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Resumo Geral

O objetivo deste trabalho foi produzir linhagens germinativas transgénicas do
paulistinha (Danio rerio) para o gene do hormonio do crescimento (GH) através da
técnica de co-injecdo utilizando o gene marcador da proteina verde fluorescente (GFP).
Para atingir este objetivo, na primeira parte deste trabalho foram determinadas as
condicdes a serem utilizadas para a producéo dos peixes transgénicos. Para isto, foram
microinjetadas em ovos recém fertilizados, duas concentracdes diferentes da construcéo
genética contendo o gene da GFP associado ao promotor da 3-actina da carpa (Cyprinus
carpio). Os resultados obtidos demonstraram que a concentragéo de 18,3 ng/uL foi mais
eficiente na producéo de individuos transgénicos em relacdo a concentragdo de 3,7
ng/uL. Na segunda parte deste estudo, foi utilizada a estratégia de co-injecdo do gene do
GH com o gene marcador para avaliar o grau de mosaicismo in vivo e identificar
paulistinhas transgénicos com potencial para gerar linhagens germinativas para o gene
de interesse. As duas construgdes, reguladas pelo mesmo promotor, foram co-injetadas
linearizadas numa proporgdo equimolar (1:1). O gene do GH utilizado foi o do peixe
rei-marinho Odonthestes argentinensis (msGH). Apds a eclosdo, as larvas foram
observadas em microscopio de epifluorescéncia, e as que apresentaram uma expressao
forte para a GFP foram cultivadas até a maturidade sexual, quando foram reproduzidas
com individuos ndo-transgénicos. Os peixes G; positivos para a expressdo da GFP
foram analisados por PCR de DNA gendmico para a presenca do gene do msGH. Isto
permitiu identificar dois individuos Go (M0104 e F0104) que transmitiram os dois
transgenes para a G;. Os animais da G; que carregavam ambos transgenes foram
reproduzidos com ndo-transgénicos. A andlise da G, demonstrou que na linhagem
MO0104 os transgenes integraram-se em cromossomos diferentes, e que na linhagem
F0104 os dois transgenes integraram-se no mesmo cromossomo. Na terceira parte deste
trabalho, foram realizados experimentos de crescimento entre transgénicos
homozigotos, hemizigotos e ndo-transgénicos da linhagem F0104. Os resultados destes
experimentos demonstraram que 0s animais hemizigotos apresentaram um crescimento
significativamente maior do que os demais, o que pode ser explicado pelo aumento
significativo da expressdo do gene do IGF-I (Fator de crescimento tipo-insulina I)

observado nesta classe. Embora os transgénicos homozigotos tenham apresentado,
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como esperado, uma maior expressao do gene do msGH, ndo foi detectada a expressao
do gene do IGF-I. Este fato pode explicar os resultados dos experimentos de
crescimento. A metodologia aplicada no presente estudo permitiu inferéncias sobre os
eventos de integracdo dos transgenes utilizados, possibilitando a identificagdo de uma
linhagem que estava transmitindo ambos transgenes ligados no mesmo cromossomo. No
modelo experimental aqui desenvolvido, peixes transgénicos hemizigotos mostraram-se
mais viaveis para o cultivo. Estes resultados podem, no futuro, ser aplicados para a
produgdo de linhagens geneticamente modificadas de espécies de peixes

comercialmente importantes com maior performance de crescimento.

Palavras-chave: paulistinha, peixe geneticamente modificado, hormonio do

crescimento, proteina verde fluorescente, co-injecéo.

vii



Abstract

The objective of this work was to produce transgenic zebrafish germline (Danio
rerio) for the growth hormone (GH) gene using the of co-injection technique with the
green fluorescent protein (GFP) reporter gene. To reach this objective, in the first part of
this work were determined the conditions to be used for transgenic fish production. For
this, just fertilized eggs of zebrafish were microinjected with two different
concentrations of the genetic construction, containing the gene of the GFP associated
with the carp (Cyprinus carpio) B-actin promoter. The obtained results demonstrated
that the concentration of 18.3 ng/uL was more efficient in the production of transgenic
individuals in relation to the concentration of 3.7 ng/uL. In the second part of this study,
it was used the co-injection strategy of the GH gene along with the reporter gene to
evaluate the mosaicism degree in vivo and to identify transgenic zebrafish with potential
to generate germline for gene of interest. The two constructions were regulated by the
same promoter and co-injected linearized in a equimolar ratio (1:1). The GH gene used
was from the marine silverside Odonthestes argentinensis (msGH). After the hatching,
the larvae were observed in epifluorescence microscope, Go transgenic individuals
classified as strong for GFP expression were cultivated until the sexual maturity, when
were reproduced with non-transgenic individuals. The G; fish positive for the GFP
expression were analyzed by PCR of genomic DNA for the presence of the msGH gene.
This allowed identifying two Gy individuals (M0104 and FO104) that were transmitting
both transgenes for the G;. The G1 animals positive to both transgenes were reproduced
with non-transgenic. The G, individuals originated from the M0104 lineage, when
analyzed for both transgenes indicated that the integration occurred in different
chromosomes, and in the FO104 lineage the two transgenes had integrated in the same
chromosome. In the third part of this work, growth experiments were carried out
comparing transgenic homozygous, hemizygous and non-transgenic produced from
F0104 lineage. The results of these experiments demonstrated that the hemizygous
individuals presented a significantly bigger growth than the other classes, which can be
explained by the significative increased expression of the IGF-1 (Insulin-like growth
factor) gene in this class. Even though transgenic homozygous had presented, as

expected, bigger expression of the msGH gene than hemizygous fish, no expression for
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IGF-1 gene was observed. This fact can explain the growth experiments results. The
methodology applied in the present study allowed inferences about the integration
events of transgenes used, making possible the identification of a lineage that was
carrying both transgenes in the same chromosome. In the experimental model here
developed, transgenic hemizygous fish showed to be more viable to culture. These
results can be, in the future, applied for genetically modified lineage production of

comercialy important fish species with improved growth performance.

Key words: zebrafish, genetically modified fish, growth hormone, green

fluorescent protein, co-injection.



Introducdo Geral

A transferéncia de genes (transgénese) é uma area especial da biologia molecular
que abriu um campo bastante promissor para 0 melhoramento genético de espécies
utilizadas na aquicultura, envolvendo a alteracdo do genoma de um organismo
multicelular através da inser¢do, modificacdo ou delecdo de um gene com o objetivo de
modificar caracteristicas fenotipicas de interesse especifico (Houdebine, 2002; Carter,
2004). Sendo assim, caracteristicas novas, estaveis e determinadas geneticamente
poderdo ser incorporadas ao organismo receptor, com a possibilidade de serem
transmitidas para a progénie.

Nas ultimas duas décadas, um numero crescente de pesquisas tem sido realizado
utilizando a tecnologia de transferéncia de genes em peixes. Os teleGsteos, além de
serem vertebrados inferiores comercialmente importantes, apresentam certas
caracteristicas reprodutivas e biologicas (grande producdo de ovos por fémea,
fertilizacdo e embriogénese externa) que permitem uma facil manipulacéo dos processos
genéticos e fisioldgicos nos primeiros estagios da ontogénese, para a producdo de um
fenotipo alterado (Zhu & Shu, 2000). Desta maneira, uma ou mais caracteristicas podem
ser modificadas para o aumento da produtividade e da eficiéncia reprodutiva para a
aquicultura, mesmo em poucas geragdes (Horvath & Orbén, 1995).

Devido a grande aplicabilidade desta ferramenta nas mais diversas &reas,
atualmente existe uma série de técnicas disponiveis para produzir peixes transgénicos,
as quais tém sido desenvolvidas com os objetivos de aumentar a eficiéncia de integracéo
dos transgenes transferidos ao genoma do organismo receptor, produzir transgénicos
puros na primeira geragao e produzir transgénicos em grande quantidade. Para aumentar
a eficiéncia da integracdo, estratégias que facilitam o transporte dos transgenes para o
ndcleo e a inser¢do no genoma receptor tém sido desenvolvidas, como, por exemplo, a
utilizacdo de pequenos peptideos associados aos transgenes denominados de sinais de
localizacdo nuclear (Collas & Alestrom, 1997). Também tém sido usados, para esse
mesmo proposito, vetores adenovirais (Chou et al. 2001; Hsiao et al., 2001), a enzima
meganuclease I-Scel (Thermes et al., 2002), transposons (Grabher et al., 2003) e a
transferéncia nuclear (Jesuthasan & Subburaju, 2002). Com a finalidade de produzir

peixes transgénicos em grande quantidade e aumentar a produgéo de transgénicos puros



na primeira geracdo, a maioria dos métodos tem se baseado, fundamentalmente, na
manipulacdo do sémen. Dentre essas técnicas destaca-se a eletroporagdo do sémen, ou
seja, a utilizacdo de uma corrente elétrica para facilitar a entrada de DNA exdgeno nas
células esperméticas. Apls esse processo 0 sémen transformado é utilizado para
fertilizar os 6vulos in vitro (Mller et al., 1992; Lu et al., 2002). Além da manipulacdo
do sémen, a manipulagdo genética diretamente sobre os tecidos gonadais in vivo
também permite um aumento na producgdo de transgénicos como foi demonstrado por
Lu et al. (2002), onde uma mistura de lipidios catibnicos, DNA e agua foi injetada
diretamente na gonada de um macho de perca marinha (Sparus sarba). Essa mistura,
denominada lipossoma, mostrou-se eficiente, uma vez que 80% da descendéncia
produzida foi positiva para o transgene injetado na gbnada do macho.

Embora estes novos métodos de transferéncia de genes estejam ganhando espaco
devido a resultados bastante promissores, a microinjecdo em peixes &, ainda, a técnica
que tem sido empregada com mais sucesso para este proposito devido a sua
simplicidade e confiabilidade (Udvadia & Linney, 2003; Zbikowska, 2003). Maclean et
al. (2002) afirmam que, na tilapia (Oreochromis niloticus), nenhuma técnica provou ser
realmente superior & microinjecdo. Entretanto, a microinje¢éo, quase invariavelmente,
produz individuos mosaicos, ou seja, 0 transgene integra-se em apenas uma parcela de
células ou tecidos no embrido, dificultando a transmissao para a descendéncia no caso
de ndo haver integragdo nos tecidos gonadais (Maclean, 1998). Desta forma, a
ocorréncia deste fenbmeno aumenta o esforco necessério para a identificacdo de
transgénicos com potencial para gerar linhagens germinativas. Para atenuar o problema
do mosaicismo, o uso de transgenes marcadores associados ou co-injetados com a
construcdo genética de interesse, pode possibilitar um menor esforco e um ganho de
tempo na identificacdo de provaveis fundadores de linhagens germinativas. Genes
marcadores como a luciferase, a lacZ (B-galactosidase), a CAT (clorofenicol acetil
transferase), a NEO (neomicina fosfotransferase) e a GFP (proteina verde fluorescente)
podem ser utilizados para facilitar a identificagcdo de transgénicos na primeira geragéo
(Maclean, 1998). Dentre esses marcadores, 0 gene da GFP, isolado da medusa
Aequorea victoria, é 0 Unico que ndo requer um substrato exdgeno para analisar a sua
atividade, o que permite a selecdo dos individuos transgénicos in vivo sem que o animal

seja sacrificado (Amsterdam et al., 1995).



