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Resumo geral

O hormonio do crescimento (GH) é produzido e secretado pela adeno-hipdfise tendo
como efeito principal promover o crescimento somatico em vertebrados. No presente estudo
foi analisada a morfometria do crescimento, estrutura do tecido muscular e expressdao de
fatores miogénicos em individuos machos e fémeas da linhagem FO0104 de zebrafish
transgénico para o GH. Os indices morfométricos sugerem que o excesso de GH circulante
estd promovendo uma antecipag¢io na idade de maturacdo sexual. Também, foi observado um
menor fator de condi¢do nos transgénicos de ambos os sexos (P<0,05) e uma alteracdo nos
padrées morfométricos ao longo do tempo evidente nos machos transgénicos. As andlises
multivariadas demonstraram dois fendtipos distintos de machos transgénicos. O primeiro
assemelha-se as fémeas transgénicas (tamanho grande e baixo fator de condicao), e o segundo
aos machos ndo transgénicos (menor tamanho e baixo fator de condi¢do). Este padrdo de
crescimento heterogéneo nos machos transgénicos pode ser explicado pela alteracdo do perfil
de secrecao do GH associado a variabilidade genética individual na resposta ao excesso de
GH circulante. As andlises histolgicas demostraram que os transgénicos apresentam uma
hipertrofia muscular acentuada quando comparados com os ndo transgénicos, sendo as fémeas
transgénicas mais hipertréficas do que os machos transgénicos. A expressdo dos genes
relacionados com o crescimento muscular mostrou que a hipertrofia muscular observada nos
transgénicos € independente do fator de crescimento tipo insulina I (IGF-I). Adicionalmente,
nos machos transgénicos foi observada uma inducdo significativa na expressao da miogenina,
indicando que esta proteina pode estar mediando, pelo menos em parte, o crescimento
hipertréfico neste grupo. A expressdo génica também mostrou uma inducido da a-actina
somente em machos, independentemente da transgenia. Entretanto, ndo foi observada
alteracdo no teor de proteinas totais de musculo. Dentro do contexto dos resultados obtidos no
presente estudo, ficou evidente que o excesso de GH nos peixes transgénicos da linhagem
FO104 provavelmente esteja promovendo uma maturacdo sexual precoce, uma hipertrofia
muscular independente de IGF-I, e um crescimento heterogéneo em machos transgénicos
devido a alteracdo do padrdo de secre¢do do hormdnio como efeito da expressao constitutiva
do transgene. Este modelo é uma ferramenta interessante para o estudo de peixes com

crescimento limitado.

Palavras-chave: transgénese, hormdnio do crescimento, morfometria, histologia, expressao

génica, eixo somatotrofico, fatores miogé€nicos, dimofismo sexual.



Abstract

Growth hormone (GH) is produced and released by the adenohypohysis being its main
role to promote vertebrate somatic growth. The present study analyzed growth
morphometrics, muscular tissue structure and myogenic factors expression in males and
females from FO104 transgenic zebrafish lineage for GH. Morphometric indexes suggest that
systemic GH excess is promoting an early sexual maturation. It was also observed a minor
conditional factor in both sexes of transgenic group (P<0.05), and an evident time-course
male altering in morphometric patterns. The first is similar to transgenic females (big size and
low condiction factor) and the second to non-transgenic males (smaller size and low
condiction factor). This heterogeneous male growth pattern may be explained by the altering
of the GH secretion profile associated to individual genetic variability in answer to systemic
GH excess. Histological analysis demonstrated that transgenic presented an enhanced muscle
hypertrophy when compared to non-transgenic, being transgenic females more hypertrophic
than transgenic males. Gene expression related to muscle growth revealed that transgenic
hypertrophy observed is independent from insulin-like growth factor I (IGF-I). In addition,
transgenic males had a significantly myogenin gene expression induction indicating that, at
least partially, this protein may be mediating hypertrophic growth in this group. It was also
shown an induction in males of the a~actin gene independently from transgenesis. However,
there were no diferences in total protein content from the muscle. According the data
presented in this study, it was evident that GH excess in FO104 transgenic fish lineage is
probably promoting an early sexual maturation, a muscle hypertrophy independent from IGF-
I, and a heterogeneous transgenic males growth due to hormone secretion pattern altering as
an effect of the transgene constitutive expression. This model is an interesting tool for the

study of fishes with limited growth.

Key words: transgene, growth hormone, morphometrics, histology, gene expression,

somatotrophic axis, myogenic factor, sexual dimorphism.
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Introducao Geral

Produzido e secretado pela adeno-hipéfise, o hormdnio do crescimento (GH) ¢é
liberado na corrente sanguinea, onde vai atuar através da sua associagdo com receptores
especificos (receptor do hormdnio de crescimento - GHR) presentes na superficie das células
alvo. A partir desta ativacdo, mais de 400 acOes sdo iniciadas, sendo que maioria destas esta
relacionada ao processo de crescimento (Waters et al. 2006). As vias de sinalizacdo mediadas
pelo GHR sdo iniciadas pela ligacao do GH com sua por¢do extracelular. Andlises do dominio
extracelular do GHR associado ao GH indicam que uma molécula de GH liga-se
sequencialmente com duas moléculas de GHR (Wells 1996). Esta ligacdo acarreta na ativacao
de uma cascata de sinalizagdo intracelular, que culmina com a transcricdo de genes
especificos envolvidos no desenvolvimento das respostas bioldgicas ao GH (Schindler &
Darnell Jr 1995, Thle 1996, Waters et al. 2006). Desta forma, as respostas biolégicas do GH
sdo desenvolvidas e controladas, principalmente, pelo denominado eixo somatotréfico, onde o
fator de crescimento tipo insulina I (IGF-I) € o principal mediador da aco fisiolégica do GH
(Moriyama et al. 2000, Butler & Le Roith 2001). O IGF-I € produzido em muitos tecidos,
podendo atuar de forma enddcrina, pardcrina e autdcrina (Butler & Le Roith 2001, Wood et
al. 2005).

No musculo esquelético, o IGF-I atua na formacdo, manutengdo e regeneracdo deste
tecido (Stewart & Rotwein 1996, Benito et al. 1996, Le Roith ef al. 2001, Rabinovsky e al.,
2003). Além disso, atua na proliferacio de mioblastos, diferenciagdo miogénica e na
hipertrofia muscular (Czerwinski et al. 1994, Florini et al. 1996, Le Roith et al. 2001). O
crescimento da musculatura esquelética em peixes se faz pela proliferacao e diferenciacao das
células progenitoras miogénicas também conhecidas como mioblastos adultos ou células
miossatélites, responsaveis pelo crescimento hiperplésico e hipertréfico das fibras musculares
(Koumans & Akster 1995, Johnston 1999, Johansen & Overturf 2005). Os mioblastos
expressam proteinas da familia hélice-al¢a-hélice, chamadas proteinas miogénicas, MyoD e
Myf5. Quando ativadas, MyoD e Myf5 induzem os mioblastos a expressar outras proteinas
miogénicas como a Miogenina e MFR4 (Watabe 1999, 2001). Este processo de crescimento
muscular parece ser limitado por uma proteina chamada miostatina (MSTN), a qual atua
induzindo uma parada do ciclo das células miogénicas na fase GIl, impedindo a sua
proliferacdo. A observacdo de que o tratamento com IGF-I aumenta a expressdo de
miostatina, sugere um possivel mecanismo de antagonismo entre IGF-I e miostatina (Yang et

al. 2007).



Modelos de animais geneticamente modificados t€ém sido utilizados para o estudo do
eixo somatotréfico compreendido pela interacio GH/GHR/IGF-I. Palmiter et al. (1982)
produziram o primeiro camundongo transgénico superexpressando o gene do GH humano. O
fendtipo gigante obtido e a sua transmissdo mendeliana para a descendéncia abriu uma
perspectiva interessante da utilizacdo desta tecnologia para a producdo de animais com
caracteristicas economicamente desejdveis. Entretanto, o aspecto mais importante deste
estudo foi a producdo de informacdes novas a respeito do efeito do GH em niveis
suprafisioldgicos e na elucidacdo do mecanismo envolvido. Em peixes, até pouco tempo nao
existiam modelos geneticamente modificados, embora vérias espécies comerciais tenham sido
manipuladas com o objetivo do melhoramento para a aquicultura (Zbikowska 2003). Neste
sentido, Figueiredo et al. (2007a) desenvolveram um modelo de Danio rerio transgénico para
o GH (linhagem F0104). Esta espécie de ciprinidio é conhecida no Brasil pelo nome popular
de “paulistinha”, e internacionalmente como zebrafish. No presente trabalho, serd utilizado o
seu nome comum internacional. A linhagem F0104 representa o primeiro peixe transgénico
produzido no pais, tendo sido estudada para o crescimento e expressao de genes relacionados
ao eixo somatotrofico (Figueiredo et al. 2007b), metabolismo e producao de espécies reativas
de oxigénio (Rosa et al. 2008) e mecanismos de controle da sinalizag@o intracelular do eixo
somatotrofico (Studzinski et al. 2009).

O aumento nas taxas de crescimento tem sido a caracteristica mais pesquisada como
alvo para a manipulagdo genética em peixes, sendo provavel que esta tecnologia seja aplicada
com sucesso na aquicultura comercial (Wu et al. 2003). Entretanto, distor¢des no crescimento
tém sido observadas especialmente na cabeca (Devlin et al. 1995, Ostenfeld et al. 1998, Nam
et al. 2002, Li et al. 2009), gordura e conteido protéico muscular (Chatakondi et al. 1995,
Dunham et al. 2002). Desta forma, peixes transgénicos para o GH tém apresentado relacdes
morfométricas diferentes daquelas apresentadas pelos ndo transgé€nicos. Alteracdo na
arquitetura do tecido muscular também tem sido reportada, onde a administracio de GH
aumenta a propor¢do de fibras de menor diametro em truta arco-iris (Weatherly & Gill 1982,
Fauconneau et al. 1997). Espécies de salmonideos transgénicos para o GH revelaram uma
maior propor¢ao de pequenas fibras musculares em relacdo aos nao-transgénicos (Hill et al.
2000, Pitkdnen et al. 2001).

