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Resumo Geral 

A aquicultura tem crescido significativamente nas últimas décadas devido ao aumento 

da demanda de pescado no mundo e à estagnação do setor pesqueiro. Porém, este 

crescimento depende do desenvolvimento de novos pacotes tecnológicos que visem o 

aumento da produtividade. Uma alternativa é a manipulação genética (transgenia), 

sendo que o hormônio do crescimento (GH) tem sido o principal alvo das pesquisas com 

peixes transgênicos. Entretanto, está comprovado que o excesso de GH acarreta uma 

série de efeitos adversos devido a sua ação pleiotrópica. A ativação do eixo 

somatotrófico de forma tecido-específica e independente do excesso de hormônio 

circulante pode contornar estes problemas. Neste contexto, o objetivo desta tese foi 

superexpressar o gene do receptor do GH (GHR) no tecido muscular esquelético do 

zebrafish (Danio rerio) e estudar os efeitos desta manipulação sobre os mecanismos 

envolvidos na regulação gênica do crescimento muscular. A linhagem transgênica 

estável obtida expressa o GHR especificamente no tecido muscular 100 vezes mais do 

que os não transgênicos. Estes transgênicos não apresentaram aumento significativo no 

crescimento, provavelmente devido à queda na expressão do fator de crescimento tipo 

insulina I (IGF-I). Esta queda foi, provavelmente, relacionada à ação dos principais 

moduladores da sinalização do GH (SOCS1 e 3), os quais apresentaram-se aumentados 

nos transgênicos. Ainda, foi observada uma queda na expressão das principais proteínas 

musculares estruturais (Acta1, myhc4 e mylz2), o que explica a ausência de hipertrofia 

nos transgênicos. Por outro lado, o aumento na expressão dos principais fatores 

reguladores miogênicos (myod, myf5 e myog) explica a hiperplasia observada nas 

análises histológicas. Para verificar como a superexpressão do GHR ativou a transcrição 

dos fatores reguladores miogênicos (MRFs) e, por consequência a hiperplasia, foram 

estudados os possíveis mecanismos envolvidos neste processo. Dentre estes, tanto a via 

proliferativa (MEK/ERK) quanto à via relacionada com a síntese protéica (PI3K/Akt), 

não tiveram alteração na expressão de seus genes. Entretanto, foi observado aumento na 

expressão das proteínas de transporte para o núcleo (importinas 1, 3 e 1), podendo-

se concluir que a ativação dos MRFs está relacionada ao transporte do GHR para o 

núcleo das células musculares. Desta forma, pode se concluir que hiperplasia e 

hipertrofia seguem duas vias de sinalização intracelular distintas, ambas desencadeadas 

pelo GH, mas reguladas por mecanismos diferentes.  

Palavras-chave: receptor do hormônio do crescimento, zebrafish, Danio rerio, 

importina, fatores reguladores miogênicos, proteína vermelho fluorescente.  
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Abstract 

Aquiculture practice has been significantly increasing during the last decades due to the 

fish rising demand and to fishery activity stagnation. However, such increase depends 

on new technological packages development aiming to productivity rises. Genetic 

manipulation is an alternative, once growth hormone (GH) has been the main target on 

transgenic fish researches. Nevertheless, it has been proved that GH excess leads to 

many adverse effects due to its pleiotropic action. The somatotropic axis activation in a 

tissue-specific manner and independent on the circulating hormone excess may bypass 

these problems. Following these ideas, the present thesis objective was overexpressing 

GH receptor’s gene (GHR), in zebrafish (Danio rerio) skeletal muscular tissue, and 

studying such manipulation effects over the mechanisms involved in muscular growth 

gene regulation. The stable transgenic lineage obtained expresses GHR, specifically in 

muscular tissue, 100 times more than non-transgenic. These transgenic did not present 

significant growth, possibly due to a gene expression fall in insulin-like growth factor I 

(IGF-I). The mentioned fall is, probably, related to GH main signaling modulators 

(SOCS1 and 3) action, which were increased in transgenic. Also, a gene expression fall 

from the main structural muscle proteins (Acta1, myhc4 and mylz2) was observed, 

explaining the transgenic hypertrophy absence. However, the main myogenic regulatory 

factors (myod, myf5 and myog) expression rising explains the observed hyperplasia in 

histological analysis. Intending to verify how GHR overexpression has activated the 

myogenic regulatory factors (MRFs) transcription and, consequently, the hyperplasia, 

the mechanisms possibly involved in this process were studied. Among these, even the 

proliferative pathway (MEK/ERK) or the pathway related to protein synthesis 

(PI3K/Akt), did not presented gene expression altering. However, a gene expression rise 

in transporting proteins into nucleus (importins 1, 3 and 1) was observed, which 

may be understood as a correlation between MRFs activation and GHR transport into 

muscular cell’s nucleus. Therefore, it may be understood that hyperplasia and 

hypertrophy follow two distinct intracellular signaling pathways, both triggered by GH, 

but regulated by different mechanisms. These data may be important for aquiculture 

new transgenic lineages development.  