Uma grande variedade de genes tem sido utilizada para a produgéo de peixes
transgénicos, com o objetivo de influenciar caracteristicas importantes para o cultivo,
tais como crescimento, maturagéo, resisténcia ao congelamento e resisténcia a doencas.
Os estudos iniciais com transgenia em peixes enfocaram principalmente o impacto da
transferéncia do gene do hormoénio do crescimento (GH) na taxa de crescimento
(Maclean & Talwar, 1984; Zhu et al., 1985), com resultados bastante expressivos em
termos de possibilidade de cultivo. Estes estudos pioneiros abriram um novo campo de
pesquisa com potencial consideravel no melhoramento genético para a aqicultura, e
uma série de espécies de peixes tornaram-se alvo de pesquisa neste sentido incluindo
truta arco-iris (Agellon & Chen, 1986; Chourrout et al., 1986; Maclean et al., 1987;
Guyomard et al., 1988), salmdo do Atlantico (Fletcher et al., 1988; Rokkones et al.,
1989), tilapia (Brem et al., 1988), carpa (Zhang et al., 1990; Powers et al., 1992), entre
outros, com resultados satisfatorios.

O GH tem sido alvo de intensas pesquisas nas Ultimas décadas, desde o trabalho
de Palmiter et al. (1982) quando, pela primeira vez, foi demonstrado que a transferéncia
do gene do GH de rato produziu um aumento significativo na taxa de crescimento em
camundongos. Este experimento demonstrou a fungdo centralizada do GH na promogé&o
do crescimento em mamiferos e sua possivel utilizacdo para a modificacdo das taxas de
crescimento em animais. Este hormdnio, também denominado de somatotropina, € um
hormdnio polipeptidico, produzido e secretado na adenohipofise, o qual intensifica
praticamente todos os aspectos da captacdo de aminoacidos e da sintese de proteinas
pelas células, reduzindo a0 mesmo tempo a degradacdo das proteinas (Guyton, 1992).
Além disso, afeta o metabolismo de gorduras, proteinas e carboidratos, e exerce
funcdes, tanto diretamente sobre os drgdos alvo, quanto pela estimulagdo da producéo
de fatores de crescimento.

Entre esses fatores, os mais importantes sdo os IGFs (fatores de crescimento tipo
insulina) ou somatomedinas formados por pequenas cadeias polipeptidicas produzidas,
principalmente no figado, exercendo uma influéncia direta nos processos de
crescimento e desenvolvimento animal. Dentre os fatores de crescimento, 0s mais
estudados atualmente sdo IGF-I e IGF-1l. A fungdo fisiologica do IGF-II, em peixes,
ndo estd definida com clareza na literatura. Para ratos, no entanto, é considerado como

um fator de crescimento fetal (Dechiara et al., 1990). A funcéo basica do IGF-I é ativar



a secrecdo, pelos condrdcitos (células de cartilagem) de condroitina-sulfato e de
colageno, ambos necessarios para o crescimento da cartilagem e ossos (Guyton, 1992).
O IGF-I esta presente em concentracdes relativamente altas em uma grande variedade
de tecidos, exibindo propriedades hipertroficas e hiperplasicas, sendo reguladores
particularmente importantes da miogénese, exercendo um papel enddcrino, autécrino e
parécrino na integracdo entre a regulacéo tecido-especifica e outros eventos bioldgicos
(Moriyama et al., 2000; Mommsen, 2001).

O objetivo deste trabalho foi produzir linhagens germinativas de paulistinhas
(Danio rerio) transgénicos para o gene do GH do peixe-rei marinho (Odonthestes
argentinensis) atraves da técnica de co-injecdo com o gene marcador da GFP. Para
atingir estes objetivos, no primeiro capitulo foi testada a microinjecéo do gene da GFP
para determinar as melhores condigdes para a produgdo dos peixes transgénicos. No
segundo capitulo foi utilizada a estratégia de co-injecdo do gene de interesse (GH do
Odonthestes argentinensis) com o gene marcador (GFP) para facilitar a producéo de
linhagens germinativas de paulistinhas transgénicos. No terceiro capitulo foram
avaliadas as taxas de crescimento entre individuos transgénicos (homozigotos e

hemizigotos) e ndo-transgénicos, relacionando com a expressao do gene do IGF-I.
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RESUMO

A tecnologia de transferéncia de genes (transgénese) tem um grande potencial de
aplicagdo em peixes devido ao fato desses vertebrados inferiores apresentarem
caracteristicas reprodutivas e bioldgicas que permitem uma facil manipulagcdo dos
processos genéticos e fisiologicos nos primeiros estagios da ontogénese. No presente
estudo foi utilizada uma construgdo genética contendo um gene marcador (GFP,
proteina verde fluorescente) sob a a¢do de um promotor de expressdo constitutiva (f3-
actina), a qual foi transferida por microinjecdo em embrides do paulistinha (Danio
rerio). O objetivo foi avaliar o efeito de duas concentragdes de DNA na producéo de
peixes geneticamente modificados com potencial para gerar linhagens germinativas
estaveis. Os resultados demonstraram que a concentragdo de 18,3 ng/uL da construgdo
genética microinjetada foi mais eficiente na producdo de individuos transgénicos em
relacdo a concentragdo de 3,7 ng/uL. A obtencdo de um maior nimero de individuos
com menor grau de mosaicismo aumenta a probabilidade do transgene ser transmitido
para a descendéncia, possibilitando assim, uma maior eficiéncia na producédo de

linhagens germinativas estaveis.

Palavras-chaves: peixes geneticamente modificados, microinjecdo, proteina

verde fluorescente, paulistinha.
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ABSTRACT

The gene transfer technology (transgenesis) has a great potential of application
in fish due to the fact of these inferior vertebrates present reproductive and biological
characteristics that allow an easy manipulation of the genetic and physiological
processes in the early ontogenesis. In the present study a genetic construct comprised of
a reporter gene (GFP, green fluorescent protein) driven by a constitutive promoter (j3-
actin) was transferred by microinjection in zebrafish (Danio rerio) embryos. The
objective was to evaluate the effect of different DNA concentrations in the genetically
modified fish production with potential to generate stable germlines. The results
demonstrated that the genetic construct concentration of 18.3 ng/ul. was more efficient
in the production of transgenic individuals in relation to the concentration of 3.7 ng/uL.
The production of a greater number of individuals with lesser mosaicism degree
increases the probability of transgene to be transmitted for the descent, making possible

the development of stable germlines, with better efficiency.

Key words: genetically modified fish; microinjection; green fluorescent protein;

zebrafish
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INTRODUCAO

A transferéncia de genes (transgénese) envolve a alteracdo do genoma de um
organismo multicelular através da inser¢do, modificacdo ou delecdo de um gene com o
objetivo de modificar caracteristicas fenotipicas de interesse especifico (HOUDEBINE,
2002; CARTER, 2004). Sendo assim, caracteristicas novas, estaveis e determinadas
geneticamente poderdo ser incorporadas ao organismo receptor, com a possibilidade de
serem transmitidas para a progénie. Estudos envolvendo a transferéncia de genes estdo
sendo desenvolvidos numa ampla variedade de organismos. Entretanto, nas Ultimas
duas décadas, essa tecnologia vem sendo largamente aplicada em peixes, por
apresentarem caracteristicas reprodutivas e bioldgicas (grande fecundidade, fertilizacéo
e embriogénese externa) que permitem uma facil manipulacdo dos processos genéticos e
fisiologicos nos primeiros estagios da ontogénese, ao contrério do que ocorre, por
exemplo, em mamiferos (ZHU & SHU, 2000; ROCHA et al., 2004).

Atualmente, existe uma série de técnicas para produzir peixes transgénicos, as
quais tém sido desenvolvidas com os objetivos de aumentar a eficiéncia de integragdo
dos transgenes no genoma receptor, produzir transgénicos puros na primeira geragéo e
em grande quantidade. Dentre essas técnicas destacam-se, a eletroporagdo do sémen
(MULLER et al., 1992; LU et al., 2002), a biobalistica em ovos recém fertilizados
(YAMAUCHI et al., 2000; YAZAWA et al., 2005), a transferéncia de lipidios
cationicos e DNA diretamente sobre os tecidos gonadais in vivo (LU et al., 2002) e a
transferéncia nuclear (JESUTHASAN & SUBBURAJU, 2002). Apesar dessas novas
técnicas, a microinjecdo em ovos recém fertilizados €, ainda, a técnica que tem sido
empregada com mais sucesso devido a sua simplicidade e confiabilidade (UDVADIA &
LINNEY, 2003; ZBIKOWSKA, 2003).

De acordo com MACLEAN (2003), para produzir peixes transgénicos através da
microinjecdo sdo requeridas altas concentragdes de DNA (10°-10° cépias por célula),
uma vez que os pro-ndcleos masculino e feminino ndo podem ser observados ao
microscopio e a microinjecéo é realizada diretamente no citoplasma. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo utilizar diferentes concentragdes de DNA para avaliar qual
a melhor relagdo entre a concentragéo utilizada e a produgdo de peixes geneticamente

modificados com potencial para gerar linhagens germinativas estaveis. Para atingir este
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objetivo foi utilizada uma construgéo genética contendo um gene marcador sob a agdo
de um promotor de expressdo constitutiva, a qual foi transferida por microinjecdo em
embrides do paulistinha (Danio rerio). Esta espécie foi escolhida como modelo
experimental por apresentar uma série de caracteristicas que a torna especialmente
adequada para estudos de manipulacdo genética. Dentre estas, destacam-se 0 baixo
custo de manutencdo, pequeno espaco necessario para o cultivo, rdpido ciclo de
geracOes (2 a 3 meses), grande nimero de descendentes produzidos por geragdo,
estagios de desenvolvimento bem caracterizados e ovos com corion relativamente fino e
translicido adequados para os procedimentos de manipulacdo e microinjecéo (LELE &
KRONE, 1996).

MATERIAL E METODOS

Peixes adultos foram adquiridos de fornecedores comerciais e mantidos em um
sistema de cultivo fechado com temperatura a 28°C, oxigenagdo proxima da saturagio,
pH em torno de 7 e fotoperiodo de 14 horas claro e 10 horas escuro. Os reprodutores
foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial (ColorBits, Tetra) e Artemia
sp. No dia anterior a microinjecdo, machos e fémeas foram colocados no mesmo
aquério na proporcdo de um macho para cada duas fémeas. Na manh& seguinte, logo
apds o acionamento das luzes, armadilhas foram colocadas nos aquarios para coletar 0s
ovos recem fertilizados para a realizacdo da microinjecdo. Cada desova obtida foi
dividida de modo a gerar 0s grupos experimentais e controle.

Peixes transgénicos foram produzidos utilizando a construgdo genética
constituida pelo promotor da B-actina da carpa (Cyprinus carpio) com o éxon 1 e o
intron A, associado ao cDNA da GFP da medusa Aequorea victoria, denominado
pcBPA/GFP (gentilmente cedido pela Dra. Suzanne Brooks, University of Southampton,
UK). O gene da GFP foi utilizado devido a sua expressdo ser facilmente observada in
vivo, através do microscopio de epifluorescéncia, sem a necessidade de qualquer
substrato exdgeno (AMSTERDAM et al., 1995). Para facilitar a integracdo do transgene
no genoma do organismo receptor, 0 mesmo foi linearizado com a endonuclease de
restricio Spe 1, que apresenta dois sitios de restricdo no plasmideo, gerando um

fragmento de aproximadamente 5,6 kb, denominado cBA/GFP, contendo o promotor da
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B-actina da carpa com o éxon 1 e o intron A, o gene da GFP e a regido de terminacdo
SV40.

