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RESUMO

Os genes clockla e bmalla participam da alca ativadora do mecanismo do relégio molecular, a
via que regula os ritmos circadianos nos seres vivos. O fotoperiodo diario (ciclo claro-escuro) é
o principal sincronizador desses ritmos e, ao interagir com o relégio molecular, pode interferir
no metabolismo dos organismos. Pesquisas evidenciam a influéncia do fotoperiodo na fisiologia
e no crescimento do masculo esquelético em embrides e peixes adultos. Por exemplo, o cultivo
de salmdo do Atlantico (Salmo salar) num fotoperiodo de 24h de claro resultou em animais com
maior taxa de crescimento quando comparados a peixes mantidos num regime de 12h de claro e
12h de escuro. Apesar da importancia desta via de regulagéo, o setor da piscicultura carece de
projetos cientificos nas areas de conhecimento basico como vias moleculares que regulam o
crescimento. A obtencdo de uma linhagem com expressdo constitutiva do clockla no musculo
esquelético do peixe-zebra (Danio rerio) pode trazer mais informacdes acerca da importancia
deste mecanismo para a fisiologia desse 6rgdo. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
construir um plasmideo de expressao restrita e constitutiva do clockla no musculo esquelético
do peixe-zebra. Para isso decidiu-se aproveitar o constructo obtido por Sousa (2016) e
colaboradores (tol2-cmcl2-GFP-mylz2-bmalla-tol2), aqui denominado p.Bmal, projetado para
expressar 0 gene bmalla constitutivamente no musculo esquelético utilizando o promotor da
cadeia leve da miosina (mylz2). Dessa forma, a expressdo circadiana do gene é modificada para
uma expresséo constante e independente do ciclo claro:escuro. Como a marcagdo de transgenia
da linhagem transgénica para o bmalla ocorre pela expressdo da proteina verde fluorescente
(GFP) no coracdo do animal, um diferente tipo de marcagéo para identificar a futura linhagem
transgénica para o clockla deveria ser utilizado. Assim, optou-se por construir o plasmideo tol2-
mylz2-GFP-mylz2-clockla-tol2, em que o mylz2 dirige a expressdo da GFP para marcagéo da
transgenia por fluorescéncia verde no masculo esquelético. A sequéncia do gene clockla,
sintetizada em laboratério e clonado em um plasmideo comercial, foi sub-clonada no plasmideo
p.Bmal, substituindo a sequéncia do gene bmalla. O proximo passo para a construcdo do
plasmideo final seria amplificar toda extensdo do produto obtido (tol2-cmcl2-GFP-mylz2-
clockla-tol2), denominado p.Clock, exceto a regido codificadora do promotor da cadeia leve da
miosina cardiaca (cmcl2), e posteriormente ligar a sequéncia clonada do mylz2. A primeira
estratégia para amplificar essa regido ndo funcionou, por isso, primers menores e mais
especificos foram desenhados, mas os resultados esperados também ndo foram obtidos. Uma
terceira estratégia foi otimizar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) combinando-se diferentes
concentragdes do cofator MgCl. e diferentes temperaturas de anelamento. Novamente néo houve
amplificacdo dos produtos previstos. Portanto, neste trabalho foi obtido o plasmideo p.Clock#15,
que possui o gene clockla dirigido pelo promotor da miosina leve do musculo esquelético como
gene de interesse e a proteina verde fluorescente com o promotor da miosina cardiaca como
proteina de marcagdo de transgenia (p-tol2-mylz2-GFP-mylz2-Clockla-tol2). A obtengdo do
plasmideo contendo a proteina verde fluorescente com o promotor da cadeia leve da miosina
esquelética ndo foi possivel. Portanto, outras metodologias devem ser testadas.

Palavras-chave: Reldgio molecular. Transgénese animal. Fotoperiodo.



ABSTRACT

Clockla and bmalla genes participate in the activating loop of the molecular clock mechanism,
the pathway that regulates circadian rhythms in living beings. The daily photoperiod (light-dark
cycle) is the main synchronizer of these rhythms and, when interacting with the molecular clock,
can interfere in the metabolism of organisms. Researches show the influence of photoperiod on
the physiology and growth of the skeletal muscle of fish embryos and adult fish. For example,
production of Atlantic salmon (Salmo salar) in a 24-h light photoperiod resulted in animals with
a higher growth rate when compared to fish kept at 12h light and 12h dark. Despite the
importance of this regulatory route, the pisciculture sector lacks scientific projects in basic
knowledge as molecular pathways that regulate growth. Obtaining a lineage with constitutive
clockla expression in zebrafish (Danio rerio) skeletal muscle may provide more information
about the importance of this mechanism for the physiology of this organ. Therefore, the objective
of this work was to construct a plasmid for restricted expression of clockla in zebrafish skeletal
muscle. For this purpose, it was decided to take advantage of the construct obtained by Sousa
(2016) and coworkers (tol2-cmcl2-GFP-mylz2-bmalla-tol2), here denominated p.Bmal,
designed to express the bmalla gene constitutively in skeletal muscle using the myosin light
chain promoter (mylz2). In this way, the circadian expression of the gene is modified to a constant
expression and independent of the light:dark cycle. Since transgenic marking of the transgenic
lineage to bmalla occurs by expression of the green fluorescent protein (GFP) in the animal's
heart, a different type of labeling to identify the future transgenic lineage for the clockla should
be used. Thus, it was chosen to construct the plasmid tol2-mylz2-GFP-mylz2-clockla-tol2,
where mylz2 directs the expression of GFP to label the transgene by green fluorescence in
skeletal muscle. The clockla gene sequence - synthesized in vitro and cloned into a commercial
plasmid - was subcloned into the plasmid pBmal, substituting the bmalla gene sequence. The
next step in the construction of the final plasmid would be to amplify the extension of the
obtained product (tol2-cmcl2-GFP-mylz2-clockla-tol2), called p.Clock, except the coding
region of the cardiac myosin light chain promoter (cmcl2), and then ligating the cloned mylz2
sequence. The first strategy to amplify this region did not work, so smaller and more specific
primers were designed, but the expected results were not obtained either. A third strategy was to
optimize the polymerase chain reaction (PCR) by combining different concentrations of the
MgCl. cofactor and different annealing temperatures. Again, there was no amplification of the
expected products. Therefore, in this work the p.Clock#15 plasmid was obtained, which has the
clockla gene driven by the myosin light promoter of skeletal muscle as the gene of interest and
the fluorescent green protein with promoter of myosin as a transgenic labeling protein (p-tol2-
mylz2-GFP-mylz2-Clockla-tol2). Obtaining the plasmid containing the fluorescent green
protein with the skeletal myosin light chain promoter was not possible. Therefore, other
methodologies should be tested.

Keywords: Molecular clock. Animal transgenesis. Photoperiod.
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1 INTRODUCAO

Em 2017, o Nobel de Medicina e Fisiologia foi concedido aos americanos Jeffrey Hall,
Michael Rosbash e Michael Young por suas descobertas sobre a maquinaria molecular que regula
o relogio bioldgico. O prémio conferiu visibilidade & importancia dos ritmos circadianos (que
duram cerca de um dia) para o metabolismo e comportamento dos seres vivos. De fato, o padréo
de atividades biologicas € influenciado pelo relégio molecular, o qual é sincronizado por fatores
ambientais essenciais a sobrevivéncia dos organismos, como luz e temperatura.

Nesse contexto, estudos relatam os efeitos da variacdo do fotoperiodo na taxa de
crescimento somatico dos peixes, fendbmeno importante para o setor da piscicultura. Embora
alguns trabalhos caracterizem a relacéo entre o fotoperiodo, o mecanismo do rel6gio molecular
e o crescimento do musculo esquelético, pouco se sabe sobre a importancia desta via para a
fisiologia do crescimento muscular nos peixes. Através de linhagens de peixes transgénicos é
possivel investigar a influéncia do distUrbio desse mecanismo na transcrigdo de genes e a eventual
modificacdo do crescimento e das caracteristicas do musculo esquelético.

Dentre os genes envolvidos na maquinaria do relégio molecular estdo clockla (clock
circadian regulator 1 a) e bmalla (aryl hydro-carbon receptor nuclear translocator-like 1 a), que
desempenham um papel importante na alga positiva desse mecanismo. A obten¢do de uma
linhagem transgénica para o gene clockla permitird colher informagBes sobre essa via de
sinalizacdo. Para isso, € necessaria a producdo de um vetor de expressao. Assim, o objetivo deste
trabalho foi a construcdo de um plasmideo para expressao restrita e constitutiva do clockla no

musculo esquelético do peixe-zebra.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Ritmos Circadianos e Reldgio Bioldgico

Fendmenos fisicos, bioldgicos e comportamentais apresentam padrdes ritmicos ao longo
do dia (circadianos) e do ano (circanuais) (HUT et al., 2013). O astrénomo Jean-Jacques d’Ortous
de Mairan foi um dos primeiros a relatar a interacdo entre esses fendbmenos. Em 1729, Jean-
Jacques percebeu que plantas heliotropicas, em condi¢cBes de constante auséncia de luz,
mantinham o mesmo padrdo de movimento das folhas observado sob o fotoperiodo normal ao
longo de um dia (KUHLMAN; CRAIG; DUFFY, 2017). Os indicios desse e de outros estudos
(BUNS; KALSBEEK, 2001), colaboraram com a ideia de que 0s seres vivos geram esses ritmos
endogenamente, a partir de um reldgio biol6gico intrinseco, com periodicidade em torno de 24
horas.