 

Key words: growth hormone receptor, zebrafish, Danio rerio, importin, myogenic 

regulatory factors, fluorescent red protein. 
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Introdução Geral 

O consumo mundial de organismos aquáticos tem crescido significativamente 

nas últimas décadas, devido ao crescimento da população e ao incentivo ao consumo. 

Segundo a FAO (2010), a produção mundial de pescado, incluindo a pesca e a 

aquicultura, atingiu o recorde de 142,3 milhões de toneladas em 2008, dos quais 115,1 

milhões foram utilizados para o consumo humano. Deste total, 46% referem-se à 

produção da aquicultura. Sem dúvida, este é o setor da produção de alimentos de origem 

animal que mais cresce no mundo, numa tentativa de atender a crescente demanda 

global por pescado que, segundo a própria FAO, atingirá 183 milhões de toneladas no 

ano de 2015. Entretanto, a taxa de crescimento atual da aquicultura não será suficiente 

para evitar uma escassez de peixes e produtos derivados de pescado nos próximos anos, 

uma vez que a maioria das pescarias comerciais atingiu seu potencial máximo e existem 

poucas perspectivas de crescimento do setor pesqueiro (Delgado et al., 2002). Neste 

sentido, fica evidente que o incremento da produção mundial de pescado depende, 

fundamentalmente, do crescimento da aquicultura. Entretanto, para que a aquicultura 

cresça em um ritmo mais acelerado, uma série de obstáculos precisa ser superada. Além 

dos fatores referentes à economia mundial e o preço do pescado, existe a necessidade do 

desenvolvimento de novos pacotes tecnológicos que incluam métodos de manejo de 

cultivo mais avançados, a utilização de espécies mais produtivas e, principalmente, 

novas aplicações biotecnológicas que permitirão uma maior produtividade e um menor 

impacto sobre os recursos hídricos disponíveis para esta atividade. 

 Os avanços na biotecnologia nas últimas décadas têm fornecido ferramentas 

importantes para a manipulação de genes e cromossomos em organismos vivos. O 

desenvolvimento de peixes transgênicos é um tema de grande interesse para a 

aquicultura devido ao potencial de melhoramento na produção que esta tecnologia pode 

oferecer (Zbikowska, 2003; Dunham, 2004). A transgênese envolve a transferência de 

uma característica de um organismo para outro pela introdução do gene correspondente 

que codifica tal característica. Desta forma, características novas, estáveis e 

determinadas geneticamente poderão ser incorporadas ao organismo receptor, com a 

possibilidade de serem transmitidas para a progênie. A tecnologia de transferência de 

genes já foi realizada com sucesso em mais de 35 espécies de peixes, com aplicações 

farmacológicas, industriais e para a aquicultura (Zbikowska, 2003; Rasmussen & 

Morrissey, 2007). Uma ampla variedade de genes tem sido utilizada para a produção de 

peixes transgênicos, com o objetivo de influenciar características importantes para o 
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cultivo, tais como crescimento, maturação, resistência ao congelamento e resistência a 

doenças (Rasmussen & Morrissey, 2007).  

 Entre as principais características importantes para a aquicultura, o crescimento 

tem sido um dos alvos mais frequentes da manipulação genética. O processo do 

crescimento se inicia através da síntese do hormônio do crescimento (GH) na hipófise, 

sendo este liberado na corrente sanguínea, onde irá atuar em determinados órgãos 

através da sua associação com receptores específicos (GHR) presentes na membrana das 

células alvo, ativando vias de sinalização intracelular que culminam com a transcrição 

de genes envolvidos no desenvolvimento das respostas biológicas ao GH (Fig. 1). Entre 

estes, talvez os mais importantes sejam aqueles que codificam para os fatores de 

crescimento tipo-insulina - IGFs (Schindler & Darnel Jr., 1995; Ihle, 1996), que tem sua 

transcrição ativada pela via de sinalização JAK2/STAT (Fig. 2). Os IGFs são pequenas 

cadeias polipeptídicas produzidas principalmente no fígado, que exercem uma 

influência direta nos processos de crescimento e desenvolvimento animal (Yakar et al., 

1999). Desta forma, as respostas biológicas do GH são desenvolvidas e controladas 

principalmente pelo denominado eixo somatotrófico, onde o IGF-I é o principal 

mediador da ação fisiológica do GH (Moriyama et al., 2000; Butler & Le Roith, 2001). 