Para a realizacdo da microinjecdo foram utilizadas duas concentragcdes de DNA
diferentes, uma contendo 3,7 ng/uL e a outra 18,3 ng/uL, o que corresponde a 2x10° e
10° copias do transgene por célula, respectivamente. Para cada concentragdo foram
realizados trés experimentos de microinjegdo, sendo que esses seguiram o protocolo
geral recomendado por VIELKIND (1992). O volume de solugdo de DNA injetado no
citoplasma de ovos recém fertilizados no estagio de uma célula foi de aproximadamente
300 pL, utilizando-se um picoinjetor motorizado (Modelo IM-30 — Narishige, Japdao).
As agulhas para a microinjecéo foram produzidas a partir de capilares de vidro (Modelo
GDC-1 - Narishige, Japdo) num Micro-electrode Puller (Modelo PC-10 — Narishige,
Japéo). Os embrides microinjetados e ndo-microinjetados foram mantidos em estufa a
28 °C até o momento da ecloséo, em recipientes com capacidade de 1 L de agua.

Apos a eclosdo, as larvas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia
(Modelo EK2000, EIKONAL) e classificadas em diferentes padrfes de acordo com o
grau de expressdo da GFP, conforme os critérios utilizados por GIBBS & SCHMALE
(2000) e THERMES et al. (2002). Dessa forma, os individuos foram classificados em
negativos (nenhuma célula expressando GFP), fracos (poucas células expressando
GFP), moderados (menos de 50% do corpo expressando GFP) e fortes (mais de 50% do
corpo expressando GFP).

As anélises estatisticas utilizadas para testar as diferencas de sobrevivéncia entre
0s grupos controle e microinjetados, assim como, o percentual de individuos
expressando a GFP e os diferentes padroes obtidos entre as duas concentragdes
microinjetadas foi ANOVA, seguida do Teste de TUKEY (P<0,05), utilizando o

programa Statistic versao 6.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o experimento com a concentragdo de 3,7 ng/uL foram microinjetados 267
ovos recém fertilizados no estagio de uma celula, sendo que a sobrevivéncia média
observada foi de 66,3% (177/267). J& para a concentracdo de 18,3 ng/uL foram

microinjetados 386 ovos e a sobrevivéncia média foi de 53,4% (206/386). As taxas de
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sobrevivéncia dos animais microinjetados com as diferentes concentragdes foram
significativamente menores das observadas para o grupo controle (89,6%, P<0,05).
Entretanto, ndo houve diferenca na sobrevivéncia entre as duas concentragdes utilizadas
(P<0,05) (Figura 1). De acordo com MACLEAN (1998), a taxa de sobrevivéncia dos
embrides microinjetados varia de 10 a 50%. Essa taxa est4 diretamente relacionada ao
manuseio dos ovos durante a microinjecéo e a quantidade de DNA utilizado, ja que altas
concentragdes sao toxicas.

Dos individuos analisados no microscopio de epifluorescéncia para a
concentragdo de 3,7 ng/uL, 66,1% (117/177) apresentaram algum tipo de expressdo
para a GFP, e para a concentracdo de 18,3 ng/uL o percentual de individuos positivos
foi de 72,7% (150/206). A diferenca observada entre as duas concentragfes foi
estatisticamente significativa (P<0,05). O percentual de transgénicos obtidos no
presente estudo, para ambas concentragdes de DNA utilizadas, foi extremamente
significativo visto que, em média, para cada 100 ovos microinjetados séo obtidos de 5 a
10 individuos transgénicos (MACLEAN, 2003). Em termos gerais, a producdo de
peixes geneticamente modificados utilizando a técnica da microinjecdo é altamente
variavel de espécie para espécie, assim como de laboratério para laboratério e esta
diretamente relacionada com a habilidade na microinjegcdo e a concentragdo de DNA
utilizada (MACLEAN, 2003). Adicionalmente, a forma da constru¢cdo genética
microinjetada (linear ou circular) também influencia na produgdo de peixes
transgénicos, sendo que o transgene linear chega a ser até 15 vezes mais eficiente na
integragdo no genoma do organismo receptor do que a construcdo genética circular
(PENMAN et al., 1990). No presente estudo verificou-se que ambas as concentragdes
utilizadas produziram um ndmero relativamente alto de individuos transgénicos,
embora, a concentragdo de 18,3 ng/uL tenha sido mais eficiente e ndo tenha causado
uma mortalidade significativamente mais elevada.

Os individuos analisados no microscépio de epifluorescéncia apresentaram um
grau variado de expressdo da GFP, provavelmente devido ao efeito do mosaicismo. Este
fendmeno é caracterizado pela integracéo tardia do transgene microinjetado em relagcdo
a velocidade com que a célula se divide (MACLEAN, 1998). Isto dificulta a produgéo
de linhagens germinativas, pois é necessario que a integracdo do transgene ocorra nas

células germinativas para que a caracteristica seja transmitida para a geragao seguinte.
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Com relagdo aos padrdes de expressdo da GFP para a concentracdo de 18,3
ng/uL, foi observado um percentual significativamente maior (P<0,05) de individuos
fortes (9,9%) e moderados (27,4%) quando comparados aos percentuais observados
para a concentragdo de 3,7 ng/uL (3,5% e 14%, respectivamente). Por outro lado, para
os individuos classificados como fracos e negativos, o percentual obtido para a
concentragdo de 18,3 ng/uL foi significativamente menor (P<0,05) em relagdo aos
padrdes observados para a concentragdo 3,7 ng/uL (Figura 2). GIBBS & SCHMALE
(2000) e THERMES et al. (2002) também utilizaram construcdes lineares carregando o
gene da GFP direcionado por promotores de expressdo ubiqua (o e B-actina). Em
condigbes parecidas aquelas utilizadas no presente estudo, GIBBS & SCHMALE
(2000) obtiveram 5,1% de paulistinhas transgénicos classificados como fortes para a
expressdo da GFP, enquanto que THERMES et al. (2002), trabalhando com medaka

(Oryzias latipes), obtiveram 3% de individuos fortes para a GFP.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a concentragdo de 18,3
ng/uL da construgdo genética microinjetada foi mais eficiente na produgdo de
individuos transgénicos do que a concentracdo de 3,7 ng/uL, além de ndo ter aumentado
a mortalidade. A obtencdo de um maior nimero de individuos com menor grau de
mosaicismo (fortes e moderados) aumenta a probabilidade do transgene de interesse
estar também integrado nas células germinativas, possibilitando a produgdo de

linhagens germinativas estaveis.
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Figura 1 — Sobrevivéncia das larvas de paulistinha (Danio rerio) microinjetadas com
diferentes concentragdes do transgene cBA/GFP, uma semana ap0s a
fertilizagdo. Asteriscos (*) indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre
controle e microinjetados. Os valores sdo expressos como média + erro

padréo.
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Padrdes de Expressao da GFP
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Figura 2 — Percentual de individuos transgénicos obtidos nos distintos padrbes de

expressdo da proteina verde fluorescente (GFP) a partir da microinjecéo do

transgene cBA/GFP em diferentes concentragdes. Asteriscos (*) indicam

diferencas significativas (P<0,05) entre as concentracdes de DNA utilizadas

dentro de cada padrdo de expressao. Os valores sdo expressos como média +

erro padrao.
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Resumo

A microinjecdo tem sido a técnica mais usada para a transferéncia de genes em peixes.
Entretanto, esta técnica, quase invariavelmente, produz individuos mosaicos devido a
integracdo tardia do transgene. Assim a transmissdo para a descendéncia fica dificil, no
caso de ndo haver integracdo em células germinativas. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar o grau de mosaicismo in vivo através de uma estratégia onde um transgene
marcador foi co-injetado com o transgene de interesse, de forma que potenciais
fundadores de linhagens germinativas possam ser facilmente identificados. Paulistinhas
(Danio rerio) transgénicos foram produzidos usando dois transgenes sendo ambos
constituidos do promotor da B-actina da carpa (Cyprinus carpio) direcionando a
expressdo do gene marcador da GFP (Proteina verde fluorescente) ou do cDNA do
horm6nio do crescimento do peixe-rei marinho Odonthestes argentinensis. A
metodologia aplicada permitiu uma répida identificacdo de peixes transgénicos Go e
também definiu quais individuos estavam transmitindo os transgenes para a proxima
geracdo. Além disso, esta estratégia possibilitou uma inferéncia sobre os eventos de
integracdo gendmica dos transgenes, permitindo identificar uma dentre seis linhagens
produzidas, a qual estava transmitindo ambos transgenes ligados no mesmo
cromossomo. Estes resultados representam um avango significativo na redugdo do
esforco investido na producdo de linhagens estaveis de peixes geneticamente

modificados.

Palavras-chave: peixe geneticamente modificado; co-injecdo; proteina verde

fluorescente; hormonio do crescimento; paulistinha.
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Abstract

The microinjection has been the most used technique for gene transfer in fish. However,
this technique produces almost invariably mosaic individuals due to the delayed
integration of transgene, making difficult the transmission for the descent in the case not
to have integration in germinative cells. The objective of the present work was to
evaluate the mosaicism degree in vivo through a strategy where a reporter transgene was
co-injected with a transgene of interest, so that potential germline founders could be
easily identified. Transgenic zebrafish (Danio rerio) were produced using two
transgenes both comprised of the carp (Cyprinus carpio) -actin promoter driving the
expression of the GFP (green fluorescent protein) reporter gene or the growth hormone
cDNA from the marine silverside fish Odonthestes argentinensis. The methodology
applied allowed a fast Gy transgenic fish identification and also defined which
individuals were transmitting transgenes for the next generation. Furthermore, this
strategy made possible an inference on genomic transgene integration events, permitting
identify one out off six produced lineage which was transmitting both transgene linked
in the same chromosome. These results represent a significant advance in the reduction

of the effort invested for production of stable genetically modified fish lineage.

Key words: genetically modified fish; co-injection; green fluorescent protein; growth

hormone; zebrafish

25



Introducéo

A transgénese envolve a alteragdo do genoma de um organismo multicelular
através da insercdo, modificacdo ou delecdo de um gene com o objetivo de modificar
caracteristicas fenotipicas de interesse especifico (Houdebine, 2002; Carter, 2004).
Desta forma, caracteristicas novas, estaveis e determinadas geneticamente poderdo ser
incorporadas ao organismo receptor, com a possibilidade de serem transmitidas para a
progénie. Nas ultimas duas décadas, esta tecnologia tem sido aplicada com sucesso em
peixes, devido ao fato destes vertebrados inferiores apresentarem caracteristicas
reprodutivas e biolégicas que permitem uma facil manipulagdo dos processos genéticos
e fisioldgicos nos primeiros estagios da ontogénese (Zhu e Shu, 2000). Estudos de
transferéncia de genes tém sido conduzidos em mais de 35 espécies de teledsteos, sendo
a maioria destas, importantes para a aquicultura (Zbikowska, 2003). Entretanto,
linhagens de peixes geneticamente modificados também tém sido desenvolvidas como
modelos experimentais para a pesquisa biomédica, especialmente em estudos de
embriogénese e organogénese (Amacher, 1999; Motoike et al., 2000; Goldman et al.,
2001; Huang et al., 2001; Takechi et al., 2003), assim como no estudo de doengas
humanas (Dodd et al., 2000; Dooley e Zon, 2000; Ward e Lieschke, 2002),
xenotransplantes (Wright e Pohajdak, 2001; Leventhal et al., 2004; Pohajdak et al.,
2004), e na producdo de proteinas recombinantes como importantes agentes para
aplicagdes terapéuticas (Anderson e Krummer, 2002).

