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RESUMO

O fotoperiodo influencia o cultivo e a producdo de peixes, especialmente nas taxas de
crescimento dos animais. Este fator ambiental que modula a atividade bioldgica por meio do
relogio molecular, que é composto de fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes
com periodicidade circadiana (periodo de cerca de 24h). Um mecanismo possivel pelo qual o
fotoperiodo influencia o crescimento somatico estd na modulagdo do metabolismo do figado -
um 6rgdo de controle metabolico importante, e do cérebro — 6rgdo central de controle, que
afeta todas as fungdes do organismo. Desta forma, o presente trabalho objetivou analisar a
expressdo de genes do mecanismo do relégio molecular no figado e cérebro da Tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), uma das espécies mais importantes para a piscicultura nacional
em termos de producdo. Espécimes de tilapia-do-Nilo foram aclimatados por 3 semanas no
laboratério em 4 tanques separados (28L, n=17 por tanque). Apos este periodo, 7 peixes
foram medidos e sacrificados a cada 6h por 54h (n=63), com 0 objetivo de observar a
expressdo de genes ao longo do fotoperiodo. Os tecidos alvo foram dissecados e mantidos em
solucdo conservante de RNA em baixa temperatura (-20°C) até a extracdo do RNA total, que
foi realizada pelo método do fenol-cloroférmio utilizando Trizol. A qualidade e integridade
do RNA total foi analisada por espectrofotometria e eletroforese, respectivamente e em
seguida, foi realizada a sintese de cDNA. Os genes investigados foram, fator de alongamento-
1 alfa (efla), e 18S RNA ribossomal (18sRNA), como genes de referéncia, e clockla e bmalla
como genes de interesse (genes do relégio molecular). Apds a sintese do cDNA a partir dos
RNA extraidos, realizamos a PCR em tempo real. Em todas as reacOes, foi observada a
formacdo apenas do produto de PCR esperado, sem a formacdo de produtos inespecificos. Foi
observada expressao circadiana do gene clockla no figado (acrofase no final da fase clara e
expressao basal no periodo escuro), ja nos outros perfis analisados (clockla e bmalla no
cérebro; bmalla no figado) ndo foi possivel comprovar estatisticamente a expressdo
circadiana, devido principalmente ao reduzido numero amostral utilizado, apesar de todos

apresentarem diferenca de expressao entre 0s pontos experimentais analisados.

Palavras-chave: ciclo circadiano; producdo pesqueira; tecido hepatico; tecido cerebral; PCR
em tempo real.



ABSTRACT

The photoperiod influences the cultivation and production of fish, especially in the growth
rates of the animals. This is an environmental factor that modulates biological activity through
the molecular clock, which is composed of transcription factors that regulate an expression of
genes with circadian periodicity (period of approximately 24 hours). A possible mechanism
by which the photoperiod influences somatic growth is in the modulation of liver metabolism
- an important metabolic control organ; and the brain - central control organ, which affects all
functions of the body. Thus, the present work aimed at the analysis of genes of the molecular
clock mechanism in the liver and brain of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus), one of the
most important species for a national fish culture in terms of production. Nile Tilapia
specimens were acclimatized for 3 weeks in the laboratory in 4 separate tanks (28L, n = 17
per tank). After this period, 7 fish were measured and sacrificed every 6h for 54h (n = 63), in
order to observe an expression of genes throughout the photoperiod. The target tissues were
dissected and maintained in low temperature (-20 °© C) RNA preservative solution until
extraction of total RNA, which was performed by the phenol-chloroform method, using
Trizol. A quality and integrity of total RNA was analyzed by spectrophotometry and
electrophoresis, respectively and then performed with cDNA synthesis. The genes
investigated were elongation factor-1 alpha (efla), 18S ribosomal RNA (18sRNA) as
reference genes, and clockla and bmalla as genes of interest (molecular clock genes). After
the synthesis of the cDNA from the RNA extracted, we performed the PCR in real time. In all
reactions, formation was observed only by expected PCR product, without formation of
nonspecific products. The circadian expression of the clockla gene in the liver (acrophase at
the end of the clear phase and basal expression in the dark period) was observed, but in the
other analyzed profiles (clockla and bmalla in the brain, bmalla in the liver) it was not
possible to statistically prove a circadian expression due mainly to the small sample number
used, although it presented a difference of expression between the experimental points
analyzed.

Keywords: circadian cycle; Nile Tilapia; hepatic tissue; brain tissue; Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

Durante 0 processo evolutivo das espécies, 0s seres vivos tiveram de se adaptar as
mudancas que eles experimentavam, essas mudangas podiam ocorrer isolada e bruscamente
(desastres naturais, grandes mudancas de relevo, reducdo abrupta de disponibilidade de
recursos) ou de forma constante/ciclica (fim de um dia e inicio da noite), este ultimo tipo de
mudanc¢a ambiental provocou um mecanismo de adaptacao nos seres vivos gque é sincronizada
com a periodicidade de 24h do ciclo de alterages do ambiente, este mecanismo denomina-se
ciclo circadiano. Assim, 0s organismos tornaram-se capaz de gerar e coordenar oscilagoes
ritmicas endogenas para melhor se adaptarem a condi¢do ambiental na qual esta inserido,
como por exemplo: produzir horménios, acordar, procurar abrigo antes da noite, etc. Ja foi
demonstrado que dentre os fatores ambientais, a luz (fotoperiodo) tem o maior impacto na
regulacdo desse mecanismo (YVONALDO, 2013).