 

 

Figura 1: Vias de sinalização intracelular do hormônio do crescimento (GH). 

 

Além desta, existem outras duas vias de sinalização intracelular que são ativadas 

pelo GH, funcionando como vias alternativas à principal JAK/STAT. A via PI3K/Akt 

leva ao aumento de massa muscular induzido pelo IGF-I (Rommel et al., 2001; 

Singleton & Feldman, 2001). A ativação de PI3K leva à fosforilação de fosfolipídios na 
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membrana celular, os quais recrutam e ativam a Akt (Coolican et al., 1997). Uma vez 

ativada, a Akt atua fosforilando o mTOR (alvo mamífero da rapamicina) e a quinase 

p70S6K, o que acarreta em aumento de síntese protéica, hipertrofia e inibição de 

apoptose (Fig. 3) (Bodine et al., 2001; Glass, 2003; 2005; Clemmons, 2009). A p70S6K 

atua fosforilando uma importante subunidade ribossomal que é necessária para a 

tradução de proteínas musculares (Clemmons, 2009). Já via MEK/ERK está presente 

como uma via alternativa de sinalização do GH bem como do IGF-I (Herrington & 

Carter-Su, 2001), estando relacionada ao processo proliferativo e de diferenciação 

celular (Coolican et al., 1997; Clemmons, 2009). A ativação da via de sinalização 

MEK/ERK ocorre após a ligação do hormônio ao seu receptor, levando à fosforilação 

de tirosinas mediada por serina/treonina quinases como Shc, Raf e MAPK (Fig. 4) 

(Chiou et al., 2007). Dentre estes fatores, as MAPK são cruciais para a regulação de 

importantes funções celulares em resposta a estímulos mitóticos (Seger & Krebs, 1995; 

Robinson & Cobb, 1997). Existem três classes de MAPK, sendo que foram analisadas 

no presente trabalho a MEK e a ERK. 

 

  

Figura 2: Via de sinalização intracelular do hormônio do crescimento (GH) JAK/STAT. 

 

Os primeiros estudos com a transferência do gene do GH apresentaram 

resultados bastante expressivos em termos de possibilidade de cultivo (Maclean & 

Talwar, 1984; Zhu et al., 1985). Estes estudos pioneiros abriram um novo campo de 

pesquisa com potencial considerável no melhoramento genético para a aquicultura. Em 
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mais de uma dúzia de espécies de peixes o GH tem sido manipulado, sendo que os 

melhores resultados foram obtidos por Devlin et al. (1994) com salmão coho 

(Oncorhynchus kisutch) e por Nam et al. (2001) com Misgurnus mizolepis. Estes 

estudos apontaram um aumento no crescimento dos indivíduos transgênicos de até 11 

vezes, em média, em relação aos controles não transgênicos. É provável que a 

manipulação genética do crescimento em peixes seja aplicada no futuro com o objetivo 

do aumento da produção da aquicultura comercial (Wu et al., 2003), sendo que num 

futuro bem próximo peixes transgênicos podem ser liberados para o consumo humano 

(Marris, 2010). Entretanto, é importante salientar que não obstante o desenvolvimento 

da transgênese seja estratégico para qualquer país, mais estudos devem ser 

desenvolvidos sobre o bem-estar e comportamento dos peixes manipulados para o GH 

(Hallerman et al., 2007) e também, sobre contenção genética dos transgênicos para 

evitar a sua introgressão em populações naturais (Wong et al., 2008). Além disso, se faz 

necessárias ações de esclarecimento sobre transgênicos para se contornar a resistência 

da opinião pública sobre estes indivíduos (Hodgson, 2001). 

 

 

Figura 3: Via de sinalização intracelular do hormônio do crescimento (GH) PI3K/Akt. 