Diferencas morfométricas e crescimento muscular também sdo encontrados devido ao
dimorfismo sexual, onde em peixes podem ser observadas variagdes no tamanho do corpo e
peso entre machos e fémeas (Imsland et al. 1997, Fletcher 1999, McMillan 1999, Spence et

al. 2007). Variagdes na morfologia da cabeca, mandibula e focinho também podem estar



relacionadas ao sexo (Goto 1984, Ellis & Shackley 1995, Gramitto & Coen 1997, Casselman
& Schulte-Hostedde 2004). Sabe-se que o GH pode ter uma agdo direta sobre as gonadas
estimulando a esteroidogénese, gametogénese e vitelogénese e que existe uma influéncia dos
hormonios esterdides sobre a secre¢cdo de GH hipofisario (Canosa et al., 2007). Entretanto,
poucos estudos foram realizados analisando a morfometria ao longo do desenvolvimento e,
também, o efeito da superexpressdo do GH no perfil morfométrico do peixe, estrutura do
tecido muscular e expressdo sexo-especifica de genes que codificam para proteinas do eixo
somatotréfico e miogénese.

Levando em consideracio que o GH pode alterar o padrdo de crescimento e sua
relacdo com os hormonios esterdides, o objetivo do presente estudo foi analisar a morfometria
do crescimento, a estrutura muscular e a expressdo dos genes relacionados ao eixo
somatotrdfico e a miogénese em peixes da linhagem transgénica FO104, avaliando o efeito do

sexo nos adultos.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi analisar a morfometria do crescimento da linhagem
FO104 de zebrafish transgénico para o hormonio do crescimento (GH), avaliando o efeito do
sexo nos adultos. Os dados obtidos no presente estudo mostram que a superexpressdo do GH
promove um aumento significativo no crescimento, o qual € sexo-independente. Os indices
que medem as propor¢des do corpo e o estado fisioldgico sugerem que o excesso de GH esta
induzindo a um menor fator de condi¢ao nos transgénicos (P<0,05), concomitantemente com
uma reduc¢do no indice da altura em relagdo ao comprimento padrdo, sendo mais evidenciado
nos machos. Contudo, os indices morfométricos apresentaram resultados coerentes com a
hipétese de uma maturacdo sexual precoce nos transgénicos que, provavelmente, também ¢é
sexo-independente. As andlises de componentes principais mostraram que o0s machos
transgénicos ndo formaram um grupo distinto, distribuindo-se entre o grupo formado
principalmente pelas fémeas transgénicas e outro formado pelos machos nio transgénicos,
sugerindo uma alta variabilidade no tamanho. Este padrdao de crescimento heterogéneo nos
machos transgénicos pode ser explicado pela alteracdao do perfil de secrecdo do GH associado

a variabilidade genética individual na resposta ao excesso de GH circulante.

Palavras-chave: Morfometria, transgénicos, hormoénio do crescimento, zebrafish, sexo,

crescimento heterogéneo
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Abstract

The aim of the present study was to analyze growth morphometry of zebrafish FO104
transgenic lineage for growth hormone (GH), evaluating sex effects in adults. Our data
demonstrate that a GH overexpression promotes a significant growth rising rate independently
of sex. The indexes related to body proportion measurements and physiological conditions
suggests that GH excess is responsible for inducting a minor condiction factor in transgenic
zebrafish (P<0.05), simultaneously with a decrease in height related to length (more evident
in males). However, morphometric indexes presented plausible results to the hypothesis of an
early transgenic sexual maturation which, probably, is also independent of sex. The principal
component analyses have shown two distinct groups for NT males and T females, while T
males were spread out over them, suggesting high variability in size. This heterogeneous
growth pattern for transgenic males might be explained by the altered GH secretion profile

associated to individual genetic variability in response to systemic GH excess.

Key words: Morphometry, transgenic, growth hormone, zebrafish, sex, heterogeneous

growth.
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INTRODUCAO

O hormonio do crescimento (GH), também denominado de somatotropina, € produzido
e secretado pela adeno-hipéfise tendo como efeito principal promover o crescimento somatico
em vertebrados. No desenvolvimento do processo de crescimento o GH liberado na corrente
sangiiinea ird atuar em determinados orgdos através da sua associacdo com receptores
especificos presentes na superficie das células-alvo chamados de receptores do GH (GHR).
Esta ligacdo acarreta na ativacdo uma cascata de sinalizac¢do intracelular que culmina com a
transcricao de genes especificos envolvidos no desenvolvimento das respostas bioldgicas ao
GH (Schindler & Darnell Jr., 1995; Ihle, 1996; Waters et al., 2006). Desta forma, as respostas
bioldgicas do GH sao desenvolvidas e controladas principalmente pelo denominado de “eixo
somatotréfico”, onde o Fator de Crescimento tipo Insulina I (IGF-I) € o principal mediador da
acdo fisioldgica do GH (Moriyama et al., 2000; Butler & Le Roith, 2001).

O IGF-I exerce sua fun¢do na integracao entre a regulacdo tecido-especifica e outros
eventos bioldgicos através da ligacdo com seus receptores especificos (IGF-IR) presentes nas
células alvo (Moriyama et al., 2000; Wood et al., 2005). Em peixes e em outros vertebrados
o figado € o principal sitio produtor do IGF-I (Yakar et al., 1999; Reinecke et al., 2005; Wood
et al., 2005), sendo demonstrado a existéncia de uma correlacdo positiva com a expressao e
concentracdo de IGF-I plasmatico e a taxa de crescimento (Kajimura et al., 2001; Uchida et
al., 2003, Figueiredo et al., 2007a) . Entretanto, a expressdo do gene /GF-I pode ocorrer em
outros tecidos, exercendo um papel autdcrino e pardcrino (para uma revisdo ler: Wood et al.,
2005) o qual também parece ter importante efeito sobre o crescimento (Yakar et al., 1999;
Butler & Le Roith, 2001; Nordgarden et al., 2006; Eppler et al., 2007).

O IGF-I parece estar relacionado a sulfatacdo em cartilagem, onde foi observado um
aumento na captura de 338 _sulfato ap6s o tratamento com IGF-I (Duan & Hirano, 1990;

Cheng & Chen, 1995; Takagi & Bjornsson 1996, 1997). No musculo esquelético, o GH pode
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atuar de forma independente do IGF-I (Nordgarden et al., 2006; Sotiropoulos et al., 2006),
sendo que o IGF-I atua na formacdo, manuteng¢do e regeneracdo deste tecido (Stewart &
Rotwein, 1996; Benito et al., 1996; Le Roith et al., 2001; Rabinovsky et al., 2003). Além
disso, atua na proliferacdo de mioblastos, diferenciacdo miogénica e na hipertrofia muscular
(Czerwinski et al., 1994; Florini et al,. 1996; Le Roith et al., 2001), sugerindo que o GH e
IGF-I devem atuar em sinergismo no processo do crescimento muscular esquelético. No caso
do crescimento 6sseo, estudos com camundongos nocauteados demonstraram que o
crescimento dsseo lento de duplo mutantes para os genes do GHR e do IGF-I nao diferiu
significativamente de mutantes com os genes nocauteados individualmente (Lupu et al.,
2001), indicando sobreposi¢ao funcional do GH e do IGF-I. Esta sobreposi¢do também pode
ser encontrada em peixes, onde € sugerido que o GH tem um papel inicial na inducdo do
crescimento 6sseo, enquanto que IGF-I estd relacionado com a producdo da matriz dssea
(Wargelius et al., 2005; Nordgarden et al., 2006).

O gene do GH tem sido empregado para a manipulagdo genética em peixes com o
objetivo do aumento do crescimento para a aquicultura (Zbikowska, 2003; Devlin et al.,
2006). De fato, a superexpressdo do hormoénio geralmente proporciona um aumento
significativo no crescimento (Du et al., 1992, Rahman et al., 1998; Nam et al., 2001; Devlin
et al., 2004; Figueiredo et al., 2007a). Entretanto, de acordo com Fauconneau et al. (1995), o
crescimento se faz por processos harmoniosos do desenvolvimento de importantes tecidos
como: Osseo, conjuntivo, muscular e adiposo, juntamente a mudangas nos tracos
morfométricos, quimicos e bioquimicos. Distor¢des no crescimento de peixes transgénicos
para GH tém sido observadas especialmente na cabeca (Devlin et al., 1995a, Ostenfeld et al.,
1998, Nam et al., 2002), gordura e conteido protéica muscular (Chatakondi et al., 1995;
Dunham et al., 2002). Desta forma, peixes transgénicos para o GH t€m apresentado relacdes

morfométricas diferentes daquelas apresentadas pelos ndo transgénicos.
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Diferencas morfométricas também sao encontradas devido ao dimorfismo sexual,
onde em peixes podem ser observadas variacdes no tamanho do corpo e peso entre machos e
fémeas (Imsland et al., 1997; Fletcher, 1999; McMillan, 1999). Variacdes na morfologia da
cabeca, mandibula e focinho também podem estar relacionadas ao sexo (Goto, 1984; Gramitto
& Coen, 1997; Casselman & Schulte-Hostedde, 2004; Ellis & Shackley, 1995). Também, o
padrio de secrecdo do GH ¢é distinto entre os sexos em roedores (Jansson ef al., 1985). Neste
grupo, o padrao de secre¢ao do GH nos machos € caracterizado por picos abruptos € com uma
periodicidade longa entre picos enquanto que nas fémeas é caracterizado por picos menos
acentuados, porém mais frequentes. Assim como em mamiferos, em carpas foi reportado um
padrao de secrecdo pulsatil do GH (Zhang et al., 1994). Entretanto, a secre¢ao do referido
hormonio pode ser influenciada por diversos fatores tais como regime alimentar, fotoperiodo
e temperatura (Marchant & Peter, 1986; Reddy & Leatherland, 1995). Também, hormonios
sexuais podem influenciar a secrecdo do GH (Kakizawa et al., 1995; Holloway et al., 2000;
Mercure et al., 2001; Riley et al., 2002).

Embora existam varias linhagens de peixes transgénicos para o GH produzidas, poucos
estudos foram realizados analisando a morfometria ao longo do desenvolvimento e, também,
o efeito da superexpressdo do GH no perfil morfométrico de machos e fémeas. Recentemente,
Figueiredo et al. (2007a) desenvolveram uma linhagem geneticamente modificada de
zebrafish (Danio rerio) superexpressando o gene do GH que pode ser utilizada como um
modelo para este proposito. Diferentes gendtipos desta linhagem (denominada FO104) tém
sido estudados para o crescimento e expressdo de genes relacionados ao eixo somatotréfico
(Figueiredo et al., 2007b), metabolismo e producdo de espécies reativas de oxigénio (Rosa et
al., 2008) e mecanismos de controle da sinalizacdo intracelular do eixo somatotréfico

(Studzinski et al., 2009). Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar a morfometria do
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crescimento ao longo do desenvolvimento em juvenis e adultos da linhagem transgénica

F0104, avaliando o efeito do sexo nos adultos.