A principal funcdo desse mecanismo € sincronizar o comportamento, a fisiologia e 0
metabolismo do organismo com fendmenos ambientais essenciais a sobrevivéncia. Desse modo,
o individuo pode antecipar-se a essas circunstancias e executar as acdes necessarias
(BUTTGEREIT et al., 2015; GARDNER et al., 2006). Por exemplo, experimentos com tuco-
tucos (Ctenomys aff. knighti), roedores subterrdneos de habito naturalmente diurno,
demonstraram mudanca de habitos de acordo com a demanda energética e termorreguladora em
condigbes ambientais distintas — em campo e no laboratério (FLORES et al., 2016;
TACHINARDI et al., 2015, 2017).

Sabe-se que o sistema circadiano é naturalmente orquestrado e envolve, além da interacao
com fatores externos abiéticos, o0 encadeamento de vias moleculares e metabdlicas. Os principios

e mecanismos desse sistema sdo abordados nos subtdpicos a seguir.

2.1.1 Relogio bioldgico: organizagao e sincronizagéo

Apesar do reldgio bioldgico estar presente em organismos do reino Monera ao Animalia,
suas unidades reguladoras evoluiram de maneira independente, sendo bastante especificas para
cada grupo de seres vivos. Entretanto, a maneira como esses elementos estdo organizados
apresentam convergéncias (GARDNER et al., 2006). Por esse motivo, € possivel estruturar o
relogio biologico, conceitualmente, em trés partes béasicas (figura 1A): vias de entrada
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(aferentes), marca-passo (relégio ou oscilador central) e vias de saida (eferentes) (CECON;
FLORES, 2010; GARDNER et al., 2006; KUHLMAN; CRAIG; DUFFY, 2017).

Fatores externos ao organismo, como luz e temperatura, conhecidos como zeitgebers (ou
time-givers), sdo percebidos e transmitidos pelas vias aferentes. O marca-passo recebe os sinais
captados e sincroniza-se com as condi¢des ambientais ao longo das 24 horas do dia - processo
denominado arrastamento (do Inglés, entrainment). Através das vias eferentes, 0 marca-passo
retransmite 0s sinais obtidos, determinando a ritmicidade das atividades fisiologicas e
comportamentais sob seu controle (DUNLAP, 1999; DUNLAP; LOROS, 2004). Em condi¢6es
ambientais constantes (figura 1B), o reldgio passa a funcionar em um periodo de tempo préprio
- geralmente superior a 24h - e 0s processos regulados por ele assumem o estado de livre-curso
(CECON; FLORES, 2010). Essa representacdo linear, em que sinais aferentes sincronizam um
oscilador central promotor de ritmicidade, € uma simplificacdo do reldgio circadiano. O sistema
€ mais complexo, pois consiste em multiplos osciladores interligados e possui vias de
retroalimentacdo (feedback) (figura 1C). Esse feedback é gerado pelas atividades controladas
pelo reldgio, que podem regular, positiva ou negativamente, o funcionamento do oscilador ou
também originar componentes que participam da via de entrada do sistema (GARDNER et al.,
2006; KUHLMAN; CRAIG; DUFFY, 2017).

De modo geral, os diversos osciladores interagem hierarquicamente, uma vez que 0
marca-passo central coordena a sincronizacdo de osciladores periféricos. Esse marca-passo
central localiza-se em 6rgdos como o Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), no hipotdlamo dos
mamiferos, a retina, em alguns moluscos marinhos, e os l6bulos épticos, em Drosophila, baratas
e grilos. No entanto, questiona-se 0 controle soberano do marca-passo central em alguns
organismos, visto que determinados osciladores exibiram independéncia e autonomia na auséncia
desse controle (VANSTEENSEL; MICHEL; MEIJER, 2008). Em passaros, por exemplo, ha o
acoplamento de osciladores situados no NSQ, na glandula pineal e na retina, no entanto, a
glandula pineal pode funcionar de maneira independente via um rel6gio endogeno proprio. Essa
independéncia da glandula pineal, também, foi identificada em peixes (BEN-MOSHE LIVNE et
al., 2016).
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Figura 1 - RepresentacGes conceituais da estrutura do rel6gio bioldgico

(A) Representacao Simplificada

Oscilador

i Ritmos
Zeitgebers VIAS VIAS
Central i .
ritmicos [24h) — cincronizado Sincronizadaos
AFERENTES EFERENTES (24h)
(24h)
(B) Representacdo em Condigdes Constantes
CondigBes VIAS Gg;:?:j;r VIAS Ritmos em
REeLantes — com periodo 'Ilvre—cursp
AFEREMTES P EFERENTES (periodo = oscilador)

proprio

(C) Representacdo do Sistema Complexo

- -.* - -~
r LY
J _ A Feedback
I QOsciladores A

—_———— T e e — — 1

Interligados _:I

Blogueio
1
Zeitgebers VIAS Oscilador VIAS Atividades
ritmicos (24h) — Central u:untru:rla‘dgs pelo
AFERENTES EFERENTES relogio
A

I |
I |
] Feedback e transcrigdo ritmica dos componentes '

das vias de entrada

Fonte: adaptado de Cecon et al. (2010); Gardner et al. (2006) e Kuhlman et al. (2017).

(A) Representacdo linear: sinais aferentes sincronizam um oscilador central promotor de ritmicidade. (B) Em
condi¢Bes ambientais constantes, o relégio funciona em um periodo de tempo préprio - geralmente superior a
24h - e os processos regulados por ele assumem o estado de livre-curso. (C) Sistema complexo: maltiplos
osciladores interligados sob efeito de vias de feedback gerado pelas atividades controladas pelo relégio.

Fatores ndo-féticos, como ciclo de sono, atividade fisica, tempo social, alimentacéo e
temperatura sdo também zeitgebers, entretanto, o fotoperiodo diario (ciclo claro-escuro) € o
sincronizador mais importante (PESCHEL; HELFRICH-FORSTER, 2011). Nos mamiferos, a
luz é captada por fotopigmentos presentes em células ganglionares na retina (ipRGCs,
intrinsically photosensitive retinal ganglion cells). Através do trato retino-hipotalamico, o sinal
é transmitido para o NSQ, que ativa a glandula pineal. Nessa glandula, é produzida a melatonina,
molécula fundamental para os processos de fototransducdo e sincronizagdo (REITER; TAN;
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GALANO, 2014). Por outro lado, Moore e Whitmore (2014) sugerem a existéncia de distintos
osciladores e regides responsivas a luz no cérebro de peixe-zebra adulto, incluindo-se a glandula
pineal. H4, ainda, evidéncias de que tecidos periféricos do peixe-zebra sdo sensiveis a luz e
respondem diretamente ao fotoperiodo (CAHILL, 2002; GIEBULTOWICZ et al., 2000; TAMAI
et al., 2003; WEGER et al., 2011; WHITMORE et al., 1998). Assim, no peixe-zebra,
provavelmente ndo hd um oscilador central como nos mamiferos, uma vez que a glandula pineal

e osciladores periféricos possuem regulacao autbnoma.

2.1.2 Mecanismo do relégio molecular

Nos eucariotos, o cerne da maquinaria do rel6gio molecular é composto por uma rede de
genes e suas respectivas proteinas organizados em trés alcas de retroalimentacdo: uma positiva,
uma negativa e uma acessoria. Esses elementos geram ritmos circadianos nas células através de
processos de transcricdo e traducdo. Além disso, moléculas fotorreceptoras e fatores de regulacao
pos-traducdo - como fosforilacdo e acetilacdo - também compde a maquinaria molecular do
reldgio (KUHLMAN; CRAIG; DUFFY, 2017; KUMAR; SHARMA, 2018; VANSTEENSEL;
MICHEL; MEIJER, 2008).

Em peixes, aves e mamiferros, os genes clock e bmal codificam proteinas que formam o
heterodimero CLOCK:BMAL no citoplasma da célula. Ao migrar para o nucleo,
CLOCK:BMAL liga-se a elementos E-box, em regides promotoras, ativando a transcricdo dos
genes per (period) e cry (cryptochrome) e de outros genes controlados pelo reldgio (CCGs, do
inglés “clock-controlled genes”). Esses processos caracterizam a al¢a positiva do mecanismo. As
proteinas PER e CRY, por sua vez, atuam na al¢a negativa: em altas concentracdes, formam um
heterodimero que inibe a atividade de CLOCK:BMAL no nucleo da célula (KUMAR;
SHARMA, 2018; VATINE et al., 2011). No citoplasma, proteinas cinases sob controle do
relogio, como a caseina cinase 1 (CK1), fosforilam moléculas remanescentes de PER e CRY,
promovendo degradacdo via ubiquitina-ligase/proteassoma (KUMAR; SHARMA, 2018;
MOHAWK; GREEN; TAKAHASHI, 2012). A auto-repressdo e a degradacéo das proteinas PER
e CRY diminuem a inibig&o dos efetores positivos, permitindo que o ciclo reinicie.