 

Embora a manipulação do gene do GH tenha mostrado resultados promissores 

com relação ao crescimento em peixes, o seu excesso pode acarretar em efeitos 

colaterais indesejados. É sabido que o GH atua em vários processos além do 
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crescimento, produzindo efeitos pleiotrópicos sobre a morfologia, fisiologia, 

metabolismo, imunologia e comportamento (Devlin et al., 2006). Portanto, é óbvio que 

a manutenção deste hormônio em níveis suprafisiológicos pode acarretar numa série de 

efeitos indesejados sobre outros sistemas dentro do organismo. Mori et al. (2007) 

observaram alterações na expressão de genes do fígado, imunológicos, reprodutivos e 

relacionados ao crescimento em salmão amago (Oncorhynchus masou). Como resultado 

da superexpressão do GH ou de sua administração, um aumento significante nas taxas 

metabólicas e no consumo de oxigênio também foram observados no salmão do 

Atlântico (Cook et al., 2000; Herbert et al., 2001) e na tilápia (McKenzie et al., 2000; 

2003). Em camundongos foi comprovado que o excesso de GH produz uma redução na 

expectativa de vida (Bartke et al., 2002). 

 

 

 Figura 4: Via de sinalização intracelular do hormônio do crescimento (GH) MEK/ERK. 

 

Com o objetivo de estudar os efeitos colaterais do excesso de GH, nosso grupo 

de pesquisa desenvolveu um modelo de peixe transgênico (zebrafish - Danio rerio) que 

superexpressa o GH do peixe rei marinho (Odonthestes argentinensis), sendo a primeira 

linhagem de peixes transgênicos produzida no Brasil (Figueiredo et al., 2007a). Esta 

linhagem, denominada F0104, já é reconhecida internacionalmente e integra o “The 

Zebrafish Model Organism Database” (ZFIN - http://zfin.org). Estudos com diferentes 

genótipos da linhagem F0104 reportam um aumento significativo na taxa de 

crescimento de indivíduos hemizigotos e, também, no nível de expressão dos genes do 

GHR e do IGF-I no fígado. Entretanto, para os homozigotos que expressam o dobro do 



 

6 

 

GH em relação aos hemizigotos, o crescimento não foi diferente dos controles não 

transgênicos, o que sugere um nível ótimo do hormônio em condições de alimentação 

controlada, sendo que o seu excesso não produz efeito sobre o crescimento (Figueiredo 

et al., 2007b). Em estudos mais recentes com esta linhagem, Rosa et al. (2010) 

observaram envelhecimento acelerado, causado provavelmente pela diminuição das 

defesas antioxidantes, enquanto que Studzinski et al. (2009) demonstraram que a falta 

de crescimento proporcional ao GH produzido em indivíduos homozigotos pode estar 

relacionada com o custo energético da ativação de um mecanismo de regulação negativa 

do eixo somatotrófico baseado no aumento da expressão hepática de proteínas 

bloqueadoras da sinalização intracelular do GH, as SOCS (supressores da sinalização de 

citoquinas). Estas proteínas atuam regulando a ativação das vias de sinalização 

intracelular JAK/STAT e PI3K/Akt (Fig. 5) (Himpe & Kooijman, 2009). Outros efeitos 

adversos da superexpressão do GH foram observados nos indivíduos desta linhagem, 

como aumento na geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo uma 

consequência do aumento do consumo de oxigênio e da taxa metabólica (Rosa et al., 

2008; 2011). 

 

 

Figura 5: Ação regulatória das proteínas da família dos supressores da sinalização de citoquinas, 

SOCS 1 e SOCS 3. 

 

Todas estas informações apontam para uma série de efeitos fisiológicos 

colaterais causados pelo excesso de GH, os quais podem ter implicações importantes na 

aplicação desta tecnologia para aquicultura. Além disso, uma questão importante que 

ainda não foi esclarecida é a possibilidade do GH que está em excesso no peixe 



 

7 

 

transgênico exercer um efeito no consumidor da sua carne. Embora este hormônio seja 

uma proteína que poderia ser digerida no trato digestório, Liu et al. (2008) 

demonstraram que linguados (Paralichthys olivaceus) após serem alimentados com a 

cianobactéria Synechocystis sp. transgênica para o GH do próprio linguado, cresceram 

quase 50% a mais do que os controles. Outros experimentos com peixes demonstraram 

que o fornecimento via oral do GH resulta em um aumento significativo no crescimento 

(Tsai et al., 1997, Jeh et al., 1998). Estas observações apontam para a necessidade de 

uma alternativa para a aplicação da transgenia na aquicultura, de forma que o aumento 

no crescimento seja obtido sem efeitos colaterais negativos sobre o peixe e, também, 

sem qualquer risco para o consumidor final. 