Além dos fatores externos, o ciclo circadiano de atividades bioldgicas é determinado
pelo relégio molecular, que é dividido em reldgio central e periférico. Em mamiferos, o
reldgio central é responsavel pela sincronizacdo dos reldgios periféricos, que controlam
eventos fisiolégicos relacionados ao ciclo circadiano. Os genes que estdo envolvidos nos
mecanismos do reldgio sdo: bmal (brain and muscle Arnt-like protein); clock (Cicardian
locomoter output cycles kaput); per (Period); cry (Cryptochrome); roro. (RAR-related orphan
Ireceptor transcriptional activator of bmall); e rev-erb (transcriptional repressor of bmall).
O relégio molecular é constituido por duas alcas regulatérias principais, uma de ativacao
(regulada pelo BMAL e CLOCK) e a outra de repressao (regulada pelo PER e CRY), além de
uma alca auxiliar de estabilizagdo (composta pela RORa, que ativa a expressdo de bmal e
REV-ERB, repressora do bmal).

Atualmente a grande maioria dos estudos envolvendo relégio molecular em
vertebrados utiliza o peixe-zebra como modelo experimental, sendo que a maior parte do
conhecimento ja estabelecido sobre o relégio molecular vem de estudos com a mosca
Drosophila melanogaster, uma vez que ela foi o primeiro organismo a ter o seu relogio
molecular descrito (KONOPKA; BENZER, 1971; HARB, 2013).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais importante para a
piscicultura nacional, ela apresenta caracteristicas zootécnicas importantes para producao,
pois possui crescimento rapido, curto ciclo de alimentacdo, maior resisténcia a doengas e

maiores resisténcia a altas temperaturas quando comparados a outros peixes de cultivo
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(TAVARES-DIAS; MORAES, 2010; BIZARRO, 2013). Devido a essas caracteristicas
zootécnicas durante seu cultivo e a alta aceitacdo pelo mercado consumidor, a tilapia vem se
consolidando como um produto de grande valor comercial. Esta espécie apresenta outras
vantagens para seu cultivo, por exemplo: preferéncia por aguas rasas e poderem ser criadas
em ambiente aberto ou fechados com &gua doce, salobra e marinha (FAO, 2015).

Apesar de esta espécie exercer um papel tdo importante na economia brasileira,
poucos estudos foram realizados com o objetivo de elucidar seus mecanismos de reldgio
molecular, tais estudos podem ser utilizados com o propdsito de melhorar a producgéo advinda
da cultura desta espécie. A proposta desse trabalho foi justamente esta, estudar os mecanismos
do relégio molecular da Oreochromis niloticus, de modo que no futuro seja possivel buscar
solugdes biomoleculares, genéticas, e de cultivo com a finalidade de melhorar ainda mais o
cultivo dessa espécie e conseguir assim um aumento em qualidade e quantidade do principal
produto de aquicultura do Brasil. Esperamos que os padrdes de expressdes dos genes
estudados, clockla e bmalla, se apresentem de forma circadiana com acrofase no periodo

claro e expressao basal durante o periodo escuro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O ambiente representa um fator importante no desenvolvimento dos organismos e é
composto de variaveis (temperatura, pH, intensidade da luz, disposi¢cdo de alimento,
densidade de individuos ocupando o mesmo espaco e microbiota) que podem alterar o
comportamento dos organismos a eles submetidos. Algumas dessas varidveis ocorrem de
maneira ciclica, se repetindo com uma frequéncia que pode ser definida (ex: nascer do sol no
mesmo horario todos os dias, ou aumento da temperatura ao meio-dia). O ambiente influencia
diretamente no desenvolvimento de tilapias, assim como demonstrado pela relacdo direta

entre o fotoperiodo e o crescimento dos peixes (YVONALDO, 2013).

2.1. Fotoperiodo e sua influencia nos organismos

Além dos fatores ambientais, fatores genéticos estdo ligados ao crescimento dos
animais, uma vez que o fenotipo (caracteristicas observaveis, como tamanho e peso) é
resultado da interacdo da genética com o ambiente a que o peixe esta exposto. Dentre esses
fatores, a luz, nos ciclos de claro e escuro (denominado fotoperiodo), é um dos que mais afeta
0 crescimento somatico dos animais durante o cultivo. Um exemplo da influencia do
fotoperiodo no comportamento de peixes tropicais esta na reproducdo do (Danio renio), onde
animais (aclimatados em um ciclo de 12hr claro e 12h escuro) tem preferencia pelas primeiras
horas do dia para acasalarem, sendo essas horas 0 momento critico para uma reproducédo de
sucesso. O fotoperiodo afeta tais comportamentos através de uma relacdo com o reldgio
biol6gico enddgenos dos animais.

2.2. Ciclo circadiano

Esta influéncia ambiental ¢é t&o significante para o desenvolvimento, sobrevivéncia e
reproducdo dos animais, que foi necessario desenvolver mecanismos de adaptacdo as
oscilacBes do ambiente ao qual eram e sdo expostos de maneira ciclica. O resultado da
interacdo entre 0 ambiente e esses mecanismos enddgenos € justamente o ciclo circadiano.

O termo “ciclo circadiano” refere-se a ritmos biolégicos de eventos moleculares,
fisiologicos e comportamentais com periodicidade em torno de 24h. Estes ciclos s&o iniciados
e mantidos por fatores externos como luz, alimentacdo, e temperatura, e por fatores internos,
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que sdo regulados pelo reldgio bioldgico ou molecular (PEREIRA; TUFIK; PEDRAZZOLI,
2009). O fator ambiental com maior capacidade de deflagrar um evento de adaptacdo
enddgena através do relogio biologico é o fotoperiodo (YVONALDO, 2013).