Nos vertebrados, a alca acessoria envolve dois receptores nucleares que tambem séo
expressos de maneira circadiana: as proteinas REV-ERBa (reverse transcript of erythroblastosis
a) ¢ RORa (retinoid-related orphan receptor o) (CRUMBLEY; BURRIS, 2011). Paralelamente

a acdo das alcas positiva e negativa, CLOCK:BMAL ativa a transcri¢cdo dos genes rev-erba e
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rora, enquanto PER e CRY a inibem. As proteinas REV-ERBa e RORa competem pela ligacao
ao elemento responsivo RORE (Retinoic Acid-Related Orphan Receptor Response Element,
REE) na regido promotora do gene bmal. Enquanto REV-ERBa tem agéo repressora, RORa atua
ativando a transcricao do bmal. Aparentemente, esse mecanismo € necessario para a manutencao
da expressdo circadiana de BMAL e a estabilidade dos ritmos circadianos (REPPERT,;
WEAVER, 2002; VANSTEENSEL; MICHEL; MEIJER, 2008; VATINE et al., 2011). O efeito
dessa alca na regulacdo do clock e seu homélogo em mamiferos (npas2, neuronal PAS domain
protein 2) foi demonstrada em alguns estudos, mas ainda é pouco elucidada (CRUMBLEY et al.,
2010; CRUMBLEY; BURRIS, 2011). Na tabela 1, sdo exibidos os principais componentes

moleculares do reldgio circadiano nos grupos animais citados.

Tabela 1 - Componentes moleculares do relégio circadiano em grupos animais

Alcas principais

Animais Alca acessdria Fotorrecepcao Cinases

Positiva Negativa
Insetos CYC, PER, TIM VRI (inibe CLOCK) CRY (degrada CK2
(Drosophila) CLOCK PDP1le (ativa CLOCK) TIM)
CWO (inibe ativagéo de
transcricdo por CLOCK-
CYC atraves de
competicdo pela ligacéo
ao E-box)
Peixes CLOCK1la, CRYlaa, Melanopsinas, CK1ld/e
(Danio rerio) CLOCK1b, CRYlab, REVERBa (inibe TMT, VA e FAD-
CLOCK2, CRY1ba, BMAL1) oxidases, CRY3
BMAL1a, CRY1bb, RORa (ativa BMAL1)
BMAL1b, PER1a, PERL1b, DBP, TEF, HLF,
BMAL?2 PER2, PER3 E4BP4/NFIL3 (regulam
Aves CLOCK, CRY1, CRY2, a expressdo de crylaa e Fotorreceptoresna  CKld/e
BMAL1, PER2, PER3 per2) glandula pineal,
BMAL?2 retina e hipotalamo
Mamiferos CLOCK CRY1, CRY2, REVERBa (inibe via melanopsinaem CK1ld/e
(/NPAS2), CRY3, BMAL1) ipRGCs na retina
BMAL1 PER2, PER2, RORa (ativa BMAL1)
PER3

Fonte: adaptado de Kumar (2018).

CYC (cycle); VRI (vrille); PDP1 (par domain protein 1 epsilon); CWO (transcription factor cwo); DBP (D-box
binding protein), TEF (thyrotroph embryonic factor), HLF (hepatic leukaemia factor); E4BP4 (E4 binding protein
4 - também conhecido como nuclear factor interleukin-3, NFIL3); TMT (Teleost Multiple Tisue opsin); VA
(Vertebrate Ancient opsin); FAD-oxidases (flavin-containing oxidadases); CK2 (casein kinase 2); CKle/d (casein
kinase 1 epsilon/delta); ipRGCs (intrinsically photosensitive retinal ganglion cells).

Devido a processos de duplicagdo do genoma ao longo da evolucdo dos vertebrados,
varias copias de genes do reldgio séo encontradas. Alguns desses genes duplicados, denominados
paralogos, assumem novas fungdes ou compartilham aspectos diferentes de uma mesma fungéo
(AMARAL, 2011). O genoma do ancestral comum dos peixes teledsteos passou por trés

processos de duplicacdo ha cerca de 320-400 milhdes de anos. O peixe-zebra preservou desse
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ancestral trés cdpias do clock (clockla/clocklb/clock2) e do bmal (bmalla, bmallb e bmal2),
seis copias do cry (crylaa, crylab, crylba, crylbb, cry2 e cry3), quatro cdpias do per (perla,
perlb, per2 e per3) e apenas uma do tim (tima) (LIU et al., 2015; TOLOZA-VILLALOBOQOS;
ARROYO; OPAZO, 2014; VATINE et al., 2011, KUMAR, 2017).

Na Drosophila, a proteina CRY é fotossensivel. Quando ativada pela luz, interage com a
proteina TIMELESS (TIM), que liga-se @ PER para atuar como um repressor do heterodimero
positivo CLOCK:CYC (CHAVES, 2011; LIU et al., 2015; VATINE et al., 2011; KUMAR,
2018). O papel da proteina TIM em outros organismos € menos compreendido (CRAIG, 2018).
No peixe-zebra, pode ndo estar envolvida com o mecanismo do rel6gio molecular (KANEKO;
HERNANDEZ-BORSETTI; CAHILL, 2006). Por outro lado, foi evidenciado no peixe-zebra
que a isoforma CRY3 (também encontrada com a denominacdo CRY4), (CAVALLARI et al.,
2011; VATINE et al., 2011), assemelha-se a proteina CRY da Drosophila e, assim como outras
moléculas fotorreceptoras - melanopsinas, TMT (Teleost Multiple Tisue opsin), VA (Vertebrate
Ancient opsin) e FAD-oxidases (flavin-containing oxidadases) — estd envolvida com a
sensibilidade fotica dos tecidos periféricos do peixe-zebra (RAMOS et al., 2014).

Pesquisas sugerem que a expressdo de determinadas proteinas é ativada por
CLOCK:BMAL e também desencadeada pelo sinal fotico captado por essas moléculas
fotorreceptoras (PAGANO et al., 2017; ZHONG et al., 2017). Essas proteinas sdo os fatores de
transcricdo DBP (D-box binding protein), TEF (thyrotroph embryonic factor), HLF (hepatic
leukaemia factor) e E4BP4 (E4 binding protein 4 - também conhecido como nuclear factor
interleukin-3, NFIL3), que ligam-se a elementos D-box na regido promotora dos genes crylaa e
per2, promovendo ou inibindo a transcri¢do. Esse mecanismo funciona como uma alca acessoria
e constitui uma via pela qual a luz regula diretamente a alga negativa do relégio.

Além desses fatores, outros genes que sao responsivos a luz ou controlados pelo relégio
estdo sendo descritos (GAVRIOUCHKINA et al., 2010; PAGANO et al., 2017; TAMAI;
YOUNG; WHITMORE, 2007; WEGER et al., 2011). No entanto, os mecanismos dessa
sinalizacdo fotica ainda ndo foram totalmente elucidados. Na figura 2, ha uma representacdo do

mecanismo do relégio molecular do peixe-zebra.
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Figura 2 - Mecanismo do relégio molecular no peixe-zebra
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Fonte: adaptado de Zhong et al. (2017) e Vatine et al. (2011).

No ndcleo da célula, o heterodimero CLOCK:BMAL liga-se a elementos E-box e ativam a transcrigdo dos genes
per e cry. As proteinas PER e CRY, por sua vez, inibem a atividade de CLOCK:BMAL. Os genes rev-erb, ror, nfil3,
dbp, tef, hif e outros CCGs também sdo ativados por CLOCK:BMAL. As proteinas ROR e REV-ERB ligam-se a
regido RRE, ativando ou inibindo a atividade do bmal, respectivamente. O efeito dessa al¢a na regulacéo do clock
ainda é pouco elucidado. Interessantemente, moléculas fotorreceptoras (FAD-oxidases, CRY3, TMT e outras
opsinas) desencadeiam a expresséo de fatores de transcrigdo (NFIL3, DBP, TEF e HIF) que regulam a expresséo de
crylaa e per2 através da ligagdo a elementos D-box. Devido a processos de duplicacdo do genoma do peixe-zebra,
sdo encontradas varias cdpias de genes do reldgio (separadas por virgula). As setas indicam regulacéo positiva. Os
tragos representam regulacéo negativa. As interroga¢des assinalam mecanismos pouco elucidados.

CITOPLASMA

2.2 Fotoperiodo, Crescimento Somatico de Peixes e Reldgio Molecular

O mdsculo é um importante 6rgdo metabdlico (MAYEUF-LOUCHART; STAELS;
DUEZ, 2015) e, nos peixes teledsteos, como o peixe-zebra e 0 Salmdo do Atlantico (Salmo
salar), corresponde a 60% da massa corporal (JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011).
Pesquisas evidenciam a influéncia do fotoperiodo na fisiologia e no crescimento desse tecido em
embrides e peixes adultos, fendmeno importante para o setor da piscicultura (BISWAS; ENDO;
TAKEUCHI, 2002; BISWAS; TAKEUCHI, 2002; JOHNSTON, 2003). O cultivo de salmédo do
Atlantico num fotoperiodo de 24h de claro, por exemplo, resultou em animais com maior taxa de

crescimento quando comparados a peixes mantidos num regime de 12h de claro e 12h de escuro.
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Tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), um peixe importante para a aquicultura em aguas
tropicais e o principal peixe da aquicultura da regido Nordeste, também mostrou taxas de
crescimento maiores quando cultivados em 18h de claro e 6h de escuro quando comparados ao
regime de 12:12h de claro e escuro (EL-SAYED; KAWANNA, 2008). O cultivo do tambaqui
(Colossoma macropomum), outro peixe de importancia comercial, em diferentes fotoperiodos
também revelou condi¢bes de maior exposicdo a luz melhoraram a taxa de crescimento sem
modificar a eficiéncia proteica (MENDONCA et al., 2012).