Para a producdo de peixes transgénicos existe, atualmente, uma série de técnicas
disponiveis as quais tém sido desenvolvidas com objetivo de aumentar a eficiéncia de
integracdo dos transgenes e/ou produzir grande quantidade de individuos transformados
simultaneamente. Embora estes novos métodos de transferéncia de genes estejam
ganhando espaco devido a resultados promissores obtidos (Tanaka e Kinoshita, 2001;
Lu et al., 2002; Grabher et al., 2003; Hostetler et al., 2003; Kinoshita et al., 2003;
Kurita et al., 2004), em peixes a microinjecdo €, ainda, a técnica que tem sido
empregada com mais sucesso para este propésito devido a sua simplicidade e
confiabilidade (Udvadia e Linney, 2003; Zbikowska, 2003). Maclean et al. (2002),
afirmam que na tildpia Oreochromis niloticus nenhuma técnica provou ser realmente

superior a microinjegdo. Entretanto, quando aplicada para a producdo de peixes
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geneticamente modificados, a microinjecdo quase invariavelmente produz individuos
mosaicos. O mosaicismo € um fendmeno resultante da integragdo tardia do transgene, a
qual ocorre ap6s alguns ciclos de divisdo da célula embrionéria inicial. Desta forma, o
individuo produzido pode ter o transgene integrado em apenas uma parcela de células
ou tecidos, dificultando a transmissdo para a descendéncia, no caso de ndo haver
integracdo nas células germinativas (Maclean, 1998).

O uso de genes marcadores que permitam a avaliagdo in vivo do grau de
mosaicismo de cada individuo transgénico gerado pode facilitar a identificacdo de
provaveis fundadores de linhagens germinativas. Desta forma, a aplicagdo de uma
metodologia que envolva a co-inje¢cdo de um transgene marcador com a construgao
genética de interesse pode representar uma diminuigdo consideravel no esforgo
necessario para o estabelecimento de linhagens transgénicas. O gene codificante para a
proteina verde fluorescente (GFP), isolado da medusa Aequorea victoria, tem sido
amplamente utilizado como gene marcador pelo fato desta proteina ndo requerer um
substrato exdgeno para a sua atividade (Amsterdam et al., 1995), assim como ser
estavel e ndo apresentar efeitos toxicos no organismo receptor (Peters et al., 1995).
Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi aplicar uma metodologia que
permitiu avaliar o grau de mosaicismo in vivo e identificar paulistinhas (Danio rerio)

transgénicos com potencial de gerar linhagens germinativas para o gene de interesse.

Material e Métodos

Producéo de peixes transgénicos

Paulistinhas adultos tipo selvagens foram mantidos em um sistema de cultivo
fechado a 28 °C num fotoperiodo 14h claro / 10h escuro. Ovos recém-fertilizados foram
coletados para os procedimentos de microinjegdo. Paulistinhas transgénicos foram
produzidos utilizando dois transgenes construidos a partir do promotor da B-actina da
carpa (Cyprinus carpio) direcionando a expressdo do gene GFP ou do cDNA do
hormoénio do crescimento (GH) do peixe-rei marinho Odonthestes argentinensis
(msGH), denominados pcPA/GFP e pcBA/msGH, respectivamente. O plasmideo
pcBA/GFP foi gentilmente cedido pela Dra. Suzanne Brooks (University of

Southampton, UK) e foi usado para produzir o transgene pcpA/msGH pela substitui¢ao
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do gene da GFP pelo cDNA do msGH (Marins et al., 2002). Ambos transgenes foram
linearizados com a enzima Spe | (apresenta dois sitios de restricdo nos plasmideos) e co-
injetados na proporgdo molar de 1:1 no citoplasma de ovos recém-fertilizados no estagio
de uma célula, numa concentragédo total de DNA de 35 ng/uL. As construcdes genéticas
linearizadas (chamadas cBA/GFP e cBA/msGH) foram transferidas numa razéo
equimolar para que tivessem a mesma chance de integragdo e expressao, uma vez que
possuem aproximadamente o mesmo tamanho e estéo sob a a¢cdo do mesmo promotor.

O processo de microinjec¢éo seguiu o protocolo geral recomendado por Vielkind
(1992). O volume de solucdo de DNA injetado foi de aproximadamente 300 pL,
utilizando-se um picoinjetor motorizado (Modelo IM-30 — Narishige, Jap&o), o que
representa um niimero final de 10° cépias de cada transgene por embrido injetado. As
agulhas necesséarias para a microinjecdo foram produzidas a partir de capilares de vidro
(Modelo GDC-1 — Narishige, Japdo) num Micro-electrode Puller (Modelo PC-10 —
Narishige, Jap&o). Os embrides microinjetados e controles (ndo-microinjetados) foram

mantidos em estufa a 28 °C até o momento da ecloséo.

Determinacéo do grau de mosaicismo da Go

Apos a eclosdo, as larvas foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia e
classificadas em diferentes padroes de acordo com o grau de expressdo da GFP,
conforme os critérios utilizados por Gibbs e Schmale (2000) e Thermes et al. (2002).
Dessa forma, os individuos foram classificados em fracos (poucas células expressando a
GFP), moderados (menos de 50% do corpo expressando a GFP) e fortes (mais de 50%

do corpo expressando a GFP).

Avaliacdo da expressdo do GH exdgeno por RT-PCR

Para confirmar a expressdo do gene do GH exdgeno na Gy, alevinos com quatro
semanas de idade expressando a GFP foram analisados através do método da RT-PCR
(reagdo em cadeia da polimerase, utilizando a transcritase reversa). Para a extragdo do
RNA total, individuos inteiros foram homogeneizados utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen, Brasil), segundo protocolo sugerido pelo fabricante. Aproximadamente 3
ug de RNA total de cada individuo foi utilizado como molde para a RT-PCR com o
primer AP (5’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)17-3’, Invitrogen, Brasil). A sintese
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do DNA complementar (cDNA) foi realizada usando a enzima RT SuperScript Il
(Invitrogen, Brasil), segundo protocolo sugerido pelo fabricante.

O cDNA foi utilizado como molde para a amplificacdo do gene do GH exdgeno,
utilizando primers especificos para o gene do GH do peixe-rei marinho, denominados
EXO 293 (5’-GAAAGCTCTCTGCAGACGGAG-3’) e GHEX6-RIG (5’-
AGAGTGCAGTTTGCCTCTGG-3’), os quais produzem um fragmento do msGH de
467 bp e ndo amplificam para o gene do GH enddgeno do paulistinha. A PCR foi feita
com um volume de reacdo de 12,5 pL contendo 1,25 pL de tampdo PCR 10X
(Invitrogen, Brasil), 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 0,75 mM de
MgCl,, 0,5 unidades de Platinum Taq polimerase (Invitrogen, Brasil) e 1,0 uL da
solugdo de cDNA. A reacéo foi incubada a 94 °C por 2 min seguida de 30 ciclos de 94
°C por 15 s, 65 °C por 30 s e 72 °C por 30 s. Foi realizado um passo final 5 min a 72 °C.
Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etideo (0,5 png/mL), sendo as bandas amplificadas visualizadas em transluminador de

luz ultravioleta.

Efeito bioldgico do GH exdgeno na Go

Grupos de individuos ndo-transgénicos e transgénicos Gq classificados como
fortes para a expressdo da GFP foram cultivados até os 12 meses de idade para a
comparacao do peso médio final. Os peixes foram alimentados ad libitum duas vezes ao
dia com ragdo comercial (Tetra Color Bits). O objetivo deste experimento foi verificar
se 0 GH exogeno produz efeitos bioldgicos significativos sobre o crescimento nos
individuos transgénicos. Os dados de média de peso foram analisados estatisticamente
através do teste t para varidncias heterogéneas com auxilio do programa Statistica

versdo 6.0.

Transmissdo dos transgenes para a G

As larvas que apresentaram um padrdo de expressédo forte para a GFP foram
selecionadas e cultivadas até a maturidade sexual como sendo provaveis fundadoras de
linhagens germinativas. Ao atingirem essa fase, os individuos transgénicos foram
reproduzidos com peixes selvagens para a producdo da G;. Os individuos G; foram

analisados em microscopio de epifluorescéncia para verificar se apresentavam a
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expressdo uniforme da GFP, como esperado no caso de integracdo gendmica. Para
confirmar a presenca do transgene msGH no genoma dos peixes G;, somente as larvas
GFP positivas foram cultivadas até atingirem a fase adulta, e um pequeno pedago da
nadadeira caudal de cada individuo foi utilizado para a extracdo do DNA genémico,
seguindo o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). O gene do msGH foi
amplificado com o uso de primers especificos para 0 GH do peixe-rei marinho (EXO
293 e GHEXG6-RIG), através de uma PCR com as mesmas condi¢Oes descritas
anteriormente. Somente individuos G; GFP positivos foram testados para a presenca do
msGH, pois o objetivo era identificar os peixes Go que transmitissem ambos 0S

transgenes para oS seus descendentes.

Transmissdo dos transgenes para a G

Os individuos G;, que apresentavam ambos os transgenes, foram cruzados com
peixes ndo-transgénicos para a produgédo da G,. Para verificar se houve a integragdo dos
transgenes no mesmo cromossomo, 0 DNA gendmico das larvas G, positivas e
negativas para a expressdao da GFP foi utilizado para a amplificagdo por PCR do

transgene msGH, como descrito anteriormente.

Resultados

Paulistinhas transgénicos foram produzidos através da co-injecdo de 1872 ovos
recém fertilizados, no estagio de uma célula, com os transgenes cA/GFP e cBA/msGH
numa razdo equimolar (1:1). A sobrevivéncia dos embrides microinjetados, no
momento da analise no microscopio de epifluorescéncia (uma semana apos a
fertilizagdo), foi de 46,8% (877/1872), enquanto para 0s peixes ndo-microinjetados a
sobrevivéncia foi de 75,5% (1414/1872). Dos 877 individuos analisados no microscopio
de epifluorescéncia, 602 (68,6%) apresentaram algum tipo de expressdo para a GFP. Os
percentuais dos padrdes de expressdo da GFP foram: 31,4% (275/877) negativos (sem
expressdo da GFP), 35,9% (315/877) fracos, 22,6% (198/877) moderados e 10,1%
(89/877) individuos fortes.

Com um més de idade, 12 individuos que estavam expressando a GFP foram

analisados para a expressdo do gene do msGH por RT-PCR. A expressdo do transgene
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msGH foi detectada em 100% dos individuos testados. A analise do peso médio apds 12
meses de cultivo demonstrou um aumento significativo (P<0,01) no grupo de
transgénicos (1,79 g £ 0,37) em relagdo aos ndo-transgénicos com a mesma idade (0,68
g £ 0,13), o que representa um desempenho de crescimento 2,6 vezes maior do grupo
transgénico em relacdo ao ndo-transgénico, comprovando o efeito bioldgico do
transgene cBA/msGH no paulistinha (Figura 1).

Para o estudo da transmissdo dos transgenes, oito individuos mosaicos,
classificados como fortes para a expressdo da GFP, foram separados em aquarios
individuais e cruzados com peixes ndo-transgénicos. Dois destes peixes transgénicos
ndo desenvolveram comportamento reprodutivo. Os outros seis individuos, sendo dois
machos (M0104 e MO0204) e quatro fémeas (F0104, F0204, FO0304 e F0404),
reproduziram e suas descendéncias foram analisadas em microscopio de
epifluorescéncia. Foi verificado que quatro individuos (M0104, F0104, F0204 e F0304)
estavam transmitindo o gene da GFP para a G1 em percentuais que variaram de 2,2%
até 42% (Tabela 1). O padrdo da expressdo da GFP observado nos individuos da G;
indicou que eles expressavam o transgene em todas as células do corpo. O gene do
msGH foi detectado somente nas descendéncias dos individuos M0104 e F0104. Na
descendéncia do individuo M0104 apenas a metade dos individuos GFP positivos
estavam carregando o gene do GH exdgeno. Por outro lado, na descendéncia da F0104
todos os individuos GFP positivos estavam carregando o gene do GH exdgeno (Tabela
1). Na descendéncia obtida dos individuos M0204 e F0404 ndo foi detectada a
expressao do gene da GFP.