2.3. Mecanismos do relégio molecular

O relogio bioldgico € composto por estruturas que operam COMO mMmarcapassos,
exibindo um padréo oscilatério proprio e autossustentado, capaz de gerar um ritmo endégeno
passivel de sincronizacdo (ALBRECHT, 2002). O ndcleo supraquiasmatico (NSQ) é uma
estrutura anatdmica localizadas no hipotdlamo anterior, acima do quiasma ético e representa o
relégio bioldgico capaz de gerar ritmo enddgeno préprio (ALOE et al; 2005). O relégio
molecular central em mamiferos se localiza no NSQ, e é capaz de sincronizar todos 0s
relogios moleculares do organismo, sendo também responsavel pelo controle dos ciclos de
vigilia, alimentacdo e atividade comportamental (RICHARDS; GUMZ, 2012; HARB, 2013).
Existe uma discussdo sobre a existéncia e localizacdo de um relégio molecular central em
peixes. Porém, tem sido mostrada a existéncia do relégio molecular periférico presente na
maioria dos tecidos (FALCON, 1999; FALCON et al., 2007), o que sugere que a fisiologia
circadiana dos peixes funciona de maneira diferente quando comparados aos mamiferos.

A etapa inicial da foto-sincronizacdo do NSQ esta nas células ganglionares da retina.
Estas células possuem receptores e fotopigmentos especificos que sdo responsaveis pela foto-
recepcdo e transducdo do estimulo luminoso transmitido até o NSQ (VAN GELDER, 2004).
Esse reldgio central distribui a informacéo para os reldgios periféricos (ndcleos hipotalamicos
espalhados pelos tecidos do organismo). Segundo Pace-Schott e Hobson (2002), o NSQ é
responsavel pela periodicidade de secrecdo de hormonios, variacdo de temperatura, ingesta
alimentar, propensao e duracdo do ciclo sono-vigilia e secrecdo de melatonina.

A base do funcionamento do rel6gio molecular sdo alcas de retroalimentagdo positiva
e negativa, onde a interacdo do organismo com diversos fatores altera a atividade dessas al¢as
regulatérias. A alcga de inibicdo tem acdo de dois genes principais, 0 gene period (perl, per2 e
per3) e o gene Cryptochrome (cryl e cry2), j& alga de ativagdo tem a participacdo dos genes
clock (Cicardian locomoter output cycles kaput) e bmal (brain and muscle Arnt-like protein).
Ha& ainda uma via alternativa responsavel pela estabilizacdo do ritmo do relégio, composta

pelos genes rev-erb (repressor de clock e bmal) e rora (ativador de clock e bmal), onde as
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proteinas RORa e REV-ERBa regulam a ativacdo e inibicdo dos genes da al¢a de ativagdo,

respectivamente.

Figura 1 - Mecanismo oscilatorio molecular de mamiferos.
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Setas vermelhas indicam a alca de retroalimentacdo negativa; setas azuis indicam o mecanismo de
regulacdo por ROR e REV-ERB; setas verdes indicam os genes modulados por CLOCK:BMAL. Fonte:
Cecon; flores (2010).

Como esquematizado na Figura 1, apds a sua transcricdo e traducdo, as proteinas
CLOCK e BMAL formam um heterodimero capaz de ativar a expressdo de outros genes do
relégio molecular que compde a al¢a de retroalimentacdo negativa (cryl, cry2, perl, per2), a
alca de estabilizacdo (Rev-erb e ror), além de outros genes controlados pelo rel6gio molecular
(DBP, AVP, outros), que em ultima analise, s&o 0s genes responsaveis pelos ritmos das
atividades bioldgicas, sejam elas fisiologicas ou comportamentais, como por exemplo, a
liberacdo da vasopressina e outros neuropeptidios, neurotransmissores, horménios, fatores de

transcrigdo, moléculas de sinalizagdo intracelular, dentre outros (DUFFIELD, 2003).

2.4. RELOGIO MOLECULAR NOS PEIXES TELEOSTEOS

Devido aos eventos de duplicacdo gendémica que ocorreram na base da evolugdo dos

peixes teledsteos, algumas espécies possuem mais de uma cépia de cada um dos genes do
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relégio molecular. Ja foi comprovado que o peixe-zebra possui genes do relégio molecular
com mais de um paralogo, como por exemplo, nos genes do tipo cry (cryl, cry2, cry3 e cry4)
onde os genes cryl e cry2 possuem dois pardlogos cada (cryla e crylb; cry2a e cry2b)
havendo diferenca nas funcbes exercidas entre eles, alguns inibindo o heterodimero
CLOCK:BMAL e outros ndo; além do cry os genes bmal (bmalla, bmallb e bmal2), per
(perla, perlb, per2 e per3) e o gene clock (clockla, clocklb e clock2) também possuem
varios paralogos, Estas caracteristicas podem trazer implicacfes moleculares e fisioldgicas
importantes, ja que cada paralogo pode possuir funcdes diferentes e principalmente sofrer
regulacbes diferentes. Considerando tantas possibilidades, véarios heterodimeros
CLOCK:BMAL podem se formar dependendo das mudancas no fotoperiodo e de outros
fatores regulatérios (LIU et al., 2015; VATINE et al., 2011; CERMAKIAN et al., 2000),
essas informacgdes sugerem que o mecanismo do relégio bioldgico nos peixes seja mais

complexo do que o dos mamiferos.