MATERIAL E METODOS

PEIXES TRANSGENICOS

Os peixes transgénicos para o gene do GH e ndo transgénicos (controles) foram
obtidos a partir do cruzamento entre fémeas ndo transgénicas com machos transgénicos
hemizigotos da linhagem F0104 (Figueiredo et al., 2007a). Essa linhagem foi produzida
através da co-inje¢ao dos transgenes cpf/msGH e cBA/GFP, estando ambos transgenes com a
expressdo direcionada pelo promotor da B-actina da carpa (Cyprinus carpio), porém
associados ao cDNA do GH do peixe-rei marinho (Odontesthes argentinensis) (Marins et al.,
2002) e ao gene da proteina verde fluorescente (GFP). A GFP foi utilizada como um
marcador de transgenia, possibilitando a identificagdo dos transgénicos pela andlise da

fluorescéncia (excitacdo = 485 nm; emissao = 520 nm).

EXPERIMENTO DE CRESCIMENTO

Todas as larvas obtidas, transgénicas e ndo transgénicas foram criadas até seis meses
de idade em um sistema equipado com filtro biolégico. Cada grupo (transgénicos — T e ndo
transgénicos — NT) foi dividido em cinco repeti¢des, em uma densidade média de um peixe
por litro de 4dgua, em recipientes com capacidade maxima de 12 L. A qualidade da dgua foi
monitorada pelo menos uma vez por semana, sendo temperatura, pH, compostos nitrogenados
e fotoperiodo mantidos em niveis requeridos por zebrafish (Westerfield, 1995). Os peixes
foram alimentados com ra¢do comercial com alto teor de proteina bruta (47,5%), duas vezes

ao dia ad libidum.
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ANALISES MORFOMETRICAS

Uma vez por més os animais foram anestesiados (Tricaina, 0.1 mg ml'l), pesados,
morfologicamente sexados (somente a partir do quarto més) e fotografados utilizando camera
digital. De cada imagem digitalizada (conforme a Fig. 1) foram tomadas as seguintes medidas
métricas (cm): Comprimento da cabeca (L) - distancia linear da margem anterior da cabeca
até a margem posterior da membrana do opérculo; Comprimento padrio (Ls) - comprimento
da margem anterior da cabeca até a margem posterior do corpo (insercdo da nadadeira
caudal); Altura do corpo (Hp) - distancia vertical méxima perpendicular ao eixo do corpo. As
medidas foram tomadas utilizando o software livie IMAGE J (E.U. National Institute of

Health, http://rsb.info.nih.gov/ij/), onde cada medida foi tomada em triplicata e a média da

mesma utilizada para as andlises.

Para avaliar a proporcionalidade dos tracos morfométricos, foram realizados os
seguintes indices: Lp/Ls - Comprimento da cabeca/Comprimento padriao; Hy/Ls - Altura do
corpo/Comprimento padrdo. A partir dos tragcos morfométricos e do Peso total (Wr) dos
individuos também foi calculado o Fator de condi¢do (K), usando a seguinte férmula: K=
( WT'LS_3)><]03 , onde “Wr” representa o peso total em miligramas e “L;” o comprimento

padrao em milimetros.

ANALISES ESTATISTICAS

As médias (= S.E.) de L, Ly, H,, Wt e K de todos os meses foram comparadas entre os
grupos dos T e NT, utilizando o teste t de Student. Os grupos das fémeas transgénicas (TF),
machos transgénicos (TM), fémeas ndo transgénicas (NTF) e machos ndo transgénicos
(NTM) foram testados através da andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey
HSD para n desigual (Sokal & Rohlf, 1995). ANOVA de duas vias foi utilizada para

comparar as médias dos indices Ly/Lg, Hy/Ls € K entre os grupos € o mesmo grupo ao longo
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dos meses. Quando encontrada significincia na ANOVA foi realizado o teste de Tukey HSD
para n desigual. Foram feitas andlises de componentes principais (PCA) utilizando varidveis
brutas (Lg, Ly, Hy € Wt) e K dos grupos (TF, TM, NTF e NTM) com quatro, cinco e seis
meses de idade. Para todas as andlises, foi utilizado o programa R version 2.2.1 (R

Development Core Team, 2005), sendo considerada significancia P<0,05.

RESULTADOS

As médias das varidveis L, Ly, Hy, € Wr na comparagdo entre os transgénicos e nao
transgénicos e levando em consideracdo o sexo estdo apresentadas nas Tabelas I e II,
respectivamente. Em todos os meses ndao foram encontradas diferengas em nenhuma varidvel
entre as repeti¢des (dado nao demonstrado), assim cada animal foi considerado uma repeticao.
O grupo dos T apresentou resultados significativamente maiores ao dos NT em todos os
meses para todas as varidveis analisadas (Tabela I). Na comparagdo levando em consideracao
o sexo (Tabela II), as TF foram superiores as NTF no L, L, e Wt nos trés meses analisados.
Para H,, TF foi superior a NTF apenas no sexto més. Com relagdo aos machos, os TM foram
significativamente maiores do que os NTM para todas as varidveis em todos os meses
analisados. Na comparacao entre os sexos de cada grupo, foi observado que fémeas sao mais
altas e mais pesadas do que os machos tanto nos transgénicos como nos nao transgénicos, nao
havendo diferencas significativas no L e no L entre machos e fémeas tanto no grupo dos
transgénicos quanto no dos ndo transgeénicos.

Em relacdo aos indices, as médias de Ly/L, Hy/Ls e K ndo diferiram entre T e NT
durante os trés primeiros meses (Fig. 2A, B, C). Entretanto, a partir do quarto més foi
observada uma diferenca significativa no fator de condicao (K) entre T e NT (Fig. 2C). No
quarto més também foi observada uma queda significativa no indice Li/Ls no grupo dos T

(P<0,05), enquanto que uma queda semelhante foi observada nos NT apenas no quinto més
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(Fig. 2A). J4 em relacdo ao indice Hy/Ls, a partir do quarto més até o sexto més os T
apresentaram um valor significativamente menor que os NT.

Com relacdo as comparagdes levando em consideracdo o sexo, duas diferengas
significativas foram observadas para o indice Ly/Lg (Fig. 3A). Primeiro, os ndo transgénicos
de ambos os sexos mostraram um Ly/Lg significativamente maior do que aquele observado
para os transgénicos no quarto més. Este padrdo ndo se repetiu nos meses subseqiientes.
Segundo, houve uma queda acentuada neste indice para os NTM do quarto para o quinto més,
a qual ndo foi observada para os outros grupos. As demais comparagdes possiveis nao
mostraram diferencas estatisticamente significativas.

Para o indice Hy/Ls foi observado que as fémeas tanto transgé€nicas quanto nao
transgénicas apresentam um indice superior aos machos, com exce¢do do quinto més.
Também, as NTF foram superiores as TF em todos os meses analisados. Na comparacdo ao
longo do tempo, apenas os TM mostraram uma queda significativa e gradual neste indice do
quarto para o sexto més, enquanto que os demais grupos mantiveram o indice constante (Fig.
3B).

A anélise do K para os ndo transgé€nicos demonstrou que as fémeas possuem um K
mais elevado do que os machos em todos os meses analisados. Esta diferenca nao foi
observada na comparacdo entre machos e fémeas transgénicas no mesmo periodo. Da mesma
forma que foi observado para o indice Hy/Lg, as NTF foram superiores a todos os outros
grupos em todos os meses. Entretanto, houve uma queda significativa neste grupo do quarto
para o quinto més, o que também foi observado para o grupo NTM. J4 para os transgénicos, o
valor de K manteve-se constante ao longo do tempo tanto para TF quanto para TM.

As PCAs mostraram o mesmo padrdo nos trés meses analisados (quarto, quinto e
sexto), sendo que a Fig. 4 representa o resultado da andlise com os dados do sexto més. As

PCAs reduziram as varidveis originais em dois fatores, recuperando mais de 95% das
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informacdes dos dados originais. O primeiro fator estd correlacionado com as varidveis brutas
L, Hy, L, € Wt que representam o tamanho, enquanto que o segundo fator esta correlacionado
com o K. Quando projetados os casos no plano de fatores, foi possivel identificar trés grupos
distintos (Fig. 4). Interessantemente, os machos transgénicos nao formaram um grupo
distinto, distribuindo-se entre o grupo formado principalmente pelas fémeas transgénicas e

outro formado pelos machos nao transgénicos.

DISCUSSAO

Embora existam inimeros trabalhos analisando o crescimento em peixes transgénicos
para o GH (Devlin et al., 2006, Nam et al., 2008), estudos enfocando a morfometria sao raros.
Ao nosso conhecimento, o presente trabalho € o primeiro que relaciona morfometria ao longo
do desenvolvimento e o dimorfismo sexual em um modelo de peixe transgénico. A andlise
das varidveis brutas (L, Ly, Hy € W) utilizadas no presente estudo mostrou um aumento
significativo nos transgénicos (Tabela I), da mesma forma que tem sido reportado para outras
espécies de peixes transgénicos para o GH tais como salmdo (Devlin et al., 1994, 1995b,
2004), tilapia (Rahman et al., 1998, 2001), carpa (Zhang et al., 1990; Dunham et al., 2002),
mud loach (Nam et al., 2001, 2002) e zebrafish (Figueiredo et al., 2007a,b; Rosa et al., 2008).
A andlise das mesmas varidveis levando em consideracdo o dimorfismo sexual morfolégico
do quarto ao sexto més apontou que, de um modo geral, machos e fémeas transgénicas foram
superiores aos seus respectivos pares nao transgénicos (Tabela II). Assim, os resultados aqui
obtidos sugerem que o efeito do GH sobre o crescimento é sexo-independente. Tomando por
exemplo o ganho em peso percentual ao final do sexto més, tanto TF quanto TM foram
aproximadamente 53% superiores do que NTF e NTM, respectivamente. Utilizando o mesmo
exemplo, porém comparando entre os sexos de cada grupo, observa-se que ambas as fémeas

sdo aproximadamente 45% mais pesadas do que os respectivos machos. Ao nosso
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conhecimento, esta é a primeira evidéncia de que a manipulagdo genética do GH em peixes
causa um efeito equivalente sobre o crescimento de machos e fémeas, caracterizando uma
resposta sexo-independente ao excesso de hormdnio circulante.

Com relagdo ao efeito do GH sobre os indices que representam as propor¢des
corporais (Ly/Ls: comprimento da cabega sobre comprimento padrao; Hy/Ls: altura do corpo
sobre o comprimento padrao) e o fator de condicao (K), ndo foram observadas diferencas
significativas entre transgénicos e nao transgénicos até o terceiro més de idade (Fig. 2A, B,
C). Este fato indica que o excesso de GH nao causa uma alteragdo nas propor¢des do corpo na
fase juvenil. Entretanto, a partir do quarto més foi observada uma queda significativa de Ly/Ls
nos transgénicos, enquanto que nos nao transgénicos uma queda similar ocorreu apenas no
quinto més (Fig. 2A). Este indice representa a propor¢do da cabeca em relacdo ao corpo, o
qual pode refletir discrepancias no crescimento 6sseo e cartilaginoso ou estar relacionado com
o processo de maturacdo sexual visto que, em humanos e mamiferos, ocorre um aumento no
crescimento 6sseo durante a puberdade (Libanati et al., 1999; Richman et al., 2001).