Individuos G; originarios dos Go mosaicos M0104 e F0104, que foram positivos
para ambos os transgenes, foram cultivados até a maturacdo sexual. Destes, seis
individuos de cada ancestral foram reproduzidos com peixes néo-transgénicos para a
producdo da G,. Um total de 466 individuos G, foram produzidos da linhagem M0104,
enquanto 588 individuos foram obtidos da linhagem F0104. Todos eles foram
analisados em microscopio de epifluorescéncia, e sub amostras de peixes GFP positivos
(N=10) foram utilizadas em cada linhagem para a inferéncia da presenga do msGH por
PCR. Os resultados obtidos foram resumidos na Tabela 1 e indicam dois diferentes
padrdes de transmissdo em cada linhagem analisada. Os individuos G, originados da

linhagem MO0104, quando analisados para ambos transgenes, mostraram que 25% foram
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negativos para ambos transgenes, 25% foram positivos somente para a GFP, 25%
positivos somente para 0 msGH e 25% foram positivos para os dois transgenes. O tipo
de transmissdo dos transgenes na G, originada da linhagem F0104 foi diferente, onde
50% dos individuos analisados ndo carregavam nenhum dos dois transgenes e 50%

foram positivos para ambos.

Discussao

Embora algumas metodologias tenham apresentado resultados promissores para
aumentar a producgdo de peixes transgénicos na primeira geracdo, a necessidade do
cultivo de um numero significativo de individuos Go para posterior identificacéo
daqueles com potencial para gerar linhagens germinativas estiveis carregando o
transgene de interesse, ainda permanece. Este esforco é ainda maior quando a espécie
alvo tem um grande tamanho e necessita de instalagdes de cultivo complexas, tais como
salmdes, carpas, trutas ou til4pias. Dessa forma, a metodologia aplicada neste estudo
permitiu a producéo de peixes transgénicos carregando, além do transgene de interesse
(cBA/msGH), um transgene marcador (CBA/GFP), que possibilitou a avaliagdo do
mosaicismo de cada individuo transgénico Go. A anélise dos padrdes de expressdo da
GFP permitiu a sele¢do de possiveis fundadores de linhagens germinativas, além da
reducdo do nimero de organismos transgénicos cultivados na primeira geracéo.

Foram observados 68,6% de individuos expressando o transgene da GFP, uma
semana ap0s a microinje¢do, 0 que representa uma alta eficiéncia na produgdo de
transgénicos. No entanto, parte da expressdo observada pode ser atribuida a uma
expressdo transitoria, a qual € um resultado da transcricdo de transgenes ndo integrados
(Chong e Vielkind, 1989). Estes resultados sdo significativos quando comparados aos
obtidos por Rahman et al. (1997) e Morales et al. (2001), os quais utilizaram a mesma
estratégia de co-injecdo com um transgene marcador e obtiveram apenas 10% e 1,95%
de individuos positivos para o gene marcador, respectivamente. A maior expressao do
transgene obtida neste estudo, estd relacionada com o manejo de coleta dos ovos
(armadilhas colocadas nos aquarios logo ap6s o acionamento das luzes da sala), com a
maior concentragdo de DNA utilizada e com a forma das constru¢des microinjetadas

(lineares). Adicionalmente, com relagéo aos padrdes de expressdao da GFP observados,
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10,1% dos individuos analisados apresentaram um padrdo de expressdo forte para o
gene marcador. Este resultado foi significativamente superior aos encontrados por
Gibbs e Schmale (2000) e Thermes et al. (2002), os quais também utilizaram
construgdes lineares carregando o gene da GFP direcionado por promotores de
expressdo ubiqua (o e B-actina). Em condigdes similares aquelas utilizadas no presente
estudo, Gibbs e Schmale (2000) obtiveram um maximo de 5,1% de paulistinhas
transgénicos fortes para a expressdo da GFP na Gy, enquanto que Thermes et al. (2002),
trabalhando com medaka, encontraram um maximo de 3%.

As andlises de RT-PCR mostraram que 100% dos individuos positivos para a
GFP estavam expressando o gene msGH. Entretanto, isso ndo significa que todos os
individuos estejam expressando o GH nas células germinativas e que devem transmitir
esta caracteristica para a proxima geracéo, o que ficou evidenciado no cruzamento dos
individuos Go com peixes ndo-transgénicos. Corroborando os resultados da RT-PCR, 0s
dados da andlise de crescimento indicaram que o grupo dos transgénicos cresceu 2,6
vezes mais do que o grupo dos ndo-transgénicos. Estes resultados demonstram que o
transgene cfA/msGH, além de estar sendo transcrito, esta sendo traduzido no horménio
ativo. O maior crescimento dos organismos transgénicos provavelmente esta
relacionado ao aumento do nivel de msGH circulante na corrente sangliinea, devido ao
fato do organismo ndo conseguir controlar a producéo desse hormdnio pelo mecanismo
de retroalimentacdo negativa, como ocorre na regulacdo do gene do GH enddgeno
(Peter e Marchant, 1995).

A principal conseqiiéncia negativa do mosaicismo na produgdo de linhagens
germinativas de peixes transgénicos é o fato de que as células germinativas dos
individuos Gy podem carregar poucas ou nenhuma cépia dos transgenes microinjetados,
dificultando a transmissdo da caracteristica para a descendéncia (Maclean, 1998).
Entretanto, usando a estratégia de avaliagdo do mosaicismo pela co-injecdo do gene
marcador, este problema pode ser minimizado. Isso ficou evidenciado neste estudo, uma
vez que 33,3% (2/6) dos peixes GFP positivos fortes transmitiram ambos transgenes
para a G;, indicando uma elevacdo consideravel na possibilidade de identificacdo de
peixes fundadores de linhagens germinativas. De acordo com Maclean (1998), as taxas
de transmissdo de transgenes para a progénie sdo baixas, onde apenas 5% de

transgénicos Go tém a capacidade de transmitir 0s transgenes para a geragao seguinte.
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As G; dos individuos selecionados foram avaliadas em termos de percentual de
GFP positivos produzidos, o que indicou o grau de mosaicismo nas células germinativas
dos peixes Go. Dois individuos néo transmitiram nenhum dos transgenes para a
descendéncia, indicando auséncia de integracdo nas células germinativas. Quatro
transmitiram o transgene cPA/GFP em niveis variados, desde 2,2% até 42% de
descendentes GFP positivos. Teoricamente, era esperado que a auséncia completa de
mosaicismo nas células gonadais produzisse 50% da descendéncia carregando a
caracteristica de interesse, no caso do cruzamento com um ndo-transgénico. Desta
forma, os resultados observados indicaram que, apesar dos individuos terem sido
classificados como fortes para a expressdo da GFP, a integracdo do transgene nas
células germinativas foi varidvel. Em termos gerais, os percentuais de producdo de
transgénicos na G; a partir de mosaicos é baixo (Maclean, 1998), fato que dificulta a
identificacdo, no caso da auséncia de uma marca de féacil reconhecimento. No presente
estudo, a identificagdo dos transgénicos G; foi extremamente facilitada pela presenca do
gene marcador da GFP. Uma simples avaliagdo em microscdpio de epifluorescéncia
permitiu uma rapida identificacdo dos individuos transgénicos de interesse.
Adicionalmente, os individuos G; originarios da fémea F0104 e do macho M0104 que
estavam carregando ambos os transgenes foram cruzados com n&o-transgénicos para
verificar de que forma os transgenes haviam se integrado no genoma dos peixes da G,.
Na G, proveniente da linhagem do macho M0104 constatou-se que havia individuos
GFP positivos que ndo estavam carregando o transgene msGH, enquanto que individuos
GFP negativos o estavam carregando. Isso indica que houve a segregagdo dos
transgenes cBA/GFP e cBA/msGH na G, de acordo com as propor¢des genotipicas
observadas (Tabela 1), as quais sdo tipicas para genes situados em cromossomos
diferentes. Diferentemente, na descendéncia da linhagem da fémea F0104 todos os
individuos GFP positivos estavam carregando o transgene do cfA/msGH, indicando
gue 0s transgenes integraram-se N0 MesSMO Cromossomo e, provavelmente, ligados um
ao outro na forma de concatdmeros, o que foi observado por Rahman et al 1997,
trabalhando com a tilapia Oreochromis niloticus.

A metodologia aplicada no presente estudo permitiu uma répida identificacéo
dos peixes transgénicos Go e também definiu quais individuos estavam transmitindo os

transgenes para a proxima geracdo. Além disso, esta estratégia possibilitou uma
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inferéncia sobre os eventos de integragdo gendmica dos transgenes utilizados,
permitindo identificar uma dentre seis linhagens produzidas, que estava transmitindo
ambos transgenes ligados no mesmo cromossomo. Este resultado representa um avango
significativo na diminuicdo do esforgo empregado para a producdo de linhagens

germinativas estaveis de peixes geneticamente modificados.
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Tabela 1 — Transmissdo para a descendéncia e expressdo do transgene marcador
(cBA/GFP) e do transgene do GH (cBA/msGH) no paulistinha transgénico

(Danio rerio).

N° de embrides G; Percentagem de Percentagem de segregacéo de cBA/GFP e

Linhagens  expressando GFP  embrides G, cBA/MsGH em embrides G

transgénicas e percentual de GFP positivos

(Go) transmissdo da G,  carregando 0  GFP+ GH+ GFP+/GH+ GFP-/GH-

para a G; gene msGH
MO0104 50/757 (6,6%) 3,3% 25%  25% 25% 25%
F0104 18/812 (2,2%) 2,2% 0% 0% 50% 50%
F0204 119/283 (42%) 0% - - - -
F0304 51/167 (30,5%) 0% - - - -
M0204 0/115 (0%) - - - - -
F0404 0/107 (0%) - - - - -
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Figura 1 — Paulistinhas (Danio rerio) ndo-transgénicos (a) e transgénicos (b) com 12
meses de idade. O peso médio + erro padrdo destes grupos de peixes foi

0,68 9+0,13e1,79g+ 0,37, respectivamente.

40



Capitulo 111

Performance do crescimento de peixes transgénicos para o gene do horménio do

crescimento, utilizando o paulistinha (Danio rerio) como modelo experimental

Co-autores: Carlos Frederico Ceccon Lanes, Daniela VVolcan Almeida e Luis

Fernando Marins

Segundo normas da revista “Transgenic Research”

41



Performance do crescimento de peixes transgénicos para o gene do horménio do

crescimento, utilizando o paulistinha (Danio rerio) como modelo experimental

Marcio de Azevedo Figueiredol, Carlos Frederico Ceccon Lanes?, Daniela Volcan

Almeida?, Luis Fernando Marins*?3

'Programa de Pos-Graduacdo em Agiicultura, Fundagdo Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), Rio Grande, RS, Brasil.

*Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas: Fisiologia Animal Comparada,
Fundacdo Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, Brasil.
*Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Fundacéo Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), CP 474, 96201-900, Rio Grande, RS, Brasil. Autor para correspondéncia. E-
mail: dgmluf@furg.br.