Figura 2 - Modelo atual do mecanismo molecular do reldgio circadiano no peixe
zebra. LIGHT
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Na alca de retroalimentacdo negativa (CORE LOOP) os heterodimeros CLOCK:BMAL se ligam
aos elementos E-box dos genes Period (Per) e Cryptochrome (Cry) levando-os & expressdo ritmica;
O heterodimero PER:CRY é entdo formado e, ao atingir o ntcleo da célula, atuam inibindo a acéo
do CLOCK:BMAL, criando o efeito de al¢a negativa. PER:CRY também sdo regulados por fatores
externos, a partir dos parélogos cryla e per2 que sdo regulados por um mecanismo dependente da
incidéncia de luz (a luz atinge os tecidos fotorreceptores ativando o TEF, que por sua vez se liga
aos elementos D-box dos genes cryla e per2); Na al¢a de estabilizacdo (STABILIZING LOOP) o
heterodimero CLOCK:BMAL promovem a transcricdo dos genes Rora e Rev-Erba, as protéinas
resultantes desse processo (RORa e REV-ERBa) dirigem a expressao ritmica dos genes Clock e
Bmal de forma antagbnica ao se ligarem no elemento responsivo ao ROR (RRE), onde 0 RORa tem
efeito promotor e REV-ERBua. tem efeito inibidor. Fonte: Vatine et al (2011).
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Como pode ser visto na Figura 2, os paralogos dos genes cry e per (cryla e per2)
sofrem regulacédo pelo fotoperiodo por possuirem os elementos D-box, que sdo ativados pelo
TEF em resposta a incidéncia de luz nos fotorreceptores. Esse € um exemplo de como os
eventos de duplicacdo gendmica tiveram impacto na complexidade do sistema de regulacéo
do reldgio bioldgico dos peixes teledsteos, criando outros mecanismos de modulacdo além
dos que podem ser observados em outros organismos.

A maior parte do conhecimento sobre o rel6gio molecular é derivado dos estudos com
a mosca D. melanogaster, ja que ela foi a primeira a ter o seu relégio molecular descrito
(KONOPKA; BENZER, 1971; HARB, 2013). No decorrer dos anos, também surgiu o
interesse em realizar estudos nos peixes, tendo como principal modelo o peixe-zebra. Em
relacdo, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), poucos estudos envolvendo o reldgio
molecular foram realizados neste peixe, embora um autor ja tenha identificado padrbes

bioldgicos circadianos nesta espécie (COSTA et al, 2016).

2.5. Importéncia da tilapia-do-Nilo

As tilapias pertencem a ordem dos Perciformes, familia Cichlidae, e sdo naturais do
continente africano (VERANI, 1980). Podem chegar a medir 60 cm e viver 10 anos, toleram
ambientes com temperaturas de 14° a 33° e pH entre 6,0 e 8,6. Possuem um comportamento
de agressividade mediana e alimentacdo onivora com tendéncia herbivora (praticam
canibalismo).

Essa espécie ocorre naturalmente em rios costeiros de Israel, na bacia do rio Nilo, em
varios lagos da Etidpia e em praticamente todas as bacias de agua doce na Africa Ocidental,
porem ja foi introduzida em inimeros paises que visam a sua alta rentabilidade como produto
da aquicultura. O primeiro registro da tilapia-do-Nilo no Brasil foi no ano de 1971, onde
alguns exemplares oriundos da Costa do Marfim foram introduzidos no estado do Ceara
(CASTAGNOLLLI, 1992). Apesar de ser naturalmente de aguas doces podem sobreviver em
aguas salobras também.

A tilapia-do-Nilo é a espécie mais importante para a piscicultura nacional, ela
apresenta um alto valor econdmico por possuir um aumento de produtividade quando
comparada a outras espécies de producédo devido as suas caracteristicas zootécnicas superiores
que conferem uma alta capacidade de adaptagcdo e crescimento em condi¢des de cultivo

menos complexas e mais baratas. Em relacéo as espécies comercialmente cultivadas, a tilapia
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ocupa uma posicdo de destaque, sendo considerado o peixe de &gua doce mais produzido pela
aquicultura no Brasil, tendo em vista que a producédo da tilapia-do-Nilo mostra crescimento
acentuado desde 2008, e em 2011 ultrapassou 253 mil toneladas, representando mais de 39%
de toda a producdo da piscicultura continental (MPA, 2011). Apesar da alta relevancia
econdmica e cientifica da tilapia, pouco se conhece sobre seus ritmos bioldgicos e os reldgios
moleculares existentes nos tecidos da tilapia-do-Nilo.

Tabela 1 - Producéo de pescado (t) da
aquicultura continental por espécie

Tabela 2 — Classificagdo taxondémica

TOTAL 544.490,0 da tilapia-do-Nilo.
Bagre 7.048,1
tilapia-do-Nilo

Carpa 38.079,1

Reino Animalia
Pacu 21.689,3

Filo Chordata
Pirapitinga 9.858,7 Classe Actinopterygii
Pintado 8.824,3 Ordem Perciformes
(ST 49.818,0 Familia Cichlidae

Género Oreochromis
Tambaqui 111.084,1 - .

Espécie Oreochromis niloticus
Tambatinga 14.326,4

Fonte: NCBI

Tilapia 253.824,1

Fonte: adaptado de MPA (2011)

Figura 3 — exemplar de Oreochromis niloticus (Tilapia-do-
Nilo), modelo experimental utilizado neste trabalho.