Anomalias no crescimento da cabeca t€m sido reportadas em peixes transgénicos para
GH como, por exemplo, salmao (Devlin et al., 1995a; 2000), carpa (Dunham et al., 2002; Li
et al., 2009), mud load (Nam et al., 2002) e Tildpia (Rahman et al., 2001). Entretanto, no
presente estudo tais anomalias ndo foram observadas. Desta forma, nds hipotetizamos de que,
assim como em mamiferos, em zebrafish existe um aumento na taxa de crescimento do corpo
em relacdo a cabeca que estd relacionado com o processo de maturacio sexual. Neste sentido,
a queda antecipada no indice Ly/Ls nos transgénicos pode indicar uma maturagdo precoce
neste grupo. Em estudos recentes foi observado que os zebrafish atingem maturidade sexual
com aproximadamente 2,3 cm de Lg (Spence et al., 2007; 2008). Observando os dados de L
na Tabela I, pode-se notar que os transgénicos atingem esta medida do terceiro para o quarto

més, enquanto que os ndo transgénicos somente do quarto para o quinto. Esta observagdao
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corrobora a hipétese de que os transgénicos estejam maturando precocemente devido ao efeito
do excesso de GH. Maturagdo sexual antecipada em peixes transgénicos para o GH ja foi
reportada em salmao (Devlin et al., 2004). A anélise deste indice levando em consideracdo o
sexo (Fig. 3A) mostra que ndo existem diferencas significativas entre os sexos dentro de cada
grupo nos trés meses analisados. Entretanto, observou-se uma queda deste indice nos ndo
transgénicos do quarto para o quinto més, sendo esta queda mais evidente nos machos do que
nas fémeas. E provdvel que uma queda semelhante tenha ocorrido nos transgénicos na
passagem do terceiro para o quarto més, porém isto ndo foi possivel de testar devido a
dificuldade de distingdo morfoldgica entre os sexos no terceiro més (Laale, 1977). Estes
resultados sugerem que o efeito do excesso de GH sobre a propor¢ao da cabeca em relagdo ao
comprimento do corpo dos transgénicos € independente do sexo, porém possivelmente esteja
realmente relacionado com o processo de maturagdo sexual.

O indice Hy/Ls (altura do corpo sobre o comprimento padrio) reflete o formato geral
do corpo do peixe e estd intimamente relacionado com o fator de condi¢ao (K), uma vez que
este dltimo representa uma relagdo entre o comprimento e o peso que pode indicar o estado
fisiolégico do animal. Na comparacdo entre transgénicos e nao transgénicos, ambos indices
apresentaram o mesmo resultado, onde nao foram verificadas diferencas até o terceiro més de
idade (Fig. 2B, C). Esta observacdo sugere uma auséncia de efeito do excesso de GH no
formato do corpo e no estado fisiolégico do animal na fase juvenil. Entretanto, a partir do
quarto més, os transgénicos apresentaram valores inferiores aos ndo transgénicos tanto para
Hy/Ls quanto para K. Na comparacio por sexo para estes mesmos indices (Fig. 3B, C), este
padrdo foi mantido apenas nas fémeas, o que pode ser um efeito do actiimulo de vitelo para o
processo de maturacio das gonadas e formacgdo de ovdcitos no estado gravidico (Laale, 1977).
E interessante observar que este efeito é maior nas fémeas ndo transgénicas do que nas

transgénicas, provavelmente devido a dificuldade imposta pelo excesso de GH no acumulo de
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reservas lipidicas associado ao aumento do comprimento do corpo. Entre os machos, ambos
os indices nao mostraram diferencas significativas nos trés meses analisados, com exce¢ao do
K no quarto més. Neste caso, os machos ndo transgénicos apresentaram um valor de K
superior aos transgénicos, provavelmente devido a necessidade de um acimulo de reservas
para iniciar os processos de maturacdo sexual (Godg & Haug, 1999). Com relacdo
especificamente ao indice Hy/Lg, nos machos transgénicos observou-se uma queda gradual
significativa ao longo do tempo. Esta alteracdo pode estar refletindo um efeito do GH no
formato do corpo, tornando os TM mais esguios ao longo do tempo em relacdo aos demais
grupos devido a aceleracdo do crescimento dsseo e alterando os processos homeostaticos que
mantém a morfologia normal do peixe (Devlin et al., 2001). Este efeito ndo foi tao evidente
nas TF provavelmente devido ao aumento da altura do corpo decorrente da manuten¢ido do
estado gravidico nos meses analisados.

Levando em consideracdo o conhecido efeito lipolitico do GH (Sheridan, 1994), é
plausivel pensar que o excesso de GH em um animal transgénico possa prejudicar o acimulo
de reservas lipidicas e afetar ndo s6 o formato do corpo, mas também uma série de fungdes
fisiolégicas. De fato, um estudo realizado com carpas (Cyprinus carpio) transgénicas para o
GH comprovou que o excesso deste hormdnio promove uma reducao significativa no teor de
gordura do animal (Dunham et al., 2002). Neste sentido, a diminui¢do na quantidade de
gordura disponivel pode dificultar a produgdo de hormodnios sexuais esterdides. De acordo
com Godg & Haug (1999), peixes necessitam de energia extra para iniciarem a maturacao
sexual. Zaboukas et al. (2006) mostraram que no bonito (Sarda sarda) ocorre uma reducdo na
gordura do tecido muscular esquelético e hepatico em ambos os sexos durante o periodo de
maturacdo sexual, o que efetivamente pode influenciar o valor de K. Considerando que o K
pode indicar o inicio do processo de maturacdo sexual, os dados apresentados na Fig. 2C

mostram que os valores miximos de K para os transgénicos foram obtidos no terceiro meés
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enquanto que nos nao transgénicos no quarto. Este resultado distinto entre os grupos reflete,
possivelmente, o estado de maior reserva energética de cada animal que ocorre imediatamente
antes da maturacdo sexual. Assim, esta evidéncia corrobora a hipdtese de maturacdo sexual
dos transgénicos no quarto més e dos ndo transgé€nicos no quinto. Cabe ressaltar que a
diferenca significativa observada nos valores maximos de K nos dois grupos (T = 16,9; NT =
21,4) também pode ser explicada pelo efeito lipolitico do GH nos transgénicos associado ao
acelerado crescimento dsseo que aumenta o comprimento do corpo, afetando diretamente o
valor de K. Um K menor indica um crescimento mais rapido no comprimento em relacao ao
peso (Rahman et al., 1998; 2001).

As andlises de componentes principais (PCAs) foram realizadas para verificar se as
varidveis e indices utilizados no presente trabalho poderiam caracterizar eficientemente os
quatro grupos estudados: TF, TM, NTF e NTM. Os resultados obtidos mostraram que 95%
dos dados originais podem ser explicados por dois fatores, o primeiro mais correlacionado
com as variaveis brutas Lg, Hy, L, ¢ Wr, e 0 segundo com K. A Fig. 4 mostra que a projecao
dos casos no plano de fatores possibilitou a identificacdo de trés grupos distintos. Um grupo
representando principalmente pelas TF, outro principalmente pelas NTF, e um terceiro
representado principalmente pelos NTM. O tnico grupo que nao ficou definido por estas
andlises foi TM, o qual se apresentou distribuido entre as fémeas transgénicas e os machos
ndo transgénicos. Estes resultados sugerem que existe uma maior variabilidade no tamanho
dos machos transgénicos em resposta ao excesso de GH circulante, fato que ndo foi observado
para os demais grupos analisados.

Uma explicagdo para a variabilidade no tamanho de machos transgénicos pode
decorrer do fato de que existe um padrio sexo-especifico de secrecao do GH ao longo do dia.
Em mamiferos, um padrdo de secrecdo pulsatil sexo-especifico do GH jd foi bem

caracterizado, onde a f€mea apresenta picos de secrecdo mais freqlientes € menos
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pronunciados ao longo do dia, enquanto que o padrdo do macho é caracterizado por picos
menos freqilientes, porém com maior amplitude (Jansson et al., 1985). Apesar de que as
informacdes disponiveis em peixes sao mais escassas, existem evidéncias de que o GH
também pode ser secretado de forma episddica (Zhang et al., 1994). Embora, ao nosso
conhecimento, uma secrecdo sexo-especifica ainda ndo tenha sido caracterizada neste grupo
de vertebrados, machos imaturos de truta arco-iris apresentam picos de GH mais elevados do
que fémeas (Gomez et al., 1996). Em brook charr também foi detectada uma maior expressao
de IGF-I e GHR em machos (Coté et al., 2007), a qual pode ser decorrente de niveis mais
elevados de GH circulante. Assim, parece que além da quantidade de GH circulante, o padrao
de secrecao do GH € uma varidvel que também deve ser levada em consideracado visto que sua
alteracdo pode implicar em respostas fisioldgicas sexo-dependentes. No caso do modelo de
zebrafish transgénico objeto do presente estudo, a superexpressdo do GH de forma constante
ao longo do tempo pode representar um padrdo semelhante ao padrdo tipico de fémea
reportado para mamiferos. Neste caso, € possivel que os machos transgénicos estejam
respondendo ndo apenas ao excesso de GH, mas também ao padrio alterado de secrecdo do
hormoénio. Isto poderia explicar a alta variabilidade no tamanho dos machos transgénicos
evidenciada pelas andlises de componentes principais. Assumindo a hipdtese de que a
alterac@o do padrdo de secre¢do tenha um efeito maior nos machos do que nas fémeas, surge a
questdo de porque nem todos os machos respondem da mesma forma? Sabendo-se que o GH
pode ter uma acao direta sobre as gonadas estimulando a esteroidogénese, gametogénese e
vitelogénese e que existe uma influéncia dos hormonios esterdides sobre a secre¢cdo de GH
hipofisario (para revisdo veja Canosa et al., 2007), € provdvel de em alguns machos
transgénicos a superexpressdo do GH esteja induzindo o crescimento gonadosomético e
maturacdo e, em outros, o crescimento somatico. Neste cendrio, 0s peixes que investem na

reproducdo diminuem a taxa de crescimento devido ao alto custo energético deste processo.
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Entretanto, individuos que sdo afetados na sua capacidade reprodutiva podem utilizar a
energia disponivel para atingir maior tamanho. Esta resposta € diferente para cada individuo e
depende da constitui¢do genética do animal, a qual define o efeito biol6gico final decorrente
do excesso de hormonio circulante e da alteracdo no padrio de secrecdo direcionada pela
expressao constitutiva do transgene. Desta forma, € provavel que os machos transgénicos de
maior tamanho tenham dificuldades reprodutivas, enquanto que os menores possivelmente
sejam reprodutivamente mais eficientes. De fato, dados nao publicados a respeito do potencial
reprodutivo de machos de zebrafish transgénicos da linhagem F0104 mostram uma
diminui¢do significativa no comportamento reprodutivo e na capacidade de fertilizacdo de
desovas, sugerindo que alguns destes individuos podem realmente ter uma capacidade
reprodutiva afetada.