Andrews e colaboradores (2010) demonstraram a importancia do mecanismo do relégio
molecular e dos CCGs na homeostase de musculo esquelético de camundongos. Neste artigo,
myoD (um fator de regulagdo miogénica envolvido no processo de desenvolvimento e
crescimento muscular) e pgclf (envolvido na homeostase mitocondrial) foram descritos como
CCGs, e o disturbio do mecanismo do relégio molecular causou reducdo da densidade de
mitocdndrias no musculo e redugdo na forgca de contragdo, com implicacBes no crescimento
muscular. Outros estudos também relatam que a interferéncia na alca positiva do reldgio
molecular promove alteracbes na fisiologia e no metabolismo do musculo esquelético
(CHATTERIJEE et al., 2013; CHATTERJEE; MA, 2016). Amaral e Johnston (2011), por sua
vez, investigaram o perfil de transcrigdo de 17 genes do reldgio molecular no musculo esquelético
do peixe-zebra e relataram que pelo menos quatro genes de importancia para o crescimento
muscular podem ser classificados como CCGs: myf6 (myogenic factor 6), igfbp3 (insulin-like
growth factor binding protein 3), igfbp5b (insulin-like growth factor binding protein 5) e hsf2
(heat shock transcription factor 2). Essa expressdo circadiana de genes relacionados ao
crescimento muscular pode representar uma importante ligacdo entre 0 mecanismo do reldgio
molecular e o crescimento do musculo esquelético. Entretanto, ainda ha pouco conhecimento
sobre a importancia dessa via para a fisiologia do crescimento muscular em peixes.

Sabe-se que, no peixe-zebra, os genes clockla e bmalla possuem um padrdo de expressao
oscilatdrio, com baixo nivel de expressdo na fase clara e pico de expressdo na fase escura do
fotoperiodo (AMARAL,; JOHNSTON, 2012). Através de linhagens de peixes transgénicos para
esses genes, € possivel investigar a influéncia do disturbio desse mecanismo na transcricdo e a

eventual modificacdo do crescimento e das caracteristicas do muasculo esquelético.
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2.3 Peixe-Zebra Transgénico Como Modelo Bioldgico

O Danio rerio (figura 3C) € conhecido popularmente como peixe-zebra ou paulistinha.
Na comunidade cientifica, zebrafish é o termo mais utilizado. Essa denominacéo justifica-se
pelas listras horizontais que contrastam tons de preto e branco no animal. Tem origem na Asia
Central, sendo encontrado principalmente na India, e caracteriza-se como um peixe tropical de
agua doce. E um animal vertebrado, pertencente ao grupo dos peixes teledsteos, isto é, com
esqueleto 6sseo (ENGESZER et al., 2007). A primeira pesquisa a utilizar o peixe-zebra como
modelo animal foi publicada em 1955, no entanto, em alguns paises seu uso se expandiu apenas
a partir do final da década de 1980. No Brasil, essa expansdo ocorreu na segunda metade da
década de 1990 (GHENO et al., 2016).

A adesdo do peixe-zebra como organismo modelo deve-se a grande quantidade de
informacdo sobre a espécie e as diversas vantagens proporcionadas, como reducdo de custos,
facilidade de producdo e manuseio e vasta aplicabilidade. Uma de suas caracteristicas mais
importantes é a reproducdo: o peixe-zebra atinge a maturidade sexual entre 10 e 12 semanas de
vida, se reproduz em qualquer periodo do ano (SPENCE et al., 2008), apresenta alta taxa de
fecundidade e produz uma prole grande, podendo gerar centenas de ovos em uma noite (BEN-
MOSHE; FOULKES; GOTHILF, 2014). Além disso, é um peixe de pequeno porte (3 a5 cm),
o que simplifica sua manipulacdo e manutencédo (LELE; KRONE, 1996). Os embrides da espécie
(figura 3A e B) sdo transparentes e de rapido desenvolvimento, configurando um excelente

modelo para técnicas de embriologia e transgenia (VATINE et al., 2011).

Figura 3 - Embrides e peixe-zebra adulto

Fonte: adaptado de Holtzman et al. (2016).
(A) Embrido na fase de quatro células, uma hora pds-fertilizacdo (hpf); (B) Embrido com 48 horas de vida
apresentando eixo corporal formado e estrutura rudimentar da maioria dos 6rgaos; (C) Peixe-zebra macho adulto.
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O genoma do peixe-zebra ja foi sequenciado por completo e possui 70% de similaridade
com o genoma humano (HOWE et al., 2013). E formado por 25 cromossomos, 1.412 gigabases
e 26.206 genes codificadores de proteinas (RAGHUPATHY; PATNAIK; SHU, 2013). Esse
conhecimento sobre o material genético da espécie e o desenvolvimento das técnicas de
transgénese favoreceram o desenvolvimento de inimeras linhagens transgénicas. Transgénese é
a introducédo de um fragmento especifico de DNA exdgeno no genoma de um organismo de modo
que a caracteristica modificada seja transmitida hereditariamente (TONELLI et al., 2017).

Uma das primeiras linhagens de peixe-zebra transgénico foi produzida em 1988, por
Stuart e colaboradores, com o objetivo de permitir a selecdo dos animais transgénicos a partir da
resisténcia ao antibiético higromicina (STUART; MCMURRAY; WESTERFIELD, 1988). Uma
outra linhagem, a GloFish® foi desenvolvida para indicar poluicdo, mas, devido a sua
caracteristica fluorescente, também passou a ser comercializada para fins ornamentais (GONG
et al., 2003). Outras variedades sdo utilizadas em diversos estudos da area de salde, como
embriogénese e neurociéncias (GREEN; PLANCHART, 2018; KAWAKAMI, K. et al., 2016),
obesidade e diabetes (ZANG; MADDISON; CHEN, 2018), doencas da tireoide (MARELLI,
PERSANI, 2017), cancer (IDILLI et al., 2017) e medicina personalizada (BAXENDALE; VAN
EEDEN; WILKINSON, 2017).

Pesquisas com o peixe-zebra transgénico para estudo do reldgio circadiano também foram
impulsionadas nos ultimos anos (ZHONG et al., 2017). Aproveitando-se da transparéncia e do
rapido desenvolvimento dos embriGes, muitos estudos utilizam proteinas fluorescentes, como
GFP e luciferase, para determinar a regulacéo dos genes do reldgio in vivo, in vitro e ex vivo. Por
exemplo, pesquisadores induziram a expressao de GFP na glandula pineal de uma linhagem de
peixe-zebra e demonstraram que a expressdo de per2 induzida pela luz é essencial para o
estabelecimento do padréo ritmico da enzima chave para producao de melatonina nessa glandula,
a aanat2 (arylalkylamine N-acetyltransferase 2) (GOTHILF et al., 2002; ZIV et al., 2005).

Estudos com o peixe-zebra tém também impactado a piscicultura. Muitos aspectos
importantes para o setor, como bioenergética (CHIZINSKI et al., 2008), comportamento
(MILLER; GERLAI, 2007), metabolismo (PLAUT; GORDON, 1994) e crescimento
(SICCARDI et al., 2009), tém se mostrado compativeis com peixes de interesse comercial. Além
disso, 0 peixe-zebra foi identificado como um importante modelo experimental genético para
piscicultura (DAHM; GEISLER, 2006). Para potencializar esse setor produtivo, também é
importante compreender melhor a influéncia do ritmo circadiano na fisiologia do mdsculo
esquelético em peixes, visto que ainda ha pouco conhecimento sobre o tema (LAZADO et al.,
2014).
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2.4 Construcéo de Plasmideos e o Sistema Transposon Tol2

Plasmideos sdo fragmentos circulares de DNA extracromossomal que realizam
replicacdo autbnoma e podem ser encontrados em eucariotos e procariotos (ACTIS;
TOLMASKY; CROSA, 1999; ADDGENE, 2017; LEDERBERG, 1952). Nas bactérias, sao
transferidos atraves de conjugacdo e podem transmitir resisténcia a antibioticos (HELSINKI,
2004). Na década de 1970, fragmentos de DNA que conferiam resisténcia aos antibidticos
canamicina e tetraciclina foram inseridos no genoma de células de Escherichia coli a partir de
um plasmideo produzido in vitro (COHEN et al., 1973; COHEN; CHANG; HSU, 1972). A
construcdo desse plasmideo foi possivel devido ao desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante, promovido pelo isolamento da enzima de restricdo EcoRI e da enzima T4 ligase
(HELSINKI, 2004). A EcoRI quebra ligagdes do DNA dupla fita originando extremidades
Unicas, de modo que todos os fragmentos hidrolisados por essa enzima podem ser novamente
conectados (COHEN et al., 1973). A T4 ligase, por sua vez, catalisa a ligacao entre fitas clivadas
(HELSINKI, 2004). Esses e outros avanc¢os — como a descoberta de novas enzimas - contribuiram
para o estabelecimento dos plasmideos como vetores de clonagem e expressao génica.