Fonte: http://www.fishbase.se
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Investigar a expressdo de genes da alca positiva do relégio molecular de juvenis da
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

3.2. Objetivos especificos

Averiguar perfil de expressdo do gene clockla e bmalla no cérebro;

Averiguar perfil de expressdo do gene clockla e bmalla no figado.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia de
Organismos Aquaticos (LABOrA) do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal
da Paraiba (CBiotec/UFPB), com espécimes de tildpia-do-Nilo adquiridos do
laboratério de aquicultura, sob responsabilidade do Professor Dr. Marino Eugénio de
Almeida Neto, e integrado ao Departamento de Agropecuaria do Centro de Ciéncias

Humanas, Sociais e Agrarias da UFPB — Campus Bananeiras.

4.1. Coleta e aclimatacdo das tilapias

Os espécimes foram removidos de tanques escavados (campus bananeiras) e
medidos com auxilio de uma régua. A selecdo dos animais foi feita apenas baseada no
tamanho, onde os que apresentaram tamanho corp6reo entre 5 e 10 cm foram
transportados até o campus de Jodo Pessoas. As tilapias foram mantidas em quatro
tanques separados e aclimatados por trés semanas a aproximadamente 25°C, pH entre
7.5 e 8,0, com fotoperiodo de 12h:12h claro: escuro, e alimentados duas vezes ao dia
com racao comercial (Tropical Discus Gran).

4.2. Amostragem das tilapias

Apbs o periodo de aclimatacdo, foi realizado o experimento do ritmo circadiano,
no qual 63 animais foram coletados em um periodo de 54h (7 animais a cada 6h,
totalizando nove pontos experimentais). Seguindo a aprovacio do Comité de Etica no
uso de Animais (CEUA, certiddo n° 0205/14), as tilapias foram eutanasiadas em
solucéo anestésica com 6leo do cravo da India (1ml de éleo/4ml de alcool) diluida na
agua. Posteriormente, os animais foram dissecados e foi feita a extragdo do figado e
cérebro, os tecidos coletados foram mantidos em uma solucdo conservante de RNA
(RNA later, Sigma) a -20°C até a extragdo do RNA total.

4.3. Extracdo do RNA total
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As amostras foram mecanicamente homogeneizadas e submetidas a extracéo de
RNA em fenol:cloroférmio utilizando o reagente Trizol (Ambion), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

As amostras foram colocadas em tubos eppendorf contendo 500ul de trizol,
homogeneizadas utilizando-se um pistilo de plastico e adicionados mais 500yl de trizol,
posteriormente foram adicionados 200ul de cloroférmio. A mistura ficou incubada por
10min a temperatura ambiente e posteriormente centrifugada a 12.000rpm / 4°C /
10min, depois da centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para um novo eppendorf
contendo 500ul de isopropanol e apds um novo periodo de incubacdo e centrifugacéo a
fase liquida foi descartada. Nesta etapa do processo de extracdo ja foi possivel observar
um precipitado de cor branca no fundo do tubo, sendo este 0 RNA total da amostra.
Para garantir a obtencdo do RNA sem contaminantes de outros componentes da
amostra, foi feito um processo de limpeza com etanol 70% e centrifugagdo — processo
repetido trés vezes. Apds a limpeza o precipitado foi ressuspendido em 25ul de agua
livre de nuclease (dgua NF).

Para garantir que a extracdo foi bem sucedida, foi feita uma quantificacdo da
concentracdo de RNA total nos extraidos, com o uso de um espectrofotdmetro
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) , o que também permitiu a verificacdo da
qualidade das amostras através das taxas A260nm/A280nm e A260nm/A230nm
(indicativos de contaminacao), onde valores entre 1,9 e 2,1 sdo considerados adequados

para esse tipo de extragéo.

4.4. Integridade do RNA total

Com a finalidade de verificar se houve a degradacdo do RNA total durante a
extracdo, utilizamos a técnica da eletroforese em gel de agarose, buscando observar um
padrdo de bandas no gel que fosse compativel com o de um RNA integro: duas bandas
paralelas, bem definidas e auséncia de arraste (Figura 4).

As amostras que se apresentaram de forma incompativel com o padréo de
bandas esperado de um RNA integro foram descartadas dos procedimentos seguintes.
Considerando essas condicGes, foi observado que a grande maioria das amostras de
RNA extraidas permaneceu integra e possibilitaram a sintese do cDNA a partir das

mesmas.
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Figura 4 - Amostras representativas de eletroforese em gel de agarose obtido durante os
experimentos.

As bandas iluminadas a direita sdo referentes a amostras de RNA extraidas do tecido do figado
(Figado 34, 35, 40, 41, 42, 43, 44 ¢ 45). No lado esquerdo esta o ‘Ladder’, utilizado como referéncia
de tamanho de bandas para avaliar as amostras.

4.5. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit de transcricdo reversa Quantitect
(Qiagen), a partir de 1,0 pg de RNA total. Os parametros da sintese do cDNA foram
definidos a partir das especificacdes do fabricante. Para a atividade da transcriptase
reversa a reacao ficou incubada a 30° por 15 min e para inativagdo da enzima, a reacao

foi incubada a 95° por 3 min.

4.6. Desenhos de iniciadores para PCR quantitativa (QPCR)

Os pares de iniciadores (primers) foram desenhados com o auxilio do programa
Primer Premier V5.0. Utilizando sequéncias de transcritos especificos da espécie
Oreocrhomis niloticus nos bancos de dados NCBI e Ensembl, foram desenhados pares

de iniciadores f (direto) e r (reverso) para os genes: clockla, bmalla, e efla (Tabela 1).
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Além destes, foram utilizados dois iniciadores para o gene 18sRNA, descritos na
literatura (Yang, C.G. et al., 2013). Os parametros para o desenho de iniciadores foram:
Tm do primer préximo a 60°C, produto de PCR com tamanho entre 80 e 250pb, e sem
ocorréncia de estruturas secundarias no iniciador e de formacdo de dimeros entre os

iniciadores.