Em resumo, os dados obtidos no presente estudo mostram que a superexpressao do GH
promove um aumento no crescimento, o qual é sexo-independente. Os indices que medem as
propor¢des do corpo e o estado fisioldgico sugerem que o excesso de GH estd induzindo uma
maturagdo sexual precoce nos transgénicos que, provavelmente, também € sexo-independente.
Finalmente, as andlises de componentes principais evidenciaram um crescimento heterogéneo
nos machos transgénicos que pode ser explicado pela alteragdo do perfil de secrecio do GH

associado a variabilidade genética individual na resposta ao excesso de GH circulante.
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Tabela I — Médias do comprimento padrio (Ls), altura do corpo (Hp), comprimento da cabeca (L) e

peso total (W) de zebrafish (Danio rerio), comparando transgénicos (T) e nao transgénicos (NT).

Meses
1 2 3 4 5 6

T 1,10+0,02° 1,57+0,03" 2,180,04° 2,62+0,05° 2,960,05° 3,38+0,05°

LS cm
“™NT 1,0240,02° 1,39+0,02° 1,86%0,03° 2.2240,03° 2,47+0,02° 2,79+0,02°
T 0,25+0,01° 0,360,01° 0,560,01° 0,660,02° 0,7120,02° 0,80+0,02°

H cm
Pem T 0,22+0,01° 0,33+0,01° 0,48+0,01° 0,59+0,01° 0,64+0,02° 0,74+0,02°
T 0,28+0,01° 0,38+0,01° 0,54+0,01° 0,58+0,01° 0,68+0,01° 0,780,01°

L cm
hem T 0.26+0,01° 0,35+0,01° 0,46+0,01° 0,54+0,01°  0,5520,01°  0,6520,01"
w, T 19,37+1,15° 68,33+3,85°  189,38+12,50° 297,72+18,49" 413,40+23,38" 608,05+27,31°

mg NT 14,63+0,82° 49,7242 48° 119,0046,97°  241,50+12,28° 281,13+13,08° 428,17+18,26°

T 71 62 52 51 51 54
NT 81 77 65 54 50 46

Letras sobrescritas diferentes indicam as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos no mesmo més e para cada

n

varidvel (P<0,05).
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Tabela II — Médias do comprimento padrao (L), altura do
corpo (Hp), comprimento da cabeca (L) e peso total (Wr) de
zebrafish (Danio rerio), comparando transgénicos € nao

transgénicos e considerando o sexo.

Meses
4 5 6
TF 2,70£0,11*  3,11£0,11°  3,57+0,07°
Leon NTF 2,28+0,06"  2,51+0,06"  2,82+0,06
™ 2,59+0,04*  2,9040,04"  3,3240,04°
NTM 2,17+0,03"  2,45+0,03"  2,77+0,03"
TF 0,7240,03*  0,7940,04"  0,94+0,02°
u,,, NP 067:002" 0.730,02"  (8340,01°
™ 0,63+0,02°  0,68+0,02°  0,75+0,02°
NTM  0,53+0,01°  0,58+0,01°  0,66+0,01°
TF 0,59+0,02*  0,710,02°  0,81+0,01°
Lo NTF 0,55+0,01>  0,57+0,01"  0,68+0,01°

™ 0,58+0,01° 0,67+0,01° 0,780,01°
NTM 0,53+0,01° 0,54+0,01° 0,65+0,01°

TF  371,56242,32% 512,44+51,42° 786,80+44,17"

W NTF  293,77+17,37° 339,05+24,00° 513,39+27,44°
T (mg)

T™M  266,95+19,86° 379,53+22,73° 545,49+27,78"

NTM  199,70+10,48° 239,19+ 9,96° 353,17+10,34°

TF 15 13 14

NTE 24 21 22
"M 36 38 40
NTM 30 29 25

(TF) fémeas transgénicas; (NTF) fémeas ndo transgénicas; (TM) machos
transgénicos; (NTM) machos ndo transgénicos. Letras sobrescritas
diferentes indicam as diferengas estisticamente significativas entre os

grupos no mesmo meés e para cada varidvel (P<0,05).




Fig. 1 — Medidas utilizadas nas andlises morfométricas de zebrafish (Danio rerio).
Comprimento padrio (Lg): comprimento da margem anterior da cabeca até a margem
posterior do corpo (insercdo da nadadeira caudal); Altura do corpo (Hp): distancia vertical
maxima perpendicular ao eixo do corpo; Comprimento da cabega (Ly): Distancia linear da

margem anterior da cabeca até a margem posterior da membrana do opérculo.
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Fig. 2 — Indices morfométricos e fator de condicio comparando zebrafish (Danio rerio)
transgénicos (T) e ndo transgénicos (NT) ao longo do tempo. (A) comprimento da cabega (L)
em relacdo ao comprimento padrao (Ls). (B) altura do corpo (Hp) em relagdo a L. (C) fator de
condicdo (K). As letras sobrescritas maitsculas indicam as diferencas significativas entre os
grupos no mesmo més (P<0,05), enquanto que as letras mintsculas representam diferencas

significativas do mesmo grupo entre os meses (P<0,05).
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Fig. 3 — Indices morfométricos e fator de condicdo comparando zebrafish (Danio rerio)
transgénicos € ndo transgénicos ao longo do tempo, considerando o sexo. TF: fémeas
transgénicas; TM: machos transgénicos; NTF: fémeas ndo transgénicas; NTM: machos nao
transgénicos. (A) comprimento da cabeca (L) em relagdo ao comprimento padriao (Ls). (B)
altura do corpo (Hp) em relacdo a L. (C) fator de condi¢do (K). As letras sobrescritas
maitsculas indicam as diferengas significativas entre os grupos no mesmo més (P<0,05),
enquanto que as letras minudsculas representam diferengas significativas do mesmo grupo

entre os meses (P<0,05).
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Fig. 4 — Projecao dos casos sobre o plano de fatores da andlise de componentes principais
(PCA) de zebrafish (Danio rerio) com seis meses de idade. TF: fémeas transgénicas; TM:
machos transgénicos; NTF: fémeas nao transgénicas; NTM: machos ndo transgénicos. Lg:
comprimento padrdo, Ly: comprimento da cabega, Hy: altura do corpo, Wr: peso total e K:

fator de condicao.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi analisar a morfologia do tecido muscular esquelético
branco e a expressao de genes relacionados ao eixo somatotréfico e a miogénese em machos e
fémeas de zebrafish (Danio rerio) transgénicos para o hormoénio do crescimento (GH). As
andlises histologicas demostraram que os transgénicos apresentam uma hipertrofia muscular
acentuada quando comparados com os ndo transgénicos, sendo as fémeas transgénicas mais
hipertréficas do que os machos transgénicos. A expressdo dos genes relacionados com o
crescimento muscular mostrou que a hipertrofia muscular observada nos transgénicos €
independente do fator de crescimento tipo insulina I (IGF-I). Adicionalmente, nos machos
transgénicos foi observada uma inducdo significativa na expressao da miogenina, indicando
que esta proteina pode estar mediando, pelo menos em parte, o crescimento hipertréfico neste
grupo. A expressao génica mostrou, também, uma indu¢do da o-actina somente em machos,
independentemente da transgenia. Entretanto, nao foi observada alteragdo no teor de proteinas
totais de musculo. Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a hipertrofia
observada nos zebrafish transgénicos ¢ independente de IGF-I muscular e, provavelmente,
resultado do efeito direto do excesso de GH e/ou IGF-I circulante. O modelo de zebrafish aqui
utilizado mostrou-se uma ferramenta interessante para estudos da acdo do GH em peixes que

apresentem crescimento limitado.

Palavras-chave: zebrafish transgénico, hormoénio do crescimento, musculo esquelético,

hipertrofia, fatores miogénicos,
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Summary

The aim of the present study was to analyse the morphology of white skeletal muscle
in males and females from the GH-transgenic zebrafish lineage FO104, comparing with the
expression of genes related to the somatotrophic axis and myogenesis. Histological analysis
demonstrated that transgenic presented an enhanced muscle hypertrophy when compared to
non-transgenic, being transgenic females more hypertrophic than transgenic males. The
expression of genes related to muscle growth revealed that transgenic hypertrophy is
independent from insulin-like growth factor I (IGF-I). In addition, transgenic males had a
significantly myogenin gene expression induction indicating that, at least partially, this protein
may be mediating hypertrophic growth in this group. It was also shown an induction in males
of the aractin gene independently from transgenesis. However, there were no differences in
total protein content from the muscle. The results obtained in the present study demonstrated
that transgenic hypertrophy is independent from muscle IGF-I and, probably, a direct effect of
excess circulating GH and/or IGF-I. The zebrafish model used here can be considered an

interesting tool for the study of fishes with limited growth.

Keywords: transgenic zebrafish, growth hormone, skeletal muscle, hypertrophy, myogenic

factors.
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Introducao

O hormonio de crescimento (GH) € um hormoénio pluripotente produzido pela glandula
pituitdria de vertebrados, cuja principal funcdo € o crescimento somético. A acdo do GH ¢é
realizada a partir da sua ligagdo com receptores transmembranicos especificos (GHR)
presentes em tecidos-alvo (Reinecke et al., 2005). Esta ligacdo acarreta na ativacdo de uma
cascata de sinaliza¢do intracelular que culmina com a transcricdo de genes especificos
envolvidos no desenvolvimento das respostas bioldgicas ao GH (Schindler e Darnell Jr.,
1995; Thle, 1996; Waters et al., 2006). Desta forma, as respostas bioldgicas do GH sao
desenvolvidas e controladas principalmente pelo denominado “eixo somatotréfico”, onde o
Fator de Crescimento tipo Insulina I (IGF-I) € o principal mediador da ac¢do fisiol6gica do GH
(Moriyama et al., 2000; Butler e Le Roith, 2001).