42



Resumo

Existem inimeros estudos sobre a performance do crescimento de vérias
espécies de peixes transgénicos para o horménio do crescimento (GH), entretanto os
trabalhos tém comparado apenas o desempenho de crescimento entre individuos
transgénicos hemizigotos em relagdo aos ndo-transgénicos. O presente estudo teve como
objetivo comparar o crescimento entre peixes homozigotos e hemizigotos transgénicos
para 0 GH e ndo-transgénicos, a fim de verificar qual a melhor classe a ser utilizada
para o cultivo. Para isso os individuos de cada classe foram cultivados separadamente
por um periodo de 75 dias, sendo realizadas biometrias a cada 15 dias. No final desse
experimento foi realizada a analise de expressdo dos genes do GH exdgeno e do IGF-I
(fator de crescimento tipo insulina), através de RT-PCR semi-quantitativa. Nos
experimentos de crescimento os individuos hemizigotos atingiram um peso médio final
significativamente maior do que os homozigotos (P<0,01) e ndo-transgénicos (P<0,05).
Com relacéo as medidas de comprimento padrdo ndo foi observada nenhuma diferenca
entre as classes (P<0,05). Entretanto, para as medidas de altura foi encontrada uma
correlagdo com as medidas de peso, sendo que 0s hemizigotos apresentaram uma altura
média final significantemente maior do que os homozigotos (P<0,01) e que 0s nao-
transgénicos (P<0,01). Nas andlises genéticas verificou-se que 0s homozigotos
apresentaram uma expressdo cerca de 1,5 vezes maior que 0s hemizigotos para o gene
do GH exdégeno (P<0,01). Para o gene do IGF-I ndo foi detectada nenhuma expressao
nos homozigotos, e 0s hemizigotos apresentaram uma expressdo 1,75 vezes maior que
os individuos ndo-transgénicos (P<0,01). Estes resultados indicam que o excesso de GH
pode ser prejudicial ao organismo, ndo produzindo os efeitos metabdlicos esperados
para o crescimento, demonstrando que os hemizigotos sdo os mais indicados para o

cultivo.

Palavras-chave: peixe geneticamente modificado, horménio do crescimento,

fator de crescimento tipo insulina I, homozigoto, paulistinha.
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Abstract

There are innumerable studies on growth hormone (GH) transgenic fish
comparing the growth performance between hemizygous transgenic individuals in
relation to the non-transgenic. Thus, this study had as objective to compare growth
between homozygous and hemizygous GH transgenic fish and non-transgenic, in order
to verify which the best class to be used for the culture. For this the individuals of each
class were cultivated for a period of 75 days, being carried out biometry each 15 days.
In the end of this experiment gene expression analysis was performed for the exogenous
GH and the IGF-I (insulin-like growth factor-1) genes through RT-PCR. In the growth
experiments the hemizygous individuals reached a final medium weight significantly
bigger than the homozygous (P<0.01) and non-transgenic (P<0.05). With relation to the
measures of standard length was not observed any difference between the classes
(P<0.05). However, for the measures of height were found a correlation with measures
of weight, being that the hemizygous presented a final average height significantly
bigger than the homozygous (P<0.01) and non-transgenic (P<0.01). The genetic
analysis showed that homozygous transgenic fish presented an expression about 1.5 fold
the hemizygous for the exogenous GH gene (P<0.01). For the IGF-1 gene no expression
was detected in homozygous, and the hemizygous presented an expression 1.75 fold the
non-transgenic individuals (P<0.01). These results indicate that the GH excess can be
harmful to the organism, not producing the waited metabolic effect for the growth and

indicating hemizygous individuals as the best for culture.

Key words: genetically modified fish, growth hormone, insulin-like growth

factor I, homozygous, zebrafish.
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Introducéo

O horménio do crescimento (GH), também denominado de somatotropina, € um
hormonio polipeptidico produzido e secretado na adeno-hip6fise, o qual intensifica
praticamente todos os aspectos da captacdo de aminoacidos e da sintese de proteinas
pelas células, reduzindo ao mesmo tempo a degradagéo das proteinas (Guyton, 1992). A
via pela qual o processo do crescimento se desenvolve comeca pela sintese do GH na
hipofise, o qual € liberado na corrente sangiuinea de onde vai atuar em determinados
Orgdos através da sua associacdo com receptores especificos (GHR) presentes na
superficie das células alvo. A ativacdo da sinalizagdo comeca com a dimerizagdo do
receptor, visto que o GH possui dois sitios de ligacdo com afinidades diferentes
permitindo com que uma molécula de GH interaja sequencialmente com duas moléculas
de GHR.

A ligacdo do GH com o GHR induz a fosforilagdo e conseqiiente ativacdo de
membros de uma familia de enzimas conhecidas como Janus Kinases (JAKS)
comumente associadas a parte intracelular do receptor (Argetsinger et al., 1993;
VanderKuur et al., 1994; 1995). Uma vez ativada, as JAKs fosforilam regides
especificas do receptor, ricas em tirosinas, as quais irdo servir de sitios de ancoragem
para as moléculas conhecidas como sinais de traducdo e ativadores da transcri¢do
(STATS). Estas sdo fosforiladas pelas JAKs, formando dimeros e translocando-se para o
ndcleo para ativar genes especificos, envolvidos no desenvolvimento das respostas
biol6gicas ao GH, como o fator de crescimento tipo insulina - IGF (Schindler & Darnel
Jr., 1995; lhle, 1996).

Os IGFs ou somatomedinas sdo pequenas cadeias polipeptidicas produzidas no
figado, que exercem uma influéncia direta nos processos de crescimento e
desenvolvimento animal. Em peixes, os IGFs estdo presentes em concentrages
relativamente altas em uma grande variedade de tecidos, exibindo propriedades
hipertroficas e hiperplésicas, sendo reguladores particularmente importantes da
miogénese, exercendo um papel endrdcrino, autdcrino e paracrino na integracdo entre a
regulacdo tecido-especifica e outros eventos bioldgicos (Moriyama et al., 2000;
Mommsen, 2001). Dentre os fatores de crescimento, 0s mais estudados atualmente sdo

IGF-1 e IGF-1l. A producdo de IGF-lI e IGF-1lI parece estar relacionada com o
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desenvolvimento animal, sendo que os altos niveis de IGF-11 sdo detectados no inicio da
embriogénese, diminuindo mais tarde quando os niveis de IGF-I aumentam (Méndez et
al., 2000). O IGF-I tem a funcdo bésica de ativar a secrecéo, pelos condrocitos (células
de cartilagem), de condroitina-sulfato e de coldgeno, ambos necessarios para o
crescimento da cartilagem e ossos (Guyton, 1992). Além disso, o IGF-I tém as funcbes
de estimular a sintese protéica (Negatu & Meier, 1995), estimular a espermatogénese
(Dubois & Callard, 1993; Loir & L& Gac, 1994), induzir a maturacéo final de ovdcitos
(Maestro et al., 1997) e aumentar a adaptabilidade para a 4gua salgada (McCormick et
al., 1991). J4 o IGF-II é um importante fator de crescimento fetal em mamiferos (Baker
et al., 1993), mas a sua fungdo em peixes ndo esta claramente identificada (Duval et al.
2002).

Genes relacionados com o crescimento tém sido ligados a diferentes tipos de
promotores e, em alguns casos, utilizados com sucesso na producéo de peixes com taxas
de crescimento melhoradas e é provavel que tais linhagens de peixes geneticamente
modificados tenham um impacto significativo no futuro da aquicultura (Maclean, 1998).
Embora esta afirmacéo tenha uma grande possibilidade de se concretizar, é fato que a
aceleragdo do crescimento em peixes através da super expressdo de transgenes tem sido
observada em um ndmero razoavel de linhagens, porém nenhuma aceleracdo tem sido
observada em outras, incluindo um relato de caréncia de crescimento em linhagens
geneticamente selecionadas de truta (Devlin et al., 2001). Adicionalmente, maior
aceleragdo no crescimento tem sido observado em linhagens que apresentam niveis de
GH circulante relativamente mais baixos (de la Fuente et al., 1999). Estudos
demonstrando conseqiiéncias fenotipicas em peixes transgénicos para o GH, tém
resultados diferentes sobre o aumento no crescimento em relagdo a peixes normais
(Zhang et al., 1990; Du et al., 1992; Gross et al., 1992; Devlin et al., 1994).

O objetivo deste trabalho foi comparar o crescimento entre peixes homozigotos e
hemizigotos geneticamente modificados para o gene do GH e individuos n&o-
transgénicos, avaliando o peso, o comprimento padréo e a altura. Além disso, foram
analisadas as expressdes do transgene do GH e do gene do IGF-I entre as diferentes

classes.
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Material e métodos

Modelo experimental

Como modelo experimental para este trabalho foi escolhido o paulistinha (Danio
rerio) por apresentar uma serie de caracteristicas que o torna especialmente adequado
para estudos genéticos, dentre as quais podem ser destacadas o pequeno tamanho dos
embrides, o rdpido desenvolvimento e a transparéncia, facilitando a visualizagdo ao

microscopio de epifluorescéncia (Udvadia & Linney, 2003).

Obtencédo dos peixes

Os peixes transgénicos homozigotos utilizados para o experimento de
crescimento foram produzidos a partir do cruzamento entre individuos homozigotos
para o transgene msGH, oriundos da linhagem F0104 (Capitulo Il). Esta linhagem foi
produzida através da co-inje¢do dos transgenes cBA/GFP e cBA/msGH, o que permitiu
a identificacdo dos transgénicos pela expressdo do gene da proteina verde fluorescente.
Os individuos hemizigotos e ndo-transgénicos foram produzidos a partir do cruzamento
de machos hemizigotos da linhagem F0104 e fémeas ndo-transgénicas, sendo as
desovas analisadas em microscopio de epifluorescéncia (excitagdo 485 nm, emisséo 520

nm), para a classificacdo dos grupos.

Analise de crescimento dos peixes

Para o experimento de crescimento foram utilizados alevinos com 30 dias de
idade. Grupos de ndo-transgénicos, transgénicos hemizigotos e transgénicos
homozigotos foram cultivados separadamente por um periodo de 75 dias, em um
sistema de cultivo de circulacdo fechada, em aquarios com capacidade de 25 L. A
temperatura da agua foi mantida em 28 °C, oxigenacdo proxima da saturacdo, pH em
torno de 7 e fotoperiodo de 14 horas claro e 10 horas escuro. Os peixes foram
alimentados diariamente na proporcéo de 5% da biomassa total de cada experimento,
com ragdo comercial (Tetra Color Bits).

Foram utilizados 71 individuos n&o-transgénicos, 57 hemizigotos e 61
homozigotos, divididos em trés repeticdes. As biometrias foram realizadas a cada 15

dias, sendo que nas duas primeiras foram coletados somente os dados de peso, e a partir
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da terceira biometria foi iniciada a coleta dos dados de comprimento padréo e altura.
Este critério foi usado devido ao pequeno tamanho dos alevinos nas duas primeiras
biometrias, o que dificultava a manipulacdo dos mesmos. Em cada biometria, todos 0s
peixes foram analisados e posteriormente devolvidos aos aquarios. Para a manipulag&o,

os peixes foram anestesiados com tricaina (0,1 mg/ml).