Tabela 3 - Iniciadores desenhados para reagdes de qPCR.

Genes f/r Sentido do Primer 5°-3’ Produto (pb) Tm(°C) %CG R? E (%)
Genes circadianos
bmalla f: ATGGACTACACCCGCAAAAGG 116 85,3 49,1 0,998 93
r: ATCCGGCCCTGTTGGTCA
clockla f: ATGGGTTGATGGAAGAAGATGAAAA 88 83,2 46,6 0,999 91

r: ACATTGAACTGGTCTCGCCG

Genes de referéncia

efla f: CCGAGCCCCCCTACAGC 181 90,7 57,5 0,999 83
r: CGCTCAATCTTCCATCCCTTC
18sRNA f: GGACACGGAAAGGATTGACAG 111 82,3 0,999 81

r: GTTCGTTATCGGAATTAACCAGAC

Nota: f/r = sequéncia dos primers nos sentidos forward (f) e reverse (r); pb = tamanho do produtos em pares de
bases; Tm = temperatura de melting; %CG = porcentagem de Citosina e Guanina na sequéncia dos primers; R* e
E representam o coeficiente de linearidade e a eficiéncia média das reagdes.

4.7. PCR guantitativa (qQPCR) e analise de dados

Com a finalidade de amplificar as sequéncias de DNA a partir do cDNA
produzido utilizamos os pares de iniciadores em reacdes de PCR em tempo real (qPCR).
Foram feitos dois “pools” de amostras para cada um dos nove pontos de coleta (7
amostras cada), cada pool foi composto por 3 amostras, sendo que a de pior qualidade
foi descartada.

A reacgdo de gPCR foi composta de 7,5ul do reagente Brilliant Il SYBR gPCR
Low Rox Master Mix (Stratagene), 6L do cDNA (pool) diluido 40 vezes e 1,5uL dos
pares de iniciadores, dispensados em placas de 96 pocgos apropriadas (Applied
Biosystems). Posteriormente, as reagfes foram realizadas em duplicadas no
termociclador Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System com o seguinte
protocolo de termociclo: ativagdo 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
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fluorescéncia). O nivel de expressdo de cada gene foi avaliado pelo Cq (ciclo de
quantificacdo). Ao final da PCR foi realizada uma curva de dissociagdo de 55° a 95°C,
para averiguar a presenca de um anico pico de fluorescéncia, e assegurar que apenas um
produto de PCR foi obtido nas reagdes. Para analisar a eficiéncia dos pares de
iniciadores foi utilizado o software LingRegPCR versdo 12.5 (RUNTER et al; 2009).
Os genes de referéncia (efla e 18sRNA) foram utilizados para gerar um fator de
normalizacdo a partir do Genorm versdao 3.5 (VANDESOMPELE et al; 2002), com
valor de M<1.5. Os ciclos de quantificacdo dos genes de interesse (bmalla e clockla)
foram normalizados utilizando o fator de normalizagcdo gerado pelo Genorm. Os
resultados sdo expressos como unidades arbitrarias (u.a.) em relagdo ao ponto onde

houve maior expressao.

4.8. Analises estatisticas

Os dados foram analisados para determinar o tipo de distribuicdo (normal ou
diferente de normal) utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov, com nivel de significancia
de 0,05. Todos os dados analisados seguiram uma distribuicdo normal, e a diferenca
entre as médias de cada ponto experimental foi analisada com o teste ANOVA. Apés 0
teste de ANOVA o teste post-hoc de Tukey foi utilizado para analisar grupos com
meédias estatisticamente diferentes. Todos os testes estatisticos foram realizados no
programa IBM SPSS Statistics V21.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PCR em tempo real (QPCR)

A expressao dos genes da alca positiva do relogio molecular (clockla e bmalla) foi
analisada, por meio da técnica de PCR em tempo real, no cérebro e no figado de tilapia-
do-Nilo. Os resultados foram organizados em gréaficos, relacionando o nivel de mRNA
presente nas amostras (expressdo do gene) com o tempo discorrido apds o inicio do
experimento (TD), dentro desse tempo, houveram dois ciclos de fotoperiodo (C1 = 12h
a 30h; C2 = 36h a 54h) sendo que cada um é composto por uma fase clara e uma fase

escura (representada pela area sombreada no grafico).

Analisando o tecido cerebral, como pode ser observado nas figuras 5 e 6, o padréo
de expressao do bmalla se apresentou em um tipo de padrdo que pode ser observado em
genes circadianos. Na figura 5, pode-se observar em C1 um pico de expressdo nas
ultimas horas do periodo claro (TD18) e expressao basal no periodo escuro (TD30). Em
C2, verifica-se que esse gene apresentou valores maximo e minimo no periodo escuro,
TD48 e TD54, respectivamente. Sendo assim, pode-se inferir que ndo foi observado um
ritmo evidente, apenas uma expressdo circadiana desse gene que permaneceu no ciclo

seguinte.
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Figura 5 — Expressao do bmalla no cérebro de tilapia-do-Nilo
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Nivel de mRNA do gene bmalla presente no cérebro em relagdo ao fotoperiodo, indicando a variagao
da expressdo do gene em funcdo do tempo. Letras diferentes representam que houve diferenca
estatistica entre os pontos (p=0,032), segundo o teste ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. TD
indica o tempo discorrido apds a primeira coleta. C1 e C2 indicam o ciclo do fotoperiodo, cada um
contendo uma fase clara e uma fase escura. Fonte: o autor (2017).