Atualmente, h4 uma variedade de plasmideos para as mais diversas finalidades, no
entanto, existem elementos estruturais basicos em comum entre eles, descritos a seguir de acordo
com Addgene (2017). A origem de replicacdo (ORI) é essencial para a replicacdo do plasmideo
em bactérias, pois € a regido em que a maquiaria de replicacédo se conecta e inicia o processo. O
Sitio de Multipla Clonagem (MCS, do Inglés Multiple Cloning Site), contém sequéncias de
restricdo para diversas enzimas, permitindo a insercdo do DNA de interesse. Inserto é o
fragmento de DNA inserido no MCS e, usualmente, corresponde ao elemento de interesse a
pesquisa. A regido promotora é a sequéncia que ira dirigir e controlar a expressao do inserto,
recrutando a maquinaria de transcri¢cdo do organismo a ser modificado. Através do promotor, é
possivel determinar o nivel de expressdo do inserto, bem como restringir seu local de expressédo
a tipos celulares ou tecidos especificos. Para permitir a selecdo de colbnias de bactérias que
contém o plasmideo um gene de resisténcia a antibiético com expressdo restrita a células
bacterianas é inserido no plasmideo. Um outro marcador de selecdo é utilizado para indicar as
células que incorporaram o inserto no genoma e de fato realizam sua expressdo. Esse marcador
pode ser uma proteina fluorescente ou um gene de resisténcia a antibi6tico dirigido por um
promotor ndo bacteriano. Nos plasmideos, h4, ainda, sitios de ligacdo a primers que indicam o

ponto inicial para amplificagdo ou sequenciamento do plasmideo.
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Durante o processo de constru¢do de um plasmideo, as enzimas de restricdo e a reacao
em cadeira da polimerase (PCR, do Inglés Polymerase Chain Reaction) sdo utilizadas para obter
fragmentos especificos, que serdo posteriormente ligados, e para verificar a configuracao
estrutural do plasmideo (ADDGENE, 2017). Na PCR, ocorre a amplificacdo de determinado
fragmento por uma DNA polimerase a partir de um par de primers (um foward e um reverse)
que sdo complementares a sequéncia de interesse (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004;
ALMEIDA etal., 2010). A base dessa técnica é a repeticao ciclica dos processos de desnaturacao
da dupla fita de DNA, anelamento dos primers e elongamento pela DNA polimerase, produzindo
inimeras copias do fragmento (GARCIA; MA, 2005). Além da adi¢do dos desoxinucleotideos
(dNTPs) que serdo utilizados pela DNA polimerase para extensao da dupla fita, a adicdo de uma
solucéo tampéo e de co-fatores i6nicos, como MgClz, MgSO4 e Mn?*, também é necessaria para
o funcionamento da reacdo. As condicdes de temperatura de cada etapa e todos esses elementos
citados podem influenciar na eficiéncia da PCR (CHA; THILLY, 1993), isto &, interferir na
quantidade e na qualidade do DNA amplificado.

2.4.1 O sistema transposon Tol2

Dentre os vetores de expressao, os plasmideos contendo transposons - sequéncias
repetitivas de DNA que podem mover-se de um locus a outro do genoma - sdo ferramentas
comumente utilizadas para a transgénese animal (KAWAKAMI, K.; SHIMA; KAWAKAMI,
2000; NIKLAUS; NEUHAUSS, 2017). Para o peixe-zebra, o sistema do transposon Tol2,
originado do peixe Medaka Japonés (Oryzias latipes), tem se mostrado o mais eficiente (CLARK
et al., 2012), permitindo a insercdo de fragmentos de DNA com mais de 100kb (SUSTER et al.,
2011).

Para executar essa metodologia, a sequéncia de DNA de interesse dirigida por um promotor
especifico dever ser inserida em um vetor de expressdo de modo a ser flanqueada pelo Tol2
(figura 4). Esse vetor € injetado em embriGes na primeira fase de desenvolvimento, junto ao
MRNA da enzima transposase. Quando traduzida, a transposase reconhece a sequéncia
flanqueada pelo Tol2 e promove sua excisdo do vetor e integracdo ao material genético do
embrido. Como a insercéo é realizada em locais aleatorios e ocorre ao longo do desenvolvimento
embrionério, algumas células integram o DNA exogeno e outras ndo, gerando “animais
mosaico”. Por esse motivo, ¢ necessario realizar o cruzamento entre individuos, obtendo-se

geragdes transgénicas com maior taxa de integracdo (KAWAKAMI, 2007).
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Em alguns casos, o material inserido interrompe a sequéncia de um gene ou O
funcionamento de fatores regulatérios, causando mutagdes, por isso a inser¢do de DNA ex6geno
também ¢é utilizada na mutagénese - alteracdo ou remocéo da funcdo génica para verificacdo do
fenotipo resultante e, posteriormente, presumir a funcéo de um gene (NIKLAUS; NEUHAUSS,
2017). Técnicas avangadas, como a transgénese sitio-dirigida mediada por phiC31 e os sistemas
binarios Gal4/UAS (Regulatory protein GAL4/Upstream activating sequence) e Cre/Lox (Cre
recombinase/locus of X-over), permitem o direcionamento do local de insercdo e, de certa
maneira, solucionam o problema de insercéo aleatoria (NIKLAUS; NEUHAUSS, 2017).

Figura 4 - Transgénese utilizando o sistema do transposon Tol2
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Fonte: adaptado de Niklaus; Nehauss (2017).

A sequéncia de DNA de interesse (GFP) dirigida por um promotor especifico é inserida em um vetor de expressao
de modo a ser flanqueada pelo Tol2. Esse vetor é injetado em embrides na primeira fase de desenvolvimento, junto
ao mRNA da enzima transposase. Quando traduzida, a transposase reconhece a sequéncia flanqueada pelo Tol2 e
promove sua excisdo do vetor e integracdo ao material genético do embrido.

Injecdo no estagio de uma célula
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Construir um plasmideo de expressdo restrita e constitutiva do clockla no madsculo

esquelético do peixe-zebra.

3.2 Objetivos Especificos

e Clonar o gene clockla no plasmideo p-tol2-cmcl2-GFP-mylz2-Bmalla-tol2, substituindo
a sequéncia do bmalla;

e Substituir, no vetor obtido, o promotor cmcl2 pelo promotor mylz2 para expressdo da
proteina verde fluorescente (GFP) no musculo esquelético;

e Investigar a configuragdo dos plasmideos obtidos.
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4 METODOLOGIA

Tendo em vista que a construcdo de um plasmideo é um trabalho bastante laborioso e
considerando a confiabilidade do trabalho anterior de Sousa (2016), orientado pelo Professor lan
Porto Gurgel do Amaral e realizado em colaboragdo com o Prof. Luiz Fernando Fernandes
Marins (FURG), decidiu-se aproveitar o constructo por eles obtido — denominado p.Bmal - como
base para obtencdo do plasmideo p.Clock, contendo o gene clockla dirigido pelo promotor da
cadeia leve da miosina esquelética (mylz2). O p.Bmal (p-tol2-cmcl2-GFP-mylz2-Bmalla-tol2)
foi construido com o objetivo de expressar o gene bmalla constitutivamente no masculo
esquelético do peixe-zebra utilizando o promotor mylz. Dessa forma, a expressao circadiana do
gene é modificada para uma expressao constante e independente do ciclo claro:escuro.

A primeira etapa para obtencéo do p.Clock foi sub-clonar a sequéncia do gene clockla -
sintetizado em laboratério e clonado no plasmideo comercial pBSK.Clockla (figura 5A) - no
plasmideo p.Bmal (figura 5B), substituindo a sequéncia do gene bmalla. Como a marcacao de
transgenia da linhagem transgénica para o bmalla ocorre pela expressdo da proteina verde
fluorescente (GFP) no coracdo do animal, um diferente tipo de marcacao para identificar a futura
linhagem transgénica para o clockla deveria ser utilizado. Assim, a partir do p.Clock, optou-se
por substituir o promotor especifico para muasculo cardiaco (cmcl2), que dirige a expressdo da
proteina verde fluorescente (GFP), pelo promotor mylz2 (figura 5C), obtendo-se o plasmideo p-
tol2-mylz2-GFP-mylz2-clockla-tol2 (figura 5D), que poderia permitir a visualizacdo de
transgenia atraves de fluorescéncia verde no muasculo esquelético. Os protocolos experimentais
utilizados para construir e verificar a estrutura do plasmideo ao longo dessas etapas estdo

descritos nos topicos a seguir.
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Figura 5 - Construcdo do plasmideo p-tol2-mylz2-GFP-mylz2-clockla-tol2
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Fonte: a autora (2018).