Analise da expressdo do transgene cSA/msGH

A RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase, utilizando a transcritase reversa)
foi utilizada para analisar a expressdo génica de forma semi-quantitativa. Este método
foi desenvolvido por Chelly et al. (1988), o qual baseia-se na quantificacdo da
expressdo de um determinado gene, utilizando um gene enddgeno com expressdo
constitutiva como controle interno. Transcritos codificando proteinas estruturais,
enzimas metabdlicas, proteinas ribossomais podem ser usados como controles internos.
A funcdo do controle interno é agir como indicador das variagOes entre as diferentes
amostras nas reagdes de sintese do cDNA e na PCR. Apds a normalizagdo com base no
controle interno, os niveis de mRNA de cada amostra individual sdo comparadas
diretamente.

Ao final dos experimentos de crescimento foram utilizados trés individuos de
cada classe, amostrados aleatoriamente, para confirmar a presenca do transgene
CBA/msGH. Esses animais foram sacrificados e uma secgdo transversal da regido
abdominal foi retirada para a extra¢cdo do RNA total com o reagente Trizol (Invitrogen,
Brasil), conforme descrito pelo fabricante. Aproximadamente 5 ug de RNA de cada
individuo foi utilizado como molde para a RT-PCR com o primer AP (5’-
GGCCACGCGTCGACTAGTAC (T)17 - 3’ Invitrogen, Brasil). A sintese do cDNA foi
realizada através da enzima RT SuperScript Il (Invitrogen, Brasil), segundo protocolo
sugerido pelo fabricante.

O cDNA sintetizado foi utilizado para amplificar o transgene msGH por PCR
utilizando os primers EXO 293 (5’-GAAAGCTCTCTGCAGACGGAG-3’) e GHEXG6-
RIG (5’- AGAGTGCAGTTTGCCTCTGG-3’), o qual produz um fragmento de 467 pb
e ndo amplifica o gene do GH enddgeno do paulistinha. As reacdes da PCR foram
realizadas utilizando 38,1 pL de agua, 5,0 puL de tampdo PCR 10X, 1,5 uL de MgCl,
(50 mM), 1,0 uL de dNTP (10 mM), 2,0 uL de cDNA, 1,0 uL de cada primer (0,2 uM)
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e 0,4 uL de Platinum Taq polimerase (5 U/uL) (Invitrogen, Brasil), totalizando um
volume final de 50,0 uL para cada reagéo.

As condicBes de amplificagdo para a PCR do msGH foram constituidas de um
passo de desnaturagdo a 94 °C por 2 min, seguido de 25 ciclos de 94 °C por 15 s, 65 °C
por 30 s e 72 °C por 30 s e um passo final de elongacdo a 72 °C por 5 min. Apds a
amplificacdo as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etideo (0,5 png/mL) e fotografado para posterior analise de
densitometria das bandas observadas.

O gene da B-actina do paulistinha foi utilizado para normalizar a expressdo do
gene msGH, utilizando os mesmos cDNAs sintetizados anteriormente. Para a
amplificacdo desse gene foram utilizados os primers ZFBAC-FOR (5°-
CCCTTGTTCACAATAACCT-3’) e ZFBAC-REV (5°-
TCTGTTGGCTTTGGGATTCA-3’) desenhados por Pang & Ge (2002), em um volume
de 1,0 uL cada (0,2 uM). Para completar a reacdo da PCR foram usados 38,1 uL de
agua, 5,0 uL de tampdo PCR 10X, 1,5 uL de MgCl; (50 mM), 1,0 uL de dNTP (10
mM), 2,0 uL de cDNA e 0,4 uL de Platinum Taq polimerase (5 U/uL) (Invitrogen,
Brasil), totalizando um volume final de 50,0 pL para cada reagéo.

As condicbes de amplificacéo para a PCR do B-actina foram constituidas de um
passo de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, seguido de 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C
por 30 s e 72 °C por 1 min e um passo final de elongacdo a 72 °C por 5 min. Apés a
amplificacdo as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etideo e fotografado para posterior anélise de densitometria das

bandas observadas. O tamanho esperado do produto da PCR é de 380 pb.

Anélise da expressdo do gene do IGF-I

Foram utilizados, para a amplificagdo do gene do IGF-I, os mesmos cDNAs
produzidos para a verificagdo da expressdo do transgene msGH. Entretanto, foi
necessaria a realizagdo de duas PCRs, sendo que na primeira utilizou-se primers mais
externos e na segunda foi usado o primer reverso mais interno. Os primers foram
desenhados a partir da sequéncia do cDNA do IGF-1 do paulistinha, disponivel no
GenBank (AF268051). Para a primeira PCR foram utilizados os primers IGF-IF (5°-
GGCATTGGTGTGATGTCTT-3’) e AUAP (5’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’),
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em um volume de 0,25 pL (0,2 uM) cada. Para completar a reacdo da PCR foram
usados 9,525 uL de agua, 1,25 pL de tampdo PCR 10X, 0,375 pL de MgCl; (50 mM),
0,25 pL de dNTP (10 mM), 0,5 uL de cDNA e 0,1 uL de Platinum Taq polimerase (5
U/uL) (Invitrogen, Brasil), totalizando um volume final de 12,5 pL para cada reagdo.
As condicBes de amplificacdo para essa PCR constituiram-se de um passo de
desnaturacdo a 94 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 1 min
e 30 s e 72 °C por 30 s e um passo final de elongagéo a 72 °C por 5 min.

Para a segunda PCR foram usados os oligonucleotideos IGF-IF e IGF-IR (5’-
GTGTGTCGTTGTGCTCGTA-3’), num volume de 1,0 uL (0,2 uM) cada. Para
completar a reacdo da PCR foram usados 38,1 uL de agua, 5,0 puL de tamp&o PCR 10X,
1,5 uL de MgCl, (50 mM), 1,0 uL de dNTP (10 mM), 2,0 uL do produto resultante da
primeira PCR e 0,4 puL de Platinum Taq polimerase (5 U/uL) (Invitrogen, Brasil),
totalizando um volume final de 50,0 uL para cada reacao.

As condigdes de amplificacdo para a segunda PCR foram constituidas de um
passo de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C
por 1 mine 30 s e 72 °C por 30 s e um passo final de elongagdo a 72 °C por 5 min. Apds
a amplificagdo as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etideo e fotografado para posterior anélise de densitometria das
bandas observadas. O tamanho esperado do produto da PCR € de 345 pb. O gene da -

actina foi utilizado para normalizar a expresséo do gene do IGF-I.

Andlise estatistica

Para testar as diferencas no crescimento e na expressdo dos genes entre
individuos transgénicos homozigotos, hemizigotos e ndo-transgénicos foi utilizada
ANOVA, seguida pelo teste de multiplas comparagdes (TUKEY) (P<0,05), utilizando o

programa Statistic versao 6.0.
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Resultados

Crescimento dos peixes

No experimento de crescimento os individuos hemizigotos atingiram um peso
médio final (175,9 mg + 10,9) significativamente maior do que os homozigotos (127,2
mg *+ 7,8, P<0,01) e os ndo-transgénicos (147,9 mg + 6,8, P<0,05). A diferenca entre
hemizigotos (93,3 mg + 5,1) e homozigotos (63,6 mg + 2,3) comegou a ser evidenciada
quando o0s animais atingiram a idade de 75 dias (P<0,01). J& a diferenca entre
hemizigotos e ndo-transgénicos foi observada na Gltima biometria (P<0,05). Entre os
homozigotos e os ndo-transgénicos ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas, embora haja uma tendéncia dos homozigotos terem um peso médio final
menor (Figura 1).

Com relagdo as medidas de comprimento padrdo ndo foi observada diferenga
significativa entre as classes. Os individuos ndo-transgénicos obtiveram um
comprimento médio final de 19,3 mm (+ 0,2), os homozigotos de 18,1 mm (£ 0,3) e 0s
hemizigotos de 20,2 mm (£ 0,4) (Figura 2). Entretanto para as medidas de altura foi
encontrada uma relagdo com as medidas de peso, sendo que os hemizigotos (4,7 mm *
0,1) apresentaram uma altura média final significantemente maior do que o0s
homozigotos (4,1 mm + 0,1, P<0,01) e os ndo-transgénicos (4,5 mm + 0,1, P<0,01). Os
ndo-transgénicos atingiram uma altura média final significativamente maior que 0s
homozigotos (P<0,05). O ponto onde comegou a ocorrer a diferenciacdo entre
hemizigotos (3,64 mm =+ 0,1) e homozigotos (3,27 mm =+ 0,1) foi a partir da quarta
biometria (P<0,01), e entre os hemizigotos e 0s ndo-transgénicos foi somente na ultima
biometria (Figura 3).

O percentual de mortalidade durante o experimento de crescimento foi de 4,2%
(3/71) para os individuos néo-transgénicos, de 12,3% (7/57) para os hemizigotos e de

11,5% (7/61) para os homozigotos.
Expresséao do transgene cSA/msGH

Os animais homozigotos apresentaram uma expressdo 1,5 vezes maior para o

transgene msGH do que os hemizigotos, ap6s a normalizacdo dos dados pela expressdo
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do gene da fB-actina (P<0,01). Os peixes n&do-transgénicos ndo apresentaram, como

esperado, nenhuma expresséo para o transgene msGH (Figura 4).

Expressao do gene do IGF-I

Para a expressédo do gene do IGF-1 foi observado que os animais hemizigotos
apresentaram uma expressdo 1,75 vezes maior do que 0s ndo-transgénicos, quando 0s
resultados foram normalizados com a expresséo do gene da [-actina (P<0,01). Para 0s
individuos homozigotos ndo foi detectada nenhuma expresséo desse gene (Figura 5).

Discussao

Atualmente, existem inimeros estudos sobre a performance do crescimento com
vérias espécies de peixes transgénicos para GH, entretanto os trabalhos tém comparado
apenas o desempenho do crescimento entre individuos transgénicos hemizigotos em
relacdo aos ndo transgénicos (Hinits & Moav, 1999; Rahman & Maclean, 1999;
Morales et al., 2001; Devlin et al., 2004). O presente trabalho, contudo, avaliou o
crescimento de individuos transgénicos homozigotos e hemizigotos e ndo-transgénicos
visando determinar qual classe seria mais vantajosa para ser utilizada no cultivo. Os
resultados obtidos neste trabalho mostraram que os animais hemizigotos tiveram um
potencial de crescimento significativamente maior do que as outras duas classes, o que
também j& havia sido observado por Martinez et al. (1999) trabalhando com a tilapia
Oreochromis hornorum. Por outro lado, Rahman et al. (1998) trabalhando com a tilapia
Oreochromis niloticus verificaram que o crescimento de individuos homozigotos e
hemizigotos foi semelhante.

O maior crescimento dos individuos hemizigotos ndo se refletiu na expressdo do
gene do GH exo6geno, ja que essa foi aproximadamente 1,5 vezes menor do que a
observada nos homozigotos. Nam et al., (2000) trabalhando com uma linhagem de
Misgurnus mizolepis transgénica para o gene da CAT (clorofenicol acetil transferase)
observaram que a expressao desse gene foi cerca de 1,8 e 1,6 vezes maior no figado e
baco de individuos homozigotos quando comparados aos hemizigotos. Da mesma
forma, Rahman et al., (2000) trabalhando com a tilapia Oreochromis niloticus
transgénica para o gene da lacZ (B—galactosidase) encontraram uma expressdo duas

vezes maior deste gene nos homozigotos em relagdo aos hemizigotos.