Ja considerando o gene clockla (Figura 6), foi observada a auséncia de
expressao circadiana tanto no C1 quanto no C2, pois ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os pontos. Mostrando assim, auséncia de um ritmo

bioldgico com maximo e minimo de acrofases.
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Figura 6 - Expressdo do clockla no cérebro de tilapia-do-Nilo

0,64 a ]

0,56

0,48 -

0,40 4 /1
0324 _ / . -

0,24

0,16

X
- Q)
l L

N, a

nivel de mRNA do clock1a no cérebro (u.a.)
Q)

0,08 T T T ' T y T T T v T y T ' T
12h 18h 24h 30h 36h 42h 48h 54h —»TD

C1 C2 — Ciclo

Nivel de mRNA do gene clockla presente no cérebro em relacdo ao fotoperiodo, indicando a variagéo
da expressdo do gene em funcdo do tempo. Letras diferentes representam que houve diferenca
estatistica entre os pontos (p>0,001), segundo o teste ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. TD
indica o tempo discorrido ap6s a primeira coleta. C1 e C2 indicam o ciclo do fotoperiodo, cada um
contendo uma fase clara e uma fase escura. Fonte: o autor (2017).

Vale salientar que o gene bmalla apresentou uma tendéncia para um perfil de
expressdo circadiana, inclusive similar ao de Costa et al. (2016) no hipotalamo, em que
se observou um pico de expressdo entre o fim do periodo claro e inicio do escuro e
expressao basal ao final da fase escura. O nimero amostral reduzido deste trabalho pode
ter resultado na auséncia do perfil circadiano, sendo assim, se a analise dos perfis de
expressao dos genes estudados tivesse sido realizada com um ndmero amostral maior,
poderiamos ter diminuido o desvio padrdo e observado, assim, um perfil de expressdo

circadiana.
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No figado, observa-se uma acrofase no periodo claro, tanto no C1 quanto no C2

(TD12 e TD36) para o bmalla (Figura 7). No entanto, ndo foi possivel observar um

ritmo circadiano de expressdo do gene, uma vez que, estatisticamente os pontos nao

diferem entre si.

Ja a expressdo do clockla, nesse tecido (Figura 8), apresentou resultados

estatisticamente significativos. No C1, houve um pequeno pico de expresséo no final da

fase clara (18h). O C2 exibiu um resultado similar, com acrofase em 42h, mas com um

nivel de expressdo maior (2.6 vezes maior). Assim, foi observada expressdo circadiana

do gene clockla no figado, caracterizada pela acrofase no final da fase clara e expressao

basal no periodo escuro (Figura 6) tanto no C1 quanto no C2.

Figura 7 - Expressdao do bmalla no figado de tilapia-do-Nilo
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Figura 8 - Expressao do clockla no figado de tilapia-do-Nilo
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contendo uma fase clara e uma fase escura. Fonte: o autor (2017).

Nossos resultados exibiram expresséo circadiana com acrofase no final da fase
clara para o gene bmalla no cérebro, no C1, e no figado, tanto no C1 quanto no C2, e

para o clockla no figado, C1 e C2.

Existem poucas informacdes sobre o relégio molecular na tilapia-do-Nilo. O
trabalho de Costa et al (2016) foi o primeiro a descrever o padrdo de expressdao dos
genes do relogio e a influéncia de diferentes condigdes de fotoperiodo e alimentagdo em
tecidos centrais (teto Optico e hipotalamo) e periféricos (figado) da espécie, entretanto a
analise da ritimicidade de expressdo dos genes na pesquisa publicada por Costa et al
(2016) foi realizada em um unico ciclo diario (24h). Segundo Costa et al (2016), juvenis

de Tilapias-do-Nilo submetidas ao ciclo claro:escuro e alimentadas apenas no meio da
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fase clara apresentaram, em todos os tecidos analisados, ritmos diarios para 0s genes
clockl e bmalla, com acrofase no final da fase clara.

Outros organismos investigados sdo o0s mamiferos, como por exemplo, 0s
camundongos, nos quais ja foi verificado a presenca de proteinas do reldgio bioldgico
em todo o organismo do animal (ABRAHAM et al., 2006), bem como a caracteristica
circadiana de expressdo de tais genes em diversos tecidos e 6rgdos periféricos como
coragdo, musculo esqueléticos, rins, figado e pele (STOKKAN et al., 2001;
YAMAZAKI et al.,, 2000). A maioria dos estudos sobre a expressdo de genes do
relégio tem como modelo bioldgico o peixe-zebra, nesse peixe ja foi demonstrado que
0s genes clock, bmall, bmal2 e perl sdo expressos ritmicamente em varios tecidos,
como no cérebro, olho, figado, coracdo, rim e baco (CERMAKIAN et al., 2000). Em
outro estudo envolvendo o peixe-zebra foi observado a expressédo de 17 genes do
relogio no musculo esqueléticos, entre esses genes, o clockla e bmalla mostraram pico
de a expressdao em ZT14 (AMARAL; JOHNSTON, 2012). Além disso, nessa espécie
foi evidenciado a expressdao de genes do relogio circadiano em embrides, mesmo sob
condicGes de escuro (DEKENS; WHITMORE, 2008). Também ja foi demonstrado que
em culturas in vitro de tecidos de células de peixe-zebra, a expressdo de genes do
relogio € regulada pelo ciclo claro: escuro, na auséncia da regulacdo central
(WHITMORE et al., 2000).