Uma finalidade da metodologia adotada foi sub-clonar a sequéncia do gene clockla, sintetizado em laboratorio e
clonado em um plasmideo comercial (A), em outro plasmideo (B), substituindo a sequéncia do gene bmalla, de
expressao dirigida pelo promotor do gene da cadeia leve da miosina esquelética (mylz2). A partir do produto obtido,
objetivou-se substituir o promotor especifico para musculo cardiaco (cmcl2), que dirige a expressao da proteina
verde fluorescente (GFP), pelo promotor mylz2 (C), obtendo-se o plasmideo p-tol2-mylz2-GFP-mylz2-clockla-tol2
(D), que podera permitir a visualizagdo de transgenia através de fluorescéncia verde no masculo esquelético.

4.1 Sub-clonagem do Gene clockla

A sequéncia codificadora do gene clockla (numero de acesso ENSDARG00000011703
na base de dados Ensembl) foi sintetizada in vitro por uma empresa de Biotecnologia (Biomatik,
Canadd), com sequéncias de reconhecimento das enzimas de restricdo Kpnl e Notl flanqueando

a sequéncia codificadora do gene. O gene foi clonado no plasmideo pBluescript Il SK (+),
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originando o plasmideo pBSK.Clock1la (figura 5A), o qual foi utilizado para transformar células
quimiocompetentes de Escherichia coli. Apos o crescimento por 16h da linhagem transformada,
o plasmideo foi purificado com o kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) e digerido
com as enzimas de restricdo Kpnl e Notl por 2h a 37°C, utilizando as concentragdes
recomendadas pelo fabricante. O produto de tamanho esperado - 2718 pares de base (pb) - foi
identificado e purificado com o kit illustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Sigma).

O plasmideo pBmal (tol2-cmcl2-GFP-mylz2-Bmalla-tol2), possui marca de resisténcia a
canamicina e tambeém contém sitios de restricdo para as enzimas Knpl e Notl flanqueando a
sequéncia codificadora do bmalla. Apds a restricdo deste plasmideo com as enzimas Kpnl e Notl
por 2h a 37°C, utilizando as concentracGes recomendadas pelo fabricante, o produto com
tamanho de 7357pb foi purificado. Em seguida, a sequéncia codificadora do clockla,
anteriormente purificada, foi ligada com este produto (utilizando DNA ligase, em concentracao
recomendada pelo fabricante), resultando em um plasmideo de 10067pb (p-tol2-cmcl2-GFP-
mylz2-Clockla-tol2) denominado p.Clock. Células quimiocompetentes de Escherichia coli
foram transformadas com o pB.Clock, originando varias col6nias positivas, correspondentes a
15 clones (p.Clock#1 a p.Clock#15).

4.2 Analises de Restricéo

Para confirmacdo da obtencdo do p-tol2-cmcl2-GFP-mylz2-Clockla-tol2 na posigédo
correta, foi selecionada a linhagem de E. coli p.Clock#15. Os plasmideos foram purificados com
o kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen). A concentracdo e a qualidade de DNA
total foram determinadas utilizando a técnica de espectrofotometria com o aparelho NanoDrop®
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), por meio das relagdes A260nm/A280nm e
A260nm/A230nm.

As enzimas de restri¢do utilizadas foram a Kpnl-HF (BioLabs cod. R31425) e a Notl-HF
(BioLabs cod. R31895) que flanqueiam a sequéncia codificadora do clockla. No total, foram
realizadas quatro reacdes: 1) Controle (com plasmideo, sem enzimas), 2) Digestdo com a Notl
(produto esperado: cerca de 1000pb), 2) Digestdo com a Kpnl (produto esperado: cerca de
1000pb) e 4) Digestdo com Not e Kpnl (produtos esperados: fragmentos de 7300pb e 2700pb).
As reacOes foram realizadas com a concentragéo de 750ng de DNAtotal e de acordo os protocolos
apresentados na Tabela 2. O termociclo da reacéo foi realizado em uma etapa a 37°C por 90min
(etapa de restricdo), seguida por uma segunda etapa a 65°C por 20min (inativacdo da Notl, a Kpnl
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ndo € desativada por calor). Equipamentos e software utilizados: BioRad C1000 Thermal Cycler
+ CFX96 Real-Time System _ CFX Manager 2.0. Para visualizacdo do resultado, foi utilizada a
técnica de eletroforese em gel de agarose (0,8%), utilizando o GelRed como marcador de peso

molecular.

Tabela 2 - Protocolos das reagdes de restricdo do p.Clock#15 com as enzimas Notl e Kpnl

Volume (L) por reacéo

Componente

Controle Notl Kpnl Notl + Kpnl
Tampéo 1,00 1,00 1,00 1,00
Enzima Notl 0,00 0,10 0,00 0,10
Enzima Kpnl 0,00 0,00 0,10 0,10
Plasmideo 3,78 3,78 3,78 3,78
Agua 15,02 15,12 15,12 15,22

Fonte: a autora (2018).

4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para obter o plasmideo tol2-mylz2-GFP-mylz2-Clockla-tol2, optou-se por amplificar
toda a sequéncia do plasmideo tol2-cmcl2-GFP-mylz2-Clockla-tol2, excetuando-se a regido do
promotor cmcl2, e efetuar a ligacdo da sequéncia do promotor mylz2 previamente purificado.
Para isso, foram desenhados dois pares de primers pVectorO1l F/R e pVector02 F/R que foram
utilizados nas reaces de PCR. Como esses primers ndo foram capazes de produzir os produtos
de PCR esperados, um novo par de primers foi desenhado, pVectorOl.curto F/R e
pVector02.curto F/R, mais especificos e menores, com o intuito de aumentar a possibilidade de
obtencdo dos produtos. Dessa forma, foram realizados dois conjuntos de reacdes (PCR 1 e PCR
2), utilizando como template o p.Clock#15. Como controles positivos, se estabeleceu as
amplificagdes realizadas pelos primers mylz2.curto F/R e Clock.Biomatik F/R, que
correspondem, respectivamente, as sequéncias do promotor mylz2 e do gene clockla. As

sequéncias dos primers utilizados e a extensdo de seus produtos estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Primers utilizados nas reaces de PCR convencional

Primer Sequéncia 5* - 3’ Tamanho %GC  Produto
pVector01 F: ACAGTCGACATGGTGAGCAAGGGCGAG F: 27pb F: 59 4.562pb
R: GTCGCGGCCGCTTTACTGAGGAGGAGGGTTGC R: 32pb R: 66
pVector02 F: AAAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACC  F:36pb  F:51  4.619pb
R: TTACATATGAGATCTGCGAAGATACGGCC R: 29pb R: 45
pVectorOl.curto F: CATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG F:22pb  F:64  4.563pb
R: GTCGCGGCCGCTTTACTGAGG R: 21pb R: 67
pVector02.curto F: AAAGCGGCCGCGACTCTAGATC F:22pb  F:59  4.620pb
R: AGATCTGCGAAGATACGGCCACG R: 23pb R: 57
mylz2.curto F: CAACATATGAATTCTGACCGGGTGAGGTC F:29pb  F:48  803pb
R: ACCGTCGACCGTCGAGACGGTATGTGTGAAGTC R: 33pb R: 58
Clock.Biomatik F: CTGGGAGAACACAGCGAAGT F:20pb  F:55  256pb
R: TGTCCTCAAAGGCGTGTCTC R: 20pb R: 55

Fonte: a autora (2018).
F: foward; R: reverse. %GC: contelido GC em porcentagem.

Os reagentes das reacdes foram adicionados de acordo com o protocolo descrito na Tabela
4. O termociclo da PCR 1 consistiu em ativacdo inicial a 95°C por 30s, seguida por quarenta
ciclos de 95°C por 30s, 55°C por 30s (para os primers mylz2, Clock.Biomatik e pVector01),
62,4°C por 30s (para o primer pVector02) e 72°C por 5min, seguidos por um ciclo de terminagao
a 72°C por 5min. Para a PCR 2, foi realizada a ativacéo inicial a 95°C por 30s, seguida por 40
ciclos de 95°C por 30s, 60°C por 30s (para todos 0s primers) e 72°C por 5min, seguidos por um
ciclo de terminacdo a 72°C por 5min. O termociclador utilizado foi o BioRad C1000 Thermal
Cycler (CFX96 Real-Time System _ CFX Manager 2.0). O resultado foi visualizado pela técnica

de eletroforese em gel de agarose (0,8%), utilizando GelRed como marcador de peso molecular.

Tabela 4 - Composicao da reacdo de PCR convencional

Componente Volume (uL)
Tampéo (10x) 1,250
dNTP (10 mM) 0,250
MgCl; (50 mM) 0,750
Primer 0,250
Template 0,250
Taq polimerase 0,075
Agua 9,675
Volume total 12,50

Fonte: a autora (2018).
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4.3.1 Otimizacdo da PCR

Como os produtos de PCR esperados ndo foram obtidos, foi necessario testar outras
condicBes de reacdo, visto esses produtos sdo necessarios para as proximas etapas do projeto.
Este teste foi realizado para aumentar a permissividade e diminuir a especificidade da reacdo,
combinando-se diferentes concentracbes do cofator MgCl, e diferentes temperaturas de
anelamento. Quanto maior a concentragcdo de MgCl> e menor temperatura de reagdo, maior a
permissividade da enzima e menor sua especificidade.