O IGF-I exerce sua fun¢do na integracao entre a regulacdo tecido-especifica e outros
eventos bioldgicos através da ligacao com seus receptores especificos (IGF-IR) presentes nas
células-alvo (Moriyama et al., 2000; Wood et al., 2005). Em peixes e em outros vertebrados,
o figado ¢ o principal sitio produtor do IGF-I (Yakar et al., 1999; Reinecke et al., 2005; Wood
et al., 2005), sendo demonstrada a existéncia de uma correlacdo positiva entre a concentracao
de IGF-I plasmatico e a taxa de crescimento (Kajimura et al., 2001; Uchida et al., 2003).
Entretanto, a expressdao do gene IGF-I pode ocorrer em outros tecidos, exercendo um papel
autécrino e pardcrino (para uma revisao ler: Wood et al., 2005), o qual também parece ter
importante efeito sobre o crescimento (Yakar et al., 1999; Butler e Le Roith, 2001,
Nordgarden et al., 2006; Eppler et al., 2007).

No musculo esquelético, o GH pode atuar sobre o crescimento muscular de forma
independente do IGF-I (Nordgarden et al., 2006; Sotiropoulos et al., 2006). No entanto, o
IGF-I também atua na formag¢ao, manuten¢ao e regeneracao deste tecido (Stewart e Rotwein,
1996; Benito et al., 1996; Le Roith et al., 2001; Rabinovsky et al., 2003), participando na
proliferacdao de mioblastos, diferenciacdo miogénica e na hipertrofia muscular (Czerwinski et
al., 1994; Florini et al., 1996; Le Roith et al., 2001), sugerindo que o GH e o IGF-I devem
atuar em sinergismo no processo do crescimento muscular esquelético. O crescimento da
musculatura esquelética em peixes se faz pela proliferacdo e diferenciacdo das células
progenitoras miogénicas também conhecidas como mioblastos adultos ou células
miossatélites, responsadveis pelo crescimento hiperpldsico e hipertréfico das fibras musculares
(Koumans e Akster, 1995; Johnston, 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001; Johansen e Overturf,
2005). A hiperplasia e a hipertrofia sdo reguladas por fatores reguladores miogénicos (MRFs)
que incluem a familia MyoD, Myf5, miogenina, e MRF4 (Watabe, 1999; 2001). Os MRFs
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possuem um dominio central conservado conhecido como E-box, o qual é importante para que
os MRFs reconhecam uma seqiiéncia no DNA presente na regido promotora da maioria dos
genes musculo-especificos (Lassar et al., 1989; Murre et al., 1989; Blackwell e Weintraub,
1990). O crescimento muscular, tanto em mamiferos quanto em peixes, parece ser controlado
pela miostatina (MSTN), a qual pertence a familia TGF-B (transforming growth factor ) e é
reconhecida como um potente controlador do crescimento muscular (McPherron et al., 1997;
Acosta et al., 2005).

O gene do GH tem sido empregado para a manipulagdo genética em peixes com o
objetivo do aumento do crescimento para a aquicultura (Devlin et al., 2006). De fato, a
superexpressdao deste hormoOnio geralmente proporciona um aumento significativo no
crescimento (Du et al., 1992, Rahman et al., 1998; Nam et al., 2001; Devlin et al., 2004;
Figueiredo et al. 2007a; 2007b). Entretanto, este crescimento acelerado induzido tanto pela
administracio GH quanto pela superexpressdo do gene, pode alterar a estrutura do tecido
muscular esquelético aumentando a propor¢do de fibras de menor didmetro como
demonstrado em truta arco-iris, salmdao coho e Arctic char (Weatherly e Gill, 1982;
Fauconneau et al., 1997; Hill et al., 2000; Pitkédnen et al., 2001).

Embora existam vdrias linhagens de peixes transgénicos para o GH, ao nosso
conhecimento nio existem estudos relacionando o efeito da superexpressio do GH, a
estrutura do tecido muscular e a expressdo sexo-especifica de genes que codificam para
proteinas do eixo somatotréfico e miogénese. O perfil sexo-dependente de secrecio de GH
hipofisario ja foi reportado em mamiferos (Jansson et al., 1985; Canosa et al., 2007), porém
em peixes este padrdo ainda ndo foi verificado. Recentemente, nosso grupo de pesquisa
desenvolveu uma linhagem geneticamente modificada de Danio rerio (linhagem F0104)
superexpressando o gene do GH que pode ser utilizada como um modelo para estudos de
crescimento muscular (Figueiredo et al., 2007a). Diferentes genétipos desta linhagem té€m
sido estudados para o crescimento e expressdo de genes relacionados ao crescimento
(Figueiredo et al., 2007b), metabolismo e producao de espécies reativas de oxigénio (Rosa et
al., 2008) e mecanismos de controle da sinaliza¢do intracelular do eixo somatotréfico
(Studzinski et al., 2009). Assim, o objetivo do presente estudo foi relacionar a morfologia do
tecido muscular esquelético branco com a expressio dos genes relacionados ao eixo
somatotréfico e a miogénese em adultos da linhagem transgénica FO104, avaliando o efeito do

SEXO0.
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Material e Métodos

Peixes transgénicos
Os peixes transgénicos € ndo transgénicos (controles) foram obtidos a partir do
cruzamento entre fémeas nao transgénicas com machos transgénicos hemizigotos da linhagem
FO104, segundo o procedimento descrito por Figueiredo et al. (2007a). Essa linhagem foi
produzida através da co-injecdo dos transgenes cP/msGH e cBA/GFP, estando ambos
transgenes com a expressdao direcionada pelo promotor da [B-actina da carpa (Cyprinus
carpio), porém associados ao cDNA do GH do peixe-rei marinho (Odontesthes argentinensis)
(Marins et al., 2002) e ao gene da proteina verde fluorescente (GFP). A GFP foi utilizada
como um marcador de transgenia, possibilitando a identificagdo dos transgénicos pela analise

da fluorescéncia (excitagdo = 485 nm; emissdao = 520 nm).

Experimentos de crescimento

Todos os peixes transgénicos € ndo transgénicos foram criados até sete meses de idade
em um sistema equipado com filtro biolégico. Cada grupo (fémeas transgénicas — TF, machos
transgénicos — TM, fémeas ndo transgénicas — NTF e machos nao transgénicos - NTM) foi
mantido em uma densidade média de um peixe por litro de dgua. A qualidade da dgua foi
monitorada pelo menos uma vez por semana, sendo temperatura, pH, compostos nitrogenados
e fotoperiodo mantidos em niveis adequados para o zebrafish (Westerfield, 1995). Os peixes
foram alimentados com ra¢do comercial com alto teor de proteina bruta (47,5%), duas vezes
ao dia ad libidum. Ao final do experimento, os animais foram anestesiados (Tricaina, 0.1 mg
mL™") e fotografados utilizando cAmera digital. De cada imagem digitalizada foi tomada a
medida de comprimento padrao (L) utilizando o software livte IMAGE J (E.U. National
Institute of Health, http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Extracdo do RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi isolado de tecido muscular branco de seis individuos de cada grupo
utilizando TRI Reagent Solution® (Applied Biosystems, Brasil), seguindo os métodos e as
instrucdes do fabricante. O RNA total foi tratado com o kit RNAse free DNAse I (Applied
Biosystems, Brasil), e quantificado em fluorimetro (Qubit®, Invitrogen, Brasil) utilizando o
kit Quant iT®°-RNA Assay (Invitrogen, Brasil). A integridade do RNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA complementar (cDNA) foi confeccionado com o
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Brasil), de acordo com

protocolo sugerido pelo fabricante.
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Expressdo Génica

A expressdo génica foi analisada quantitativamente através de PCR em tempo Real
(qQRT-PCR). Cada amostra (n = 4) foi analisada em triplicata. Os primers gene-especificos
(Tabela 1) foram desenhados utilizando o programa Primer Express® 2.0 (Applied
Biosystems, Brasil), com base em sequéncias disponiveis no  GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). As PCRs foram realizadas com o equipamento 7300 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Brasil) usando o kit SYBR green PCR Master Mix®
(Applied Biosystems, Brasil). Um décimo de cDNA foi utilizado para cada PCR em um
volume final de 20pL. PCRs com diluicdes seriadas de cDNA foram realizadas com todos os
primers para testar a eficiéncia da reacdo. As condicoes da reacdo de PCR foram as seguintes:
50°C por 3 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. A curva de
dissociagdo foi realizada a 95°C por 15 s, 60°C por 1 min e 95°C por 15 s. A expressdo dos
genes-alvo (receptor do hormonio do crescimento - GHR, fator de crescimento tipo insulina I
- IGF-I, proteina de determinacdo miogénica — MyoD, miogenina - MYOG, miostatina -
MSTN, subunidade beta do fator eucaridtico de inicio da sintese protéica 2 - eIF2, miosina
de cadeia pesada 4 - MHC4 e a-actina - ACTAI) foi normalizada utilizando o gene
EFl o (Fator de elongacdo 1 Alfa). A expressdo de EFlo ndo apresentou diferencas

significativas entre os grupos experimentais utilizados (dados ndo mostrados).

Quantificagdo da proteina total

Para a quantificagdo de proteina total, seis amostras de tecido muscular de cada grupo
foram pesados (aproximadamente 12 mg) e, posteriormente, solubilizadas em tampao (Tris-
HC1 100mM; EDTA 2mM; MgCl, + 6H,O 5mM, pH 7,75) em uma propor¢cdo um mg de
tecido para nove pL de tampdo. O material homogeneizado foi centrifugado por 15 min a
1257 rad.s” a 4°C e o sobrenadante foi conservado em gelo. Uma aliquota de 1 pL do
sobrenadante foi utilizado para medir o teor de proteina total em fluorimetro (Qubit®,
Invitrogen, Brasil) usando o kit Quant-iT® Protein Assay (Invitrogen, Brasil), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Os valores obtidos foram normalizados pelo peso da amostra e

utilizados nas analises em miligramas de proteina por grama de tecido muscular (mg g™).

50



Andlises histologicas

Seis exemplares adultos de Danio rerio com sete meses de idade foram anestesiados
(Tricaina, 0,1 mg mL™") e eutanasiados em gelo para a coleta das amostras de tecido muscular.
As amostras foram imediatamente fixadas em Karnovsky (2,5% glutaraldeido, 2%
paraformaldeido, 0.1 M tampao fosfato, pH 7,2) e conservadas em élcool a 70%. Em seguida,
as amostras foram desidratadas em solucdes crescentes de dlcool (80%, 95% e 100%) e
incluidas em resina (Historesin® - Leica Instruments GmbH, Heidelberg, Alemanha),
seguindo o protocolo do fabricante. Cortes histologicos (2 pwm) transversais das fibras
musculares foram obtidos em micrétomo com lamina de vidro e submetidos a coloragao HE
(Hematoxilina-Eosina). As laminas permanentes foram observadas em microscopio 6tico
(400X) acoplado com camera digital, sendo documentadas digitalmente. Das imagens
digitalizadas foram medidos o menor didmetro (um) de, no minimo, 100 fibras musculares

brancas de cada animal. As medidas foram tomadas utilizando o software livre IMAGE J.