Costa et al. (2016) demonstraram que a tilapia apresenta um rel6gio molecular
enddgeno com caracteristicas semelhantes ao observado em outros peixes, como
medaka (Oryzias latipes), peixe dourado (Sparus aurata), truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e peixe-zebra (Danio rerio). Foi observado que, tanto no cérebro da medaka e
do peixe dourado, como na retina de truta arco-iris e do peixe zebra, os elementos
positivos (clockla e bmalla) apresentaram pico no final da fase de luz e no inicio da
escura (CUESTA et al. 2014; VERA et al. 2013; LOPEZ-PATINO et al. 2011;
CAHILL 2002). Do mesmo modo, no cerebro de peixe-zebra a expressdo do clock
atingiu o pico na transicdo LD (claro: escuro) em zeitgeber de 12h (ZT12)
(WHITMORE et al., 1998). Além disso, os resultados de Costa et al. (2016) sdo
equivalentes ao observado no figado de peixe dourado (Sparus aurata) (VERA et al.
2013), mas, nessa especie, o clockla e bmalla atingiram pico durante as primeiras horas

da noite no periodo de 14h (ZT14). Relacionando com outra espécie de peixe, Velarde
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et al. (2009) relataram uma expressao ritmica dos genes do rel6gio molecular na retina e
no figado em goldfish (Carassius auratus), sob condi¢des de claro e escuro.

E importante ressaltar os efeitos da alimentacdo e da exposicdo a luz na
sincronizacdo dos ritmos circadianos, fatores que também podem ter influenciado
nossos resultados. Costa et al, por exemplo, verificaram influéncia da alimentagéo para
o clockla no figado, com deslocamento da acrofase desse gene no grupo de animais
alimentados apenas no meio da fase escura (deslocamento de 5:33 h em relagdo ao
grupo alimentado na fase clara). Ja& o bmalla ndo apresentou ritmo significativo sob
essa mesma condicdo e parece ser mais afetado pela luz. Enquanto isso, no cérebro, ndo
houve diferengas entre os grupos alimentados em fases diferentes. Resultados similares
também foram descritos para outras espécies de peixes (VERA et al. 2013; LOPEZ-
OLMEDA et al. 2010).

A correlacdo entre alimentacdo e expressdo génica em peixes teledsteos pode ser
ainda mais explorada. Betancor et al (2014) analisou a relacdo entre a expressdo de
genes do relégio e de genes envolvidos com o metabolismo lipidico no figado de
salmdo do Atlantico, onde ele relata que os picos de expressdo do bmal e do Ppara
ocorrem de forma sincronizada, sugerindo que a regulacdo destes dois genes esta
relacionada. H& ainda um gene vascular (Ppary) que tem como alvo direto o bmal,

porem nao ha conhecimento sobre seu papel na regulacdo do gene.

Em um ciclo de fotoperiodo de dia longo (16h claro: 08h escuro), apenas o
bmalla exibiu um padrdo diario significativo. A acrofase ocorreu 3h antes do fim do
periodo claro (ZT 13). A alimentacdo ocorreu continuamente, durante o dia e a noite. O
bmalla tem sido relacionado com a regulacdo da expressdo circadiana de genes no
figado (SCHMUTZ, 2012). De fato, foi demonstrada a regulagdo circadiana do
metabolismo lipidico em roedores, ocorrendo através da via Rev-erblo, que influencia a
alca positiva do relégio molecular pela repressdo do fator de transcricdo do BMAL1
(LE MARTELOT, 2009).

33



6 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, observa-se a expressdo circadiana significativa do clockla no
figado de tilapia-do-Nilo, o que estd de acordo com estudos nessa e em outras espécies.
Os outros genes e tecidos estudados apresentaram tendéncia circadiana, porem, a
questdo do numero amostral reduzido, além de outras variaveis do experimento (falha
na manutencdo da temperatura durante os procedimentos de extracdo e durante o
transporte das amostras e reagentes na qPCR) pode ter ocasionado em limitacbes nas
andlises e ndo permitido a obtencdo de dados estatisticamente significativos. Tambem
houve perda de algumas amostras o que pode ter aumentado ainda mais o desvio padrao
nos graficos e analises.

Destacamos a importancia dos diferentes efeitos dos zeitgebers (luz e
alimentacdo) no reldgio central e periférico de peixes, alterando o perfil de expressdo
dos genes circadiandos, como ja foi discutido anteriormente. Também € necessario
ressaltar que ha uma independéncia entre essas regides (relégio periférico e central), o
que pode ser entendido como um mecanismo de adaptagdo a mudancas ambientais,
como a disponibilidade de alimento.

A perspectiva é de que mais estudos consigam consolidar as informacdes acerca
do relégio molecular e a influéncia dos fatores abioticos regulacdo da expressao génica
em tecidos da tilapia-do-Nilo e outros peixes, pincipalmente aqueles de interesse
comercial. Uma vez que a compreensao desse ritmo circadiano e seus componentes
moleculares regulatérios pode gerar informacGes uteis para o desenvolvimento de
ferramentas e solucBes biotecnoldgicas, genéticas e de cultivo para a melhora dos
parametros de qualidade do produto e quantitativo de producdo em fazendas comerciais
de aquicultura. Na tilapia esses conhecimentos podem ser revertidos em aumento da
velocidade de crescimento dos animais e aumento do ganho de massa muscular (filet,
principal produto desta modalidade de producao).

E, além disso, ndo se limitar ao campo académico, mas buscar a aplicagdo desses
conhecimentos de forma proveitosa para a sociedade como um todo, buscando solucdes
biotecnologicas (biomoleculares, geneticas, cultivo) para se obter uma melhor
qualidade, aumento em quantidade de producdo e consequentemente barateamento do

principal produto da aquicultura brasileira.
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