Os primers de teste utilizados foram pVectorOl.curto F/R (4.563 pb), pVector02.curto
F/R (4.620 pb). As reac0es (figura 6) foram adaptadas para concentracGes distintas do MgCl»
(3mM, 4mm e 5mM) e realizadas em temperaturas de 50°C, 55°C e 60°C. O template teste
utilizado foi o pClock#15. As reacdes de branco (sem o template teste) foram realizadas apenas
para 0 pVectorOl.curto F/R nas condi¢cbes de menor permissividade e maior especificidade
(MgCl23mM a 60°C) e de maior permissividade e menor especificidade (MgCl, 5mM a 50°C).
O termociclo para as 21 reac¢6es consistiu em ativacao inicial a 95°C por 30s, seguida por quarenta
ciclos de 95°C por 30s, gradientes de 50°C, 55°C e 60°c por 30s e 72°C por 5min, seguidos por
um ciclo de terminagéo a 72°C por 5min. Como controle positivo, utilizou-se o primer mylz2 F/R
(812 pb), sem alteragdes na concentragédo de MgCl. e com temperatura de anelamento de 50°C.
O termociclador foi BioRad C1000 Thermal Cycler + CFX96 Real-Time System _ CFX Manage.
O resultado foi verificado através da técnica de eletroforese (100V) em gel de agarose (0,8%),

utilizando GelRed como marcador de peso molecular.

Figura 6 - Configuracdo das reacGes de otimizacdo da PCR de acordo com o primer de teste

p.Clock#15 p.Clock#15 p.Clock#15 Branco 01 Branco 02
(MgCl, 3mM) (MgCl, 4mM) (MgCl, 5mM) (MgCl, 5mM)  (MgCl, 3mM)
| | | ]
I 1T 1 I 1
lSC]"C 55°C 60°C] 50°C 55°C 60°C 50°C 55°C 60°C 50°C 60°C

Primers de teste:

pVectorOl.curto

pVector02.curto

Fonte: a autora (2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante destacar que a abordagem do presente trabalho é bastante técnica e baseia-
se em metodologias cientificamente consolidadas (analise de restri¢cdo e clonagem por PCR). Os
trabalhos mais atuais sobre transgenia animal focam na analise da taxa de transgenia e na
observacao dos efeitos consequentes, portanto, relatam a construcdo do vetor de expressao como
método, ndo abordando detalhadamente as etapas para obtencédo e verificacdo da configuracao
do constructo. Além disso, embora seja comum o estudo do relégio molecular a partir de
modificagdes por mutagénese ou transgénese, poucos artigos relatam a inducdo da modificacéo
na expressao do gene clockla no musculo-esquelético de vertebrados com o intuito de obter
informacdes sobre os efeitos dessa alteracao. Para peixes, especificamente, estudos similares com
esse objetivo ndo foram encontrados.

Por esse motivo, optou-se por utilizar como principal referencial comparativo o projeto
desenvolvido anteriormente no LABOrA/UFPB, em que houve a construcdo do plasmideo tol2-
cmcl2-GFP-mylz2-Bmalla-tol2 (SOUSA, 2017). Esse plasmideo possui 0 promotor cmcl2 para
dirigir a expressao da GFP no coragéo e o0 mylz2 para induzir a expressédo constitutiva do bmalla
no musculo esquelético do peixe-zebra. Com essa construcdo, objetivou-se confirmar a
transgenia pela fluorescéncia verde no coracdo e modificar a expressao circadiana do gene para
uma expressdo constante e independente do ciclo claro:escuro, permitindo avaliar a importancia
da expressdo circadiana deste gene para a fisiologia e crescimento do animal. Para sua
construcdo, Sousa (2017) descreve a utilizacdo de dois outros vetores (figura 7), o pDSRED-
Express-DR (Clontech Laboratories, Inc) e o pDestTol2CG2 (KWAN et al., 2007). A partir do
pDsSRED-Express-DR foi obtida a regido codificadora do gene de resisténcia ao antibidtico
canamicina e a regido MCS, que contém sequéncias de restricdo para diversas enzimas,
permitindo a insercdo do DNA de interesse. O pDestTol2CG2 foi doador do sistema Tol2 e da
sequéncia cmcl2:GFP. As sequéncias dos genes bmalla e mylz2 foram obtidas diretamente do
peixe-zebra por isolamento do mRNA, utilizado para producdo do cDNA e posterior
amplificagdo com primers especificos (realizado em colaborag¢do com o Prof. Dr. Luis Fernando
Fernandes Marins, FURG). Apo0s etapas de restricdo com enzimas especificas as sequéncias

citadas foram ligadas para obtencao do constructo final, aqui denominado p.Bmal.
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Figura 7 - Plasmideos pDSRED-Express-DR e pDestTol2CG2
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Fonte: a autora (2018).
(A) A partir do pDSRED-Express-DR foi obtida a regido codificadora do gene de resisténcia ao antibidtico
canamicina e a regido MCS. (B) O pDestTol2CG2 foi doador do sistema Tol2 e da sequéncia cmcl2:GFP.

Tendo em vista gque tantas etapas para construcdo de um plasmideo tornam o trabalho
bastante laborioso e considerando a confiabilidade do trabalho anterior, decidiu-se aproveitar o
constructo obtido por Sousa (2017) e colaboradores como base para obtencdo do plasmideo
contendo o clockla. Assim, as regides essenciais ao plasmideo (MCS, sequéncia de resisténcia a
canamicina, Tol2, mylz2 e GFP) seriam prontamente obtidas. Diferentemente do que foi
realizado por Sousa (2017), a sequéncia do gene de interesse - 0 clockla, neste caso - foi obtida
por sintese in vitro e clonada no plasmideo pBSK.Clockla. Essa é uma técnica de alto custo
financeiro, devido a necessidade de correcdo de erros e a complexidade de sintetizar longos
fragmentos de DNA (CZAR et al., 2008; KOSURI; CHURCH, 2014; XIONG et al., 2008),
porém foi a alternativa mais viavel apds tentativas malsucedidas de amplificar o cDNA do
transcrito extraido do musculo do peixe-zebra.

A sequéncia clonada no plasmideo pBSK.Clockla foi isolada e purificada para ser
inserida no p.Bmal, efetuando-se a troca do gene bmalla pelo clockla, originando o plasmideo
p.Clock (tol2- cmcl2-GFP-mylz2-Clockla-tol2). Apés essa etapa foi realizada a andlise de
restricdo do clone p.Clock#15 utilizando-se as enzimas que flanqueiam a sequéncia do clockla
(Kpnl e Notl). Embora néo tenha sido publicado, no projeto anterior com o bmal, também foi
realizado o procedimento de restrigdo com essas enzimas - que flanqueiam a sequéncia do bmalla
- e foi confirmada a configuragcdo esperada do plasmideo. Além disso, a microinjecdo desse
plasmideo foi realizada e a linhagem transgénica foi obtida com sucesso, atestando a
funcionalidade do constructo (SOUSA, 2017). No presente trabalho, as analises de restricdo do

p.Clock#15 com as enzimas Notl e Kpnl, individualmente, resultaram nos produtos lineares
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previstos, observados na faixa acima de 15,000pb (figura 8A). A reacdo com as duas enzimas
também originou os produtos esperados, um maior, na regido aproximada entre 6000 e 15000bp,
e um menor, observado proximo a regido de 2000pb. Embora ndo estejam na faixa exata de
comprimento dos fragmentos (7300pb e 2700pb) — o0 que pode ter acontecido devido ao efeito do
marcador de peso molecular utilizado (GelRed) — a analise de restricio com o p.Clock#15

confirmou a insercdo do Clockla na posicao correta.

Figura 8 - Analise de restricdo e PCR com os primers pVectorOl F/R e pVector02 F/R
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Fonte: a autora (2018).

(A) Restricdes do p.Clock#15 com as enzimas Notl e Kpnl. Os produtos observados na faixa acima de 15,000pb,
nas colunas da Notl e Kpnl, indicam os fragmentos lineares esperados. A reagdo com as duas enzimas (Notl + Kpnl)
também originou os produtos esperados, um maior, na regido aproximada entre 6000 e 15000bp, e um menor,
observado préximo a regido de 2000pb. (B) PCR do p.Clock#15 com os primers Vector0l F/R e Vector02 F/R.
Observa-se apenas o indicio de fragmentos aleatérios com tamanho menor do que os fragmentos esperados (cerca
de 5000pb). Controles positivos: mylz2.short F/R (803 pb) e Clock.biomatik F/R (256 pb).

Para permitir a distingdo entre a linhagem transgénica para o bmal obtida por Sousa
(2017) e colaboradores, e a futura linhagem transgénica para o clockla, um diferente tipo de
marcacdo deveria ser utilizado. Assim, optou-se por construir 0 plasmideo tol2- mylz2-GFP-
mylz2-Clockla-tol2, em que o mylz2 dirige a expressédo da GFP para marcacao da transgenia no
musculo esquelético. A maneira mais pratica encontrada para constru¢do dessa estrutura foi
amplificar todo o p.Clock, exceto a regido codificadora do cmcl2, e posteriormente ligar a
sequéncia clonada do mylz2. Para isso, foram desenhados dois primers: pVectorOl F/R e
pVector02 F/R. O pVector01 F/R deveria amplificar a regido de 4.562pb correspondente a
sequéncia do GFP, do mylz2 e do clockla. Enquanto o pVector02 F/R deveria amplificar segunda

parte do plasmideo (4.619 pb), que corresponde da regido posterior ao clockla a regido anterior
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ao cmcl2. Assim, apds a confirmacao da posicdo do clockla, o préximo passo para a construcdo
do plasmideo final seria a amplificacdo dessas regifes. No entanto, na PCR realizada com esses
primers (figura 8B) esses produtos ndo foram obtidos. Observa-se apenas o indicio de fragmentos
aleatdrios com tamanho menor do que os fragmentos esperados (cerca de 5000pb).

