myoD em camundongos levando a perda de forca muscular
(ANDREWS et al., 2010). Na linhagem de camundongos bmalla mutante apresentou
alteracdes na distribuicdo das fibras musculares, além de perca de peso
(CHATTERJEE et al., 2013). Mayeuf-Louchart e colaboradores (2016) indicam que
as alteracdes no mecanismo do relégio molecular induzem efeitos deletérios no
musculo esquelético por causar distarbios metabdlicos. Em peixes, foi demonstrado
gue alguns fatores miogénicos sao controlados pelo relégio molecular, entre eles o
myf6 (AMARAL; JOHNSTON, 2012).

Com a adicdo do gene bmalla com expressdo constitutiva em peixe-zebra
eram esperadas, segundo a hipotese do presente trabalho, alteracbes na sua
fisiologia. Contudo, a linhagem transgénica bmalla utilizada nesse experimento n&o
apresentou diferenca nos niveis de expressao de gene do relégio molecular (bmalla)
e dos fatores miogénicos (myoD, myoG, myf5, myf6) (SOUSA, 2016). A semelhanca
de expressdo do bmalla e dos fatores miogénicos entre as linhagens T e NT,
demonstra que a abordagem de transgenia utilizada por nosso grupo nao foi capaz de
alterar o relégio molecular interno, resultando em aspectos semelhantes na fisiologia
do peixe, como o metabolismo e o nimero de fibras musculares. O namero relativo
de mitocbndrias indica justamente que aspectos metabdlicos do musculo esquelético
como o numero de mitocéndrias ndo apresentou diferenca entre T e NT (Figura 5).
Apesar de o numero de células presentes no masculo esquelético ndo possuir um
ndamero experimental para andlises estatisticas, numa analise previa foi visto que o
namero de fibras e a distribuicdo ndo apresentou diferenga entre as linhagens. Isso
corrobora com os achados de Andrwes et. al. (2010) e Chatterjee et. al. (2013), ja que
0s peixes ndo possuiram diferencas no gene bmalla (SOUSA, 2016).

Algumas hipéteses foram formuladas para explicar o porqué que a inser¢ao do
gene bmalla nao foi suficiente para alterar o0 mecanismo do relégio molecular e
consequentemente seus efeitos no musculo esquelético. A primeira hipotese € a
estratégia utilizada para a transgenia dos peixes. Esse método consiste em inserir

uma regido de um plasmideo modificado (nesse caso o gene bmalla sobre o controle

28



da mylz2) dentro do genoma do animal, contudo ndo € realizado alteracbes na
composicdo do gene bmalla presente no préprio animal, (CLARK et al.,, 2011),
levando a uma expressao concomitante dos dois genes. Uma estratégia que € muito
recente e ainda esta sendo estudada para a obtencdo de uma linhagem transgénica
€ a utilizacdo da técnica do CRISPR para fazer edicdo no DNA do animal
(BARRANGOU; DOUDNA, 2016) levando a uma alteracao especifica no genoma, sem
haver a insercéo de outro gene. A segunda hipotese é a presenca de copias do gene
bmal no peixe-zebra (VATINE et al., 2011), o que levaria a uma subexpresséo dos
genes paralogos bmallb e bmal2, ndo contribuindo para a formacdo de
heterodimedos BMAL1A:CLOCK responsavel pela ativacdo dos CCGs, ja que foi
observada diferenca na expressédo de clockla (SOUSA, 2016). A ultima hipbtese é
uma compensacao das alcas regulatorias do proprio mecanismo do relégio molecular
para manter a homeostase do organismo. Essas hipéteses levam a uma homeostasia
do relégio molecular e consequentemente a homeostasia dos CCGs apresentando
caracteristicas metabdlicas e fisiolégicas semelhantes entre as linhagens. Ainda é
necessario mais estudos sobre a relacdo entre o ritmo circadiano e o desenvolvimento
em musculo esquelético em peixes. A insercdo do gene bmalla sobre controle do
mylz2 néo interferiu no metabolismo nem na quantidade de fibras musculares no
peixe-zebra, porém outras estratégias de transgenia e modificacdo do genoma ou
outros modelos de animais transgénicos podem ser criadas para melhor compreenséao
no tecido muscular, ja que este é o produto de maior valor agregado na piscicultura e
de amplo interesse industrial. Outras estratégias podem ser desenvolvidas para
promover uma alteracdo do relégio molecular como a criagdo de outros transgénicos

clockla e bmalla.
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7 CONCLUSOES

A estratégia utilizada para obter o peixe-zebra transgénico néo foi capaz de
alterar a homeostasia do reldgio molecular como reportado por SOUSA, 2016, logo
nao houve interferéncia na expressao dos fatores miogénicos. Isso leva a uma
homeostase do musculo esquelético como mostrado pelo numero relativo de

mitocdndrias mostrados por esse trabalho.

Isso foi visto quanto ao numero relativo de mitocéndrias que nao teve diferenca
estatistica significativa entre transgénicos e ndo-transgénicos. Quanto ao volume e
namero de fibras musculares nao foi possivel ter diferenca estatistica devido perda de
material, mas em uma andlise previa foi visto que provavelmente ndo haveria

diferenca para ambos os parametros.
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Apéndice A — Curva de Melting (dissociacdo) dos genes mitocondriais
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