52



Com a finalidade de elucidar a questdo da maior expressdo do gene do GH
exdgeno e o menor crescimento dos individuos homozigotos foi realizada a analise
genética do gene do IGF-I, que esté intimamente ligado ao crescimento corporal. A via
pela qual o processo do crescimento se desenvolve comeca pela sintese do GH na
hipofise, o qual é liberado na corrente sangliinea, onde vai atuar em determinados
Orgdos através da sua associacdo com receptores especificos (GHR) presentes na
superficie das células alvo, sendo que cada molécula de GH se associa a duas moléculas
de GHR. A ligacdo do GH com seu receptor induz a fosforilagdo de enzimas, que irdo
servir de sitios de ancoragem para as moléculas conhecidas como STATS, as quais
ativam genes especificos no desenvolvimento das respostas biolégicas ao GH, como 0s
IGFs. No presente estudo foi observado que os individuos hemizigotos apresentaram
uma expressao do gene do IGF-I significativamente maior que os ndo-transgénicos. Por
outro lado, nos homozigotos ndo foi evidenciada a expresséo desse gene, apesar deles
apresentarem uma expressao significativamente maior do gene do GH exdgeno. Ambos
os resultados confirmam o que foi encontrado nos experimentos de crescimento.

De acordo com de la Fuente et al. (1999), elevados niveis de GH podem
interferir com a capacidade de transducéo do sinal dos GHRs, j& que o excesso de GH
circulante pode impedir a formacdo do complexo ativo (GH/GHR), inibindo a
dimerizagdo necessaria para a sua atividade bioldgica. Isto ocorre porque cada molécula
de GH esté ligada a uma Gnica molécula de GHR. Como a molécula do GH possui dois
sitios de ligagdo com afinidades diferentes com o seu receptor, sendo que o sitio 1 €
considerado como o sitio de ligacdo preferencial e de alta afinidade, enquanto que o
sitio 2 é considerado como secundério e de baixa afinidade (Sundstrom et al., 1996), €
provavel que todas as moléculas de GH estejam associadas aos seus receptores apenas
pelo sitio 1. de la Fuente et al. (1999) demonstraram que o nimero e a afinidade de
ligacdo dos GHRs nédo variaram entre tilapias transgénicas e ndo-transgénicas e, além
disso, demonstraram que baixos niveis de GH exdgeno aceleram o crescimento por
permitirem uma melhor ocupacéo dos receptores. Esses resultados podem explicar a néo
deteccdo da expressdo do gene do IGF-1 e o menor crescimento dos individuos
homozigotos, assim como, a maior expressdo do gene do IGF-I e, consequentemente, 0

maior crescimento dos hemizigotos.
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De uma maneira geral, os resultados obtidos neste estudo demonstram que o
excesso de GH torna-se prejudicial ao organismo, ndo produzindo os efeitos
metabolicos esperados para o crescimento. Por outro lado, ficou comprovado que 0s
hemizigotos mostraram um melhor desempenho, sendo a classe mais indicada para o

cultivo.
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Legendas das Figuras:

Figura 1: Peso médio de paulistinhas (Danio rerio) transgénicos homozigotos (HO),
hemizigotos (HE) e ndo-transgénicos (NT), durante seis biometrias. Letras diferentes
representam diferencas significativas entre as classes (P<0,01). Os valores sé&o

expressos em mg = erro padréo.

Figura 2: Comprimento padrdo médio de paulistinhas (Danio rerio) transgénicos
homozigotos (HO), hemizigotos (HE) e ndo-transgénicos (NT), durante quatro

biometrias. Os valores sdo expressos em mm + erro padréo.

Figura 3: Altura média de paulistinhas (Danio rerio) transgénicos homozigotos (HO),
hemizigotos (HE) e ndo-transgénicos (NT), durante quatro biometrias. Letras diferentes
representam diferencas significativas entre as classes (P<0,01). Na biometria P6 a
diferenca entre NT e HO foi significativa (P<0,05). Os valores séo expressos em mm *

erro padrao.

Figura 4: Expressdo do gene do horménio do crescimento do peixe-rei marinho
(Odonthestes argentinensis) em paulistinha (Danio rerio) transgénicos homozigotos
(HO) e hemizigotos (HE) para este hormonio e ndo-transgénicos (NT). Letras diferentes
representam diferencas significativas entre as classes (P<0,01). Os valores sé&o

expressos como média + erro padrao.

Figura 5: Expressdo do gene do fator de crescimento tipo insulina I em paulistinha
(Danio rerio) transgénicos homozigotos (HO) e hemizigotos (HE) para o horménio do
crescimento do peixe-rei marinho (Odonthestes argentinensis) e ndo-transgénicos (NT).
Letras diferentes representam diferencas significativas entre as classes (P<0,01). Os

valores sdo expressos como média + erro padréo.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Discussdo Geral

Vérias estratégias para aumentar a producdo de peixes transgénicos na primeira
geracdo tém sido utilizadas, incluindo eletroporacgdo (Inoue et al., 1990), transferéncia
de gene mediante lipossomo (Szelei et al., 1994; Lu et al., 2002), introducdo de
transgenes através do sémen (Mdller et al., 1992) e a injecdo de DNA diretamente nas
gonadas de machos (Lu et al. 2002). Embora essas metodologias tenham apresentado
resultados promissores, a necessidade do cultivo de um numero significativo de
individuos transgénicos na primeira geracéo, para a posterior identificagdo daqueles
com potencial para gerar linhagens germinativas estaveis carregando o transgene de
interesse, ainda permanece. Este esforco é ainda maior quando a espécie alvo tem
tamanho avantajado e necessita de instalagdes de cultivo de grande porte, tais como
salmdes, linguados, carpas, trutas ou tilapias. Dessa forma, a metodologia aplicada neste
estudo permitiu a producdo de peixes transgénicos carregando, além do transgene de
interesse (GH), um transgene marcador (GFP), que possibilitou a avalia¢do individual
de cada transgénico gerado com base no padréo da expressdo da GFP observada no
microscopio de epifluorescéncia. Com isso, a selecdo de possiveis fundadores de
linhagens germinativas foi facilitada e, além disso, foi possivel reduzir o nimero de
organismos cultivados na primeira geragéo.

O principal problema do mosaicismo na geracdo de linhagens germinativas é o
fato de que as células gonadais dos individuos da primeira geracdo podem carregar
poucas ou nenhuma cdpia dos transgenes microinjetados, dificultando a transmisséo da
caracteristica para a descendéncia (Maclean, 1998). Entretanto, a classificacdo dos
individuos co-injetados em trés diferentes padrfes em relagdo a expressdo da GFP
permitiu a selecdo dos organismos com maior potencial de gerar linhagens
germinativas. Essa selecdo prévia, além de economizar tempo e espago, simplificou o
trabalho para a obtencéo de uma linhagem transgénica, j& que ndo foi necessério cultivar
todos os individuos da primeira geracdo até a maturacdo sexual, para a extracdo de
DNA das celulas germinativas e, s6 entdo, verificar se carregavam o transgene de
interesse. Além disso, a estratégia de co-inje¢do com o0 gene marcador permitiu
identificar uma, dentre seis linhagens produzidas, que continha ambos os transgenes

integrados no mesmo cromossomo, transmitindo estes juntos para a sua descendéncia. A
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transmissdo dos dois transgenes juntos facilitou a identificacdo de individuos
transgénicos nas geracBes seguintes, através de uma simples visualizacdo em
microscopio de epifluorescéncia.

Além da facilidade na identificagdo de transgénicos G, com potencial de gerar
linhagens germinativas, a estratégia da co-inje¢do tem aplicagdo direta nos casos onde a
utilizacdo de proteinas fusionadas com a GFP ndo é recomendada. Estudos onde o
objetivo é a avaliagdo da acdo de promotores tecido-especificos ou que atuam em
determinados estagios de desenvolvimento dos organismos, poderiam ser facilitados
pela aplicacdo da estratégia de co-injecdo com transgenes marcadores. Esta estratégia
pode tornar-se ainda mais eficiente devido a recente disponibilizacdo de plasmideos
carregando genes que codificam para proteinas fluorescentes com diferentes espectros
de emissdo como, por exemplo, a proteina vermelha fluorescente (RFP), da anémona
Discosoma sp. (Matz et al., 1999). Desta forma, genes que codificam para duas
proteinas fluorescentes podem ser utilizados de maneira complementar, onde um pode
estar associado a um promotor de expressdo ubiqua para avaliacdo do mosaicismo e
identificacdo dos possiveis fundadores de linhagens germinativas, enquanto que outro
pode ser utilizado para o estudo de um promotor especifico.

Com relagéo aos experimentos de crescimento foi verificado que os animais G,
assim como os individuos hemizigotos da linhagem F0104, apresentaram um maior
crescimento do que 0s ndo-transgénicos. Isto também ja foi observado em outras
espécies de peixes transgénicos para o GH, como tilapia (Rahman et al., 1998), salméo
(Du et al., 1992; Devlin et al. 1994), mud loach (Nam et al., 2001), carpa (Chatakondi
et al., 1995), bagre de canal (Dunham et al., 1992) e até mesmo no prdprio paulistinha
(Morales et al., 2001). Entretanto, os individuos homozigotos, apesar de terem uma
maior expressdo para o gene do GH exdgeno, apresentaram uma menor taxa de
crescimento do que os animais hemizigotos, semelhante ao encontrado por Martinez et
al. (1999). O menor crescimento observado nos animais homozigotos esta relacionado
com a auséncia de expressdo do gene do IGF-1, que tem, entre outras, a funcdo de ativar
a secrecao, pelos condrdcitos, de condroitina-sulfato e de colageno, ambos necessarios
para o crescimento da cartilagem e 0ssos e estimular a sintese protéica (Negatu &
Meier, 1995).
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A metodologia aplicada neste estudo permitiu que fossem feitas inferéncias
sobre 0s eventos de integracdo dos transgenes utilizados, possibilitando a identificagéo
de uma, dentre seis linhagens obtidas, que estava transmitindo ambos transgenes ligados
no mesmo cromossomo, facilitando a obtencdo de individuos homozigotos e
hemizigotos, destinados a experimentos de crescimento, onde os individuos hemizigotos
se mostraram mais viaveis, em termos de cultivo. A analise da expressdo do gene do
IGF-1 permitiu encontrar o motivo pelo qual os animais homozigotos, apesar de estarem
expressando mais o gene do GH exdgeno, ndo apresentaram um crescimento

proporcional a esta expresséo.
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Conclusodes Gerais

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

- A concentragdo de 18,3 ng/uL (10° cdpias) da construgdo genética da GFP
microinjetada foi mais eficiente na producéo de individuos transgénicos.

- A estratégia da co-injecdo de duas construgdes genéticas lineares na proporgéo
de 1:1 foi eficaz, devido ao grande nimero de organismos transgénicos produzidos na
primeira gerag&o.

- A selecdo de individuos fortes para a expressdo da GFP diminui o esforco
necessario para a obtengcdo de linhagens germinativas, diminuindo o ndmero de
organismos cultivados na primeira geragéo.

- A estratégia utilizada permitiu identificar uma linhagem, dentre seis, que estava
transmitindo ambos os transgenes, ligados no mesmo cromossomo, para a sua
descendéncia.

- A utilizagdo do gene da GFP como marcador, além de facilitar a identificagéo
de provaveis fundadores, permitiu uma facil selecdo dos individuos positivos nas
geracgdes seguintes.

- O gene do GH do peixe-rei marinho (Odonthestes argentinensis), além de ser
transcrito, produz um horménio biologicamente ativo no paulistinha (Danio rerio)
induzindo um maior crescimento nos individuos transgénicos.

- Os animais hemizigotos sdo os mais indicados para o cultivo por apresentarem
um potencial de crescimento significativamente maior do que 0os homozigotos,.

- O menor crescimento dos individuos homozigotos, quando comparados aos

hemizigotos, esta relacionado & auséncia de expresséo do gene do IGF-I.
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