Esse resultado pode estar atrelado a baixa eficiéncia de anelamento dos primers, que é
um fator importante para o sucesso e a precisdo de uma PCR (SIPOS et al., 2007). Uma
alternativa para contornar esse problema é aumentar a probabilidade de anelamento dos primers
com sequéncias correspondentes, isso significa aumentar sua permissividade e diminuir sua
especificidade. Uma maneira de controlar essa propriedade é alterar o tamanho do primer, uma
vez que primers menores sao menos especificos (APTE; DANIEL, 2009; DIEFFENBACH,;
LOWE; DVEKSLER, 1993). Portanto, os primers pVectorOl.curto F/R (4.562 pb) e
pVectorO2.curto F/R (4.619 pb), de menor extensdo, foram desenhados e uma nova PCR foi
realizada. Nos resultados dessa reacdo (figura 9), é possivel perceber que h& bandas fracas na
faixa de 250pb e entre 1000 e 2000pb para o pVectorO2.curto F/R. Enquanto isso, para o
pVectorOl.curto F/R ha uma banda mais fraca na faixa de 1000pb. Portanto, os resultados

esperados também ndo foram obtidos.

Figura 9 - PCR com pVector01.curto F/R e pVector02.curto F/R

Mylz2.short VectorO1l.curto Vector02.curto  Clock.biomatik
| |

[ \ [ \ [ . 1 [ 4 \
B R B R B R B R

Fonte: a autora (2018).

Reacdes com (pVectorOl.curto F/R (4.562 pb) e pVector02.curto F/R (4.619 pb) para aumentar a permissividade e
diminuir a especificidade da reacdo. Os resultados esperados também ndo foram obtidos, observa-se apenas bandas
fracas nas regifes de pequeno comprimento. Legenda: B = branco e R = reacéo.

Outro fator importante que pode interferir na eficiéncia da PCR é a atividade da Taq
Polimerase (SPIBIDA et al., 2017). Na duas PCRs realizadas (figuras 8B e 9) a amplificacio
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com os primers mylz2.curto F/R (803 pb) e Clock.Biomatik F/R (256 pb), utilizados como
controles positivos, indica a configuracdo correta do mylz2 e do clockla e também atesta o
funcionamento da Tag. No entanto, a capacidade de amplificacdo da polimerase é influenciada
por fatores como o comprimento do fragmento a ser amplificado e o contetdo GC (MAMEDOV
et al., 2008). Fragmentos longos ou com grande percentual de pares GC tendem a dificultar a
reacdo. Como as regides amplificadas pelos primers pVectorO1 F/R, pVector02 F/R,
pVectorOl.curto F/R e pVector02.curto F/R sdo maiores do que as sequéncias do clockla e do
mylz2 e podem ter maior contetdo GC, é possivel que a Taq Polimerase ndo tenha sido capaz de
amplifica-las eficientemente. Uma alternativa para esse problema é troca da Taq Polimerase por
polimerases mais eficientes ou a utilizagdo de misturas de polimerases (DAVALIEVA,
EFREMOV, 2010; SPIBIDA et al., 2017). Além disso, estudos demonstram que é possivel
melhorar a eficiéncia de amplificacdo de sequéncias com alto contetdo GC (GC > 60%)
adicionando-se solventes organicos, como DMSO (dimetilsulfoxido) e formamida, e outros
potencializadores, como soro bovino (FARELL; ALEXANDRE, 2012).

Além desses problemas outros fatores podem afetar o desempenho da PCR. De acordo
com Markoulatos et al. (2002), a temperatura de anelamento € o principal parametro para
otimizacdo de uma PCR, uma vez que é facil de medir e modificar. Geralmente, temperaturas
mais altas favorecem o anelamento do primer e aumentam a eficiéncia de amplificagcdo (APTE,
2009). Outros estudos afirmam que a concentragdo de ions magnésio (Mg?*) é também um fator
importante. Esses e outros ions, como MgSO4 e Mn?*, estabilizam a estrutura do DNA e dos
dNTPs, facilitando as ligacdes (SLACK et al., 2011). De modo geral, elevadas concentragdes
diminuem a especificidade da reagdo e aumentam a eficiéncia da polimerizagéo.

Considerando esses aspectos, optou-se por testar a combinagdo entre diferentes
concentragdes do cofator MgCl. (3mM, 4mm e 5mM) e diferentes temperaturas de anelamento
(50°C, 55°C e 60°C) com os primers curtos. Analisando-se o resultado (figura 10), destaca-se o
maior numero de reagdes com o pVectorOl.curto F/R que amplificaram pequenos fragmentos,
em comparagdo com o pVectorO2.curto F/R. Para o primeiro primer também s&o observados
amplicons maiores (entre 1000 e 2000bp) nas reagdes com MgCl> 4mM a 55° e 60°C e com
MgCl> 5mM a 60°C. Para o pVector02.curto F/R duas bandas fracas, porém evidentes, sao
observadas para as reagdes com MgCl, 4mM, a 50° e 60°C na regido de 250pb. Dessa forma,
nesse teste de otimizacao, também néo foi possivel obter os produtos necessarios para a produgéo

do plasmideo final.
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Figura 10 - Otimizacdo da PCR com os primers pVector01.curto F/R e pVectorO2.curto F/R

pVector01.curto

3mM MgCl2 4mM MgCl2 5mM MgcCl2 Branco o\e"
| | 1 L \ co(\“

\ [ \ \
50°C 55°C 60°C 50°C 55°C 60°C 50°C 55°C 60°C 50°C 60°C

[

pVector02.curto

3mM MgCl2 4mM MgCl2 5mM MgCl2
1 L 1

f ) o )
50°C 55°C 60°C 50°C 55°C 60°C 50°C 55°C 60°C

Fonte: a autora (2018).

Em uma segunda estratégia para obter os produtos esperados, optou-se por testar a combinagéo entre diferentes
concentragdes do cofator MgCl, (3mM, 4mm e 5mM) e diferentes temperaturas de anelamento (50°C, 55°C e 60°C)
com os primers pVectorOl.curto F/R e pVector02.curto F/R. Controle positivo: mylz2.curto F/R (50°C).

Embora muitos trabalhos relatem efeitos positivos da otimizagdo com alteracGes na
temperatura e na concentracdo de MgCl, efeitos negativos ou nulos também podem ser
observados (RIEDEL; WINGFIELD; BRITZ, 1992). Além disso, outros parametros, isolados ou
combinados, também podem afetar o desempenho de uma PCR, tais como: qualidade e
concentracdo do template de DNA; concentracdo dos desoxinucleotideos (ANTPS); o sistema
tampdo da PCR; a concentracdo da DNA polimerase; condi¢bes do termociclo da PCR
(MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY, 2002) e, inclusive, o erro experimental. Por
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isso, diante dos resultados obtidos, outras configuracbes de PCR devem ser testadas para dar
continuidade a construcao do plasmideo p-tol2-mylz2-GFP-mylz2-Bmalla-tol2.
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6 CONCLUSAO

Foi obtido o plasmideo p.Clock#15 (p-tol2-cmcl2-GFP-mylz2-Clockla-tol2) que contém
0 gene clockla dirigido pelo promotor da miosina leve do musculo esquelético como gene de
interesse e 0 gene da proteina verde fluorescente dirigido pelo promotor da miosina cardiaca
como marcador de selecdo. A obtencdo do plasmideo p-tol2-mylz2-GFP-mylz2-clockla-tol2,
contendo a proteina verde fluorescente com o promotor da cadeia leve da miosina esquelética,
ndo foi possivel com a metodologia e os reagentes utilizados. Portanto, outras metodologias
devem ser testadas para dar continuidade a construgdo desse plasmideo.
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GLOSSARIO

Anelamento
Amplificacio

Vetor de expressao

Heliotrépico

Teleodsteos

Vetor de clonagem

Template

Conteudo GC

Amplicon

50

Pareamento do primer a fita simples de DNA.
Adicdo de nucleotideos pela DNA polimerase na reagdo de PCR.

Vetores de clonagem que possuem todos o0s elementos genéticos que
permitem a expressao de proteinas.

Organismo que orienta sua movimentacao em resposta a luz do Sol.

Grupo de peixes que possuem esqueleto 6sseo, pertencentes a infra-
classe Teleostei da classe Actinopteryqgii.

Molécula de DNA usada para introduzir o gene a ser clonado numa
célula hospedeira apropriada.

Fragmento de DNA de interesse adicionado na reagéo de PCR.

Quantidade de pares de guanina (G) e citosina (C) em uma sequéncia
de DNA.

Fragmentos amplificados por PCR.