Andlises Estatisticas

Para a comparagdo das médias de L (comprimento padrdo) e Py (proteina total) entre
transgénicos e ndo transgénicos foi utilizado teste t de Student, enquanto que na comparagao
entre os grupos TF, TM, NTF e NTM, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) seguido de
teste de Tukey HSD com nivel de significancia de 5% (P<0,05) (Sokal e Rohlf, 1995). As
propor¢des das fibras musculares foram analisadas estatisticamente através de tabela r X c,
com nivel de significancia de 5%. Caso encontrado diferenca significativa, foi aplicado o
procedimento de Marascuillo para comparacdes de multiplas propor¢des (National Institute of
Statistics — NIST, www.itl.nist.gov/div898/handbook). Para andlise da expressdao génica foi
aplicado método de quantificacdo relativa utilizando o software REST® (Pfaffl ef al., 2002),
onde foram feitas comparacdes pareadas entre T X NT, TF X NTF, TM X NTM, TM X TF e
NTM X NTF. A amostra de referéncia em cada comparacao foi sempre o ndo transgénico ou a

fémea.

Resultados
O grupo dos transgénicos apresentou maior comprimento padrdo (3,40 + 0,35 cm;
n=20) em relacao aos nao transgénicos (2,82 + 0,19 cm; n=20). Na comparacao entre sexos no
mesmo grupo, as fémeas transgénicas (3,56 + 0,32 cm; n=10) foram significativamente

maiores do que os machos transgénicos (3,22 + 0,30 cm; n=10). Entretanto, no grupo dos nao

51



transgénicos, as fémeas (2,93 + 0,18 cm; n=10) ndo diferiram significativamente dos machos
(2,72 £ 0,13 cm; n=10). J4 na comparacdo entre animais do mesmo sexo, tanto as fémeas
quanto os machos transgénicos foram significativamente maiores que os seus respectivos
pares nao transgénicos.

Nas andlises das fibras musculares, a freqiiéncia de distribuicdo das diferentes classes
de diametro mostrou perfis significativamente diferentes na comparacdo entre transgénicos e
ndo transgénicos, sendo que o diametro de 40 wm melhor distinguiu os dois grupos (Fig. 1).
Utilizando esta informagdo, no presente estudo foram consideradas fibras finas aquelas em
que o diametro foi <40 um e fibras grossas >40 pum. A Fig. 2 mostra que o percentual relativo
de fibras grossas foi significativamente maior nos transgénicos (75%) em relacdo aos nao
transgénicos (39%). Na comparagdo levando em consideragdo o sexo (Fig. 3), o perfil de
distribuicdo das classes de diametro ndo foi diferente entre machos e fémeas nio transgénicas,
enquanto que entre os transgénicos o perfil foi diferente. A andlise do percentual de fibras
grossas e finas entre machos e fémeas de ambos os grupos (Fig. 4) evidenciou uma grande
similaridade entre os ndo transgénicos, enquanto que entre os transgénicos as fémeas
apresentaram tanto uma diminuicao significativa do percentual relativo de fibras finas, quanto
um aumento no percentual de fibras grossas em relacdo aos machos transgénicos. Na
comparagdo por sexo, tanto machos quanto fémeas transgénicas apresentaram um aumento
significativo no percentual de fibras grossas em relagao aos seus pares nao transgeénicos.

Na anélise de expressdo génica, a comparacao entre transgénicos € nao transgénicos
mostrou um aumento significativo de 60% da miogenina nos transgénicos. Os demais genes
analisados ndo mostraram diferengas significativas (Fig. 5). Nas andlises levando em
consideragdo o sexo no grupo dos ndo transgénicos, apenas o gene da O-actina mostrou uma
inducdo significativa (133%) nos machos em relacdo as fémeas (Fig. 6A). Entretanto, nos
transgénicos os machos apresentaram ndo sé uma indu¢do da a-actina (47%), mas também
uma indu¢do na miogenina (53%) em relagcao as fémeas (Fig. 6B). Na comparagdo por sexo,
nao foram observadas diferencas significativas entre fémeas transgénicas e ndo transgénicas
em nenhum gene analisado (Fig. 7A). Entretanto, nos machos houve uma indugdo
significativa da miogenina (124%) nos transgénicos em relacdo aos ndo transgénicos (Fig.
7B). Na quantificacdo protéica, ndo foram observadas diferengas significativas entre
transgénicos e nao transgénicos (Fig. 8A), nem nas comparagdes levando em consideragcdo o

sexo (Fig. 8B).
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Discussao

A miogénese envolve uma série de processos que culminam com o desenvolvimento e
crescimento do tecido muscular. Em mamiferos, o crescimento muscular pds-natal ocorre
principalmente por hipertrofia (aumento no tamanho dos miotubos) e muito pouco por
hiperplasia (proliferacdo celular resultante da formag¢do de novos miotubos). Entretanto, na
maioria das espécies de peixes, o crescimento muscular continua tanto por hipertrofia quanto
por hiperplasia ao longo de toda vida (Rowlerson e Veggetti, 2001). Contudo, em algumas
espécies como o zebrafish (Danio rerio) que apresentam crescimento muscular limitado, este
processo de desenvolve principalmente a partir de um periodo de crescimento hiperplasico
curto seguido por uma hipertrofia de fibras formadas nas fases iniciais do desenvolvimento
(Weatherley et al., 1988). De fato, o zebrafish pode ser considerado como um modelo que
representa o crescimento muscular de mamiferos, atingindo um platd quando maturam
sexualmente (Biga e Goetz, 2006).

Considerando o zebrafish como um modelo andlogo a mamiferos e que os modelos de
camundongos transgénicos superexpressando GH apresentam uma marcada hipertrofia
(Dudley e Portanova, 1987; Hikida et al., 1995; Clark et al., 2006), seria esperado que o
modelo de zebrafish utilizado no presente estudo também apresente um crescimento muscular
mais hipertréfico como efeito do excesso de GH circulante, da mesma forma que ocorre em
mamiferos. De fato, a andlise da estrutura do tecido muscular mostrou que o excesso de GH
nos zebrafish transgénicos acarretou num perfil distinto na distribuicdo das classes de
diametro das fibras musculares (Fig. 1). Este perfil caracteriza um tecido com uma maior
freqiiéncia de fibras mais grossas (>40 pm), indicando um efeito hipertréfico do hormoénio.
Os transgénicos apresentaram um didmetro médio das fibras de aproximadamente 51 wm,
enquanto que os ndo transgénicos tiveram uma média de 38 wm. Esta diferenca refletiu
claramente em perfis de distribui¢do distintos entre os dois grupos, onde os transgénicos
tiveram, proporcionalmente, 36% a mais de fibras maiores do que 40 um (Fig. 2). E possivel
que estas diferencas estejam relacionadas a fusdo dos mioblastos a fibras pré-existentes, o que
caracteriza o processo de hipertrofia (Valente et al., 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001).

Assumindo que o excesso de GH em zebrafish transgénicos adultos da linhagem
FO104 acarreta na inducao da transcricdo de IGF-I hepatico (Figueiredo et al., 2007b), e o
estado hipertréfico no tecido muscular do zebrafish transgénico encontrado no presente
estudo, surge a seguinte questdo: este efeito é uma acdo direta do GH, do IGF-I hepatico

circulante ou de ambos? Para elucidar esta questdo, a expressdao dos genes GHR e IGF-I

53



muscular foi quantificada comparando transgénicos e ndo transgénicos (Fig. 5). Os resultados
desta andlise demonstraram que o excesso de GH circulante nos transgénicos ndo esta
produzindo aumento na transcricdo tanto de GHR quanto de /GF-I muscular. Sotiropoulos et
al. (2006) fornecem uma série de evidéncias de que o GH exerce um efeito hipertréfico
facilitando a fusdo de mioblastos nos miotubos em mamiferos. Estes mesmos autores
sugerem, ainda, que o GH nao regula a expressdo de IGF-I em miotubos e que ambos 0s
hormonios apresentam efeitos hipertréficos aditivos através de vias de sinalizac¢do distintas, o
que corrobora os dados obtidos no presente estudo. Considerando que o IGF-I seja
reconhecido como um agente miogénico critico para o crescimento muscular (Florini et al.,
1996; Shavlakadze et al., 2005), os resultados aqui obtidos indicam que a hipertrofia
observada no musculo dos transgénicos parece ser um efeito direto do excesso de GH
circulante, sendo provével que o /IGF-I muscular nao esteja induzido nos transgénicos devido
ao possivel ja elevado nivel de IGF-I circulante.

A anélise da expressdo de outros fatores reguladores miogénicos (MyoD, miogenina e
miostatina) demonstrou que apenas a miogenina foi induzida significativamente nos
transgénicos (Fig. 5). Uma série de estudos reportam que a miogenina estd efetivamente
envolvida no controle da fusdo e crescimento de miotubos (Hasty et al., 1993; Nabeshima et
al.,, 1993; Black e Olson, 1998; Pownall et al., 2002), sendo um possivel indicador de
hipertrofia (Johansen e Overturf, 2005). Desta forma, o aumento observado da miogenina nos
transgénicos confirma a hipertrofia detectada nas andlises histologicas destes animais.
Entretanto, fica evidente que este aumento observado na expressdao do gene da miogenina nos
transgénicos ocorre apenas nos machos transgénicos, embora as fémeas transgénicas também
apresentem elevada hipertrofia. Neste caso, uma explicagdo possivel seria que as fémeas
transgénicas ja teriam atingido seu limite de crescimento. Tomando por referéncia o estudo de
Spence et al. (2007), o maior comprimento padrdo observado em zebrafish selvagem foi de
3,5 centimetros. As fémeas transgénicas aqui utilizadas apresentaram um comprimento padrao
médio de 3,56 + 0,32 cm. Também, cabe ressaltar que o nivel de hipertrofia observado para as
fémeas transgé€nicas foi significativamente superior aquele observado para os machos
transgénicos, os quais atingiram um comprimento padrao médio inferior (3,22 + 0,30 cm) ao
maximo descrito para a espécie. Embora estas evidéncias sugiram que os machos transgénicos
estejam em processo de crescimento muscular hipertréfico, e as fémeas transgénicas estdo
apenas mantendo a hipertrofia méxima adquirida, isto ainda deve ser elucidado.

A andlise de expressdo do gene da a~actina mostrou uma expressao sexo-dependente e

independente da transgenia. Neste caso, os machos de ambos os grupos apresentaram um
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expressao significativamente aumentada em relacdo as suas respectivas fémeas. Estudos
recentes com mamiferos sugerem o envolvimento de hormdnios andrégenos e seus receptores
com a regido promotora do gene da a~actina, o que afeta sua expressdo (Vlahopoulos et al.,
2005; Hong et al., 2008). Possivelmente, esta relagao pode estar influenciando a expressao da
o-actina nos machos, acarretando em uma inducdo na expressdao deste gene nos machos de
ambos os grupos. Sabe-se que a a~actina € uma proteina importante do musculo esquelético,
sendo entdo esperado que os andrégenos produzam um efeito anabdlico aumentando sua
expressao (Hong et al., 2008). Ao nosso conhecimento, esta € a primeira vez que € reportada
expressao sexo-especifica da a~actina em tecido muscular de peixe.

Na andlise de quantificacdo protéica, ndo foi encontrada diferenca entre os
transgénicos e nao transgénicos (Fig. 8A), e entre machos e fémeas de ambos os grupos (Fig.
8B). Embora a expressao do gene da a~actina esteja induzida em machos de ambos os grupos,
surpreendentemente ndo foi encontrada diferenca significativa no teor de proteinas totais entre
machos e fémeas sugerindo, assim, que a inducdo da expressdo deste gene nao parece ser
suficiente para alterar a quantidade total de proteinas musculares. Este resultado ¢é
corroborado pelo fato do elF2 ndo ter sua expressdo aumentada, visto que este gene é um
marcador de sintese protéica em geral atuando na reciclagem de outros fatores de iniciacao
(Price et al., 1996). Estudos com carpas transgénicas para o GH reportam maior teor de
proteina bruta nos transgénicos (Chatakondi et al., 1995; Fu et al., 1998; Dunham et al.,
2002). No entanto, niveis inferiores de proteina total em transgénicos foram encontrados em
salmado (Cook et al., 2000) e em tildpia (Rahman et al., 2001). Estes dados controversos
sugerem que o efeito do excesso de GH sobre o teor de proteina nos transgénicos pode variar
com a espécie.

Em geral, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que zebrafish
transgénicos para o GH apresentam uma arquitetura muscular mais hipertréfica em relagao
aos ndo transgénicos de mesma idade, possivelmente devido a a¢do direta do excesso de GH
e/ou em conjunto com o IGF-I hepético circulante. Este efeito pode ser, pelo menos parte,
mediado também pela miogenina. Embora espécies comerciais transgénicas para o GH como
salmdes apresentem crescimento hiperpldsico (Hill et al., 2000; Pitkdnen et al., 2001), no
presente estudo com zebrafish transgénicos foi observado crescimento hipertréfico, resultado
semelhante ao reportado para modelos de mamiferos transgénicos. Isto confirma que o
zebrafish, devido ao seu crescimento limitado, apresenta um padrao de crescimento muscular

semelhante ao de mamiferos, o que o torna um modelo comparativo interessante.
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GH
GHR
IGF-1
IGF-IR
MRFs
MyoD
Myt5
MYOG
MRF4
MSTN
TGF-B
elF2[3
MHC4
ACTA1
EFla
DNA
RNA
cDNA
GFP

nm

NT
TF
™
NTF
NTM
pH
mg
ml

mM

um

Lista de simbolos e abreviaturas
Hormonio do crescimento
Receptor do hormdnio do crescimento
Fator de crescimento tipo insulina I
Receptor de fator de crescimento tipo insulina I
Fatores reguladores miogénicos
Proteina de determinag¢do miogénica
Fator miogénico 5
Miogenina
Herculina
Miostatina
Transforming growth factor
Subunidade beta do fator eucariético de inicio da sintese protéica 2
Miosina de cadeia pesada 4
Alfa-actina
Fator de elongagao 1 Alfa
Acido desoxirribonucléico
Acido ribonucléico
Acido desoxirribonucléico complementar
Proteina verde fluorescente
Nanometros
Transgénicos
Nao transgénicos
Fémeas transgénicas
Machos transgénicos
Fémeas ndo transgénicas
Machos ndo transgénicos
Potencial hidrogenionico
Miligrama
Mililitro
Milimolar
Microlitro

Micrometros
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°C Grau Celsius

min Minutos

S Segundos

rad.s™ Radianos por segundo

L Comprimento padrao

HE Hematoxilina-Eosina

PCR Reacdo em cadeia da polimerase
gRT-PCR Ensaio quantitativo de transcriptase reversa-PCR
ANOVA Andlise de variancia

HSD Honest significance difference
HCI Acido cloridrico

MgCl, Cloreto de magnésio

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
H,O Agua

M Massa molar
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Tabela 1 - Primers desenhados para a qRT-PCR com base em sequéncias disponiveis no

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) para os genes que codificam para o receptor do

hormonio do crescimento (GHR), fator de crescimento tipo insulina I (/GF-I), proteina de

determinagcao miogénica (MyoD), miogenina (MYOG), miostatina (MSTN), subunidade

beta do fator eucariético de inicio da sintese protéica 2 (elF2 /), miosina de cadeia pesada

4 (MHC4), a-actina (ACTA1I) e fator de elongacdo 1 Alfa (EF o).

Gene Forward primer Reverse primer GenBank
EFla 5" - CAAAATTGGAGGTATTGGAACTGTAC-3"| 5"- TCAACAGACTTGACCTCAGTGGTT - 3~ LA7669
GHR 5" - TGCTGTGCGCTACAAAATGG - 37 57 - GCTTCTGCAAAGGCTGATAGAAA - 3~ BC134903
IGF-I 57 - ACTTTGTGGGCACATGCAAA -3~ 5" - CATGATCTCATTGCGAATTCCTT - 37 BC114262
MyoD 5" - GGAGCGAATTTCCACAGAGACT - 37 5" - GTGCCCCTCCGGTACTGA - 3~ BC114261
MYOG 5”- GGCCGCTACCTTGAGAGAGA - 37 5" - GAGCCTCAAAGGCCTCGTT - 37 AF202639
MSTN 5" - TGCTTTCCGCAAGACACTGT - 3~ 5" - GAAGCGGTGCCCAGAGAGT - 3~ AF540956
elF2f3 57- GCGCTCGTGGGTTTGTTG - 37 5"- CCTCAGGCTTTCGGTTTCC - 3~ BC066706
MHC4 5" - GCGCGCTGACATTTCTGA - 37 5" - CAGCGTCACGGCTTTTGG - 37 AY921650
ACTAI 5" - TCTGTCCACCTTCCAGCAGAT - 3° 5" - GATGGACCTGCCTCGTCGTA - 3° AF180887
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Fig. 1 — Distribuicdo diamétrica de fibras musculares zebrafish (Danio rerio). T: transgénicos;

NT: ndo transgénicos. Asteriscos representam diferengas significativas (P<0,05).
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Fig. 2 — Proporcao das fibras finas (<40 um) e grossas (>40 um) entre zebrafish (Danio rerio)
transgénicos (T) e ndo transgénicos (NT). Letras diferentes representam diferencas

estatisticamente significativas (P<0,05).
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Fig. 3 — Distribui¢do diamétrica das fibras musculares de zebrafish (Danio rerio), levando em
consideracdo o sexo. TF: fémeas transgénicas; TM: machos transgénicos; NTF: fémeas nao
transgénicas; NTM: machos ndo transgénicos. Letras diferentes representam diferengas

estatisticamente significativas (P<0,05).
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Fig. 4 — Proporcao das fibras finas (<40 um) e grossas (>40 um) em zebrafish (Danio rerio),
levando em consideracdo o sexo. TF: fémeas transgénicas; TM: machos transgénicos; NTF:
fémeas ndo transgénicas; NTM: machos ndo transgénicos. Letras diferentes representam

diferencas estatisticamente significativas (P<0,05).
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Fig. 5 — Expressao génica relativa comparando zebrafish (Danio rerio) transgénico (T) e nao
transgénico (NT). Os ndo transgé€nicos foram considerados o grupo controle, cuja expressao
estd representada pela linha tracejada. Asterisco indica diferencga significativa de cada gene

em relacdo ao controle (P<0,05).
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Fig. 6 — Expressao génica relativa comparando zebrafish (Danio rerio) machos e fémeas,
levando em consideragdo o grupo (transgénico e ndo transgénico). (A) comparacdo entre nao
transgénicos, (B) comparagcdo entre transgénicos. TF: fémeas transgénicas; TM: machos
transgénicos; NTF: fémeas ndo transgé€nicas; NTM: machos ndo transgénicos. Em cada
comparacdo as fémeas foram consideradas como controle, cuja expressiao estd representada
pela linha tracejada. Asteriscos indicam diferencgas significativas de cada gene em relacdo ao

controle (P<0,05).
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Figura 7 — Expressdo génica relativa comparando zebrafish (Danio rerio) transgénicos € nao
transgénicos, levando em consideracdo o sexo. (A) comparacdo entre fémeas, (B) comparagao
entre machos. TF: fémeas transgénicas; TM: machos transgénicos; NTF: fémeas ndo
transgénicas; NTM: machos ndo transgénicos. Em cada comparagdo os ndo transgénicos
foram considerados como controle, cuja expressdo estd representada pela linha tracejada.

Asterisco indica diferenca significativa de cada gene em relacio ao controle (P<0,05).
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Fig. 8 — Concentracdo de proteina total em tecido muscular de zebrafish (Danio rerio)
(A) comparagao entre transgénicos (T) e ndo transgénicos (NT); (B) comparagao levando em
consideragdo o sexo: fémeas transgénicas (TF); machos transgénicos (TM); fémeas ndo
transgénicas (NTF); machos ndo transgénicos (NTM). Letras diferentes representam

diferencas estatisticamente significativas (P<0,05).
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3)

4)

5)

6)

Conclusoes gerais

O excesso de GH pode estar induzindo uma maturagdo sexual precoce nos

transgénicos.

Na média, o excesso de GH induziu um aumento no crescimento dos transgénicos que

foi sexo-independente.

Foi encontrado um gradiente no tamanho de machos transgénicos, o que evidencia um

crescimento heterogéneo neste grupo.

O GH promoveu alteragdo na estrutura muscular de transgénicos, sendo estes mais

hipertréficos em relagdo aos ndo transgénicos de mesma idade.

A hipertrofia muscular nos transgénicos parece envolver a acdo da miogenina e ser

independente da inducdo do /GF-I muscular.

A expressdao do gene da a-actina mostrou-se sexo-dependente, sendo mais induzido

nos machos independentemente da quantidade de GH circulante.
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