 Uma alternativa para a manipulação do crescimento pode ser a aplicação da 

transgenia para aumentar os níveis de GHR em um tecido alvo, ao invés de aumentar os 

níveis do hormônio circulante. Este novo paradigma da manipulação genética traz duas 

possibilidades interessantes. Primeiro, o animal teria condições de regular os níveis de 

hormônio conforme suas necessidades momentâneas, possibilitando a utilização 

adequada da energia disponível. Isto é importante, pois no caso dos modelos 

transgênicos correntemente utilizados, o excesso de GH circulante não pode ser 

regulado pelo organismo, o que implica em um crescimento obrigatório, mesmo em 

condições desfavoráveis, acarretando em efeitos metabólicos indesejados. Em segundo 

lugar, a utilização de promotores (sequências regulatórias) tecido-específicos, pode 

direcionar o efeito do GH circulante para aqueles tecidos de maior interesse para o 

incremento da produtividade do organismo a ser cultivado. Dentre os tecidos, o músculo 

aparece como principal candidato para o desenvolvimento destes novos transgênicos. 

Um peixe transgênico com estas características poderia, em tese, regular os seus níveis 

de GH circulante de forma a manter seu equilíbrio metabólico sem originar os efeitos 

colaterais negativos e, ao mesmo tempo, maximizar a utilização do hormônio circulante 

produzido naturalmente no tecido-alvo através de um aumento na quantidade de 

receptores nas membranas celulares. Neste exemplo, o resultado esperado seria um 

peixe com maior quantidade de tecido muscular, porém com os níveis normais de GH 

ou IGF-I circulante. 

 A manipulação genética em receptores de GH não é novidade em mamíferos. 

Isto já foi obtido em camundongos, nos quais o GHR foi nocauteado e obteve-se uma 

linhagem resistente ao GH a qual mostrou uma maior longevidade em relação aos 

animais controle (Zhou et al., 1997). Recentemente, Ishtiaq Ahmed et al. (2011) 
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observaram crescimento acelerado em zebrafish transgênico superexpressando GHR 

ativado constitutivamente devido a introdução de zíperes de leucina na estrutura da 

molécula. Porém, estes autores utilizaram uma construção direcionada pelo promotor 

CMV, o qual levou à expressão do GHR em todos os tecidos. É provável que a criação 

de um modelo de peixe transgênico superexpressando o GHR somente no tecido 

muscular esquelético, produza IGF-I com ação parácrina e autócrina e não afete os 

níveis de IGF-I circulante normalmente produzido pelo fígado. Estes animais 

representariam um novo modelo de hipersensibilidade tecido-específica ao hormônio, 

com a possibilidade de não apresentar os efeitos adversos decorrentes do excesso de GH 

circulante. 

 No caso de uma linhagem transgênica superexpressando o GHR em tecido 

muscular, os fatores miogênicos seriam bons marcadores para avaliar o efeito da 

transgenia neste modelo. O crescimento da musculatura esquelética em peixes se faz 

pela proliferação e diferenciação das células progenitoras miogênicas, também 

conhecidas como mioblastos adultos ou células miossatélites, responsáveis pelo 

crescimento hiperplásico e hipertrófico das fibras musculares (Rowlerson & Veggetti, 

2001; Johansen & Overturf, 2005, Johnston et al., 2011). A hiperplasia e a hipertrofia 

são reguladas pelos fatores reguladores miogênicos (MRFs) MyoD, Myf5, miogenina, e 

MRF4 (Watabe, 1999; 2001). Os MRFs possuem um domínio central conservado 

conhecido como E-box, o qual é importante para que os MRFs reconheçam uma 

sequência no DNA presente na região promotora da maioria dos genes músculo-

específicos (Lassar et al., 1989; Murre et al., 1989; Blackwell & Weintraub, 1990). 

Kuradomi et al. (2011) trabalhando com animais hemizigotos da linhagem F0104 

demonstraram que a hipertrofia observada nos transgênicos é independente da ação do 

IGF-I muscular e pode estar relacionada com a miogenina, sugerindo um efeito direto 

do GH circulante sobre o desenvolvimento muscular e expressão de fatores miogênicos. 

 Portanto, o objetivo desta tese foi superexpressar o gene do GHR no tecido 

muscular esquelético do zebrafish e estudar os efeitos desta manipulação sobre os 

mecanismos envolvidos na regulação gênica do crescimento muscular. No primeiro 

capítulo foi produzida a linhagem estável, denominada MYO-GHR, e realizados os 

experimentos de crescimento, análise histológica do tecido muscular esquelético e 

análises de expressão de genes. No segundo capítulo foi estudado como a 

superexpressão do GHR ativou a expressão dos MRFs, através de análise de expressão 

de genes de proteínas que poderiam estar relacionadas a este processo. Como modelo 
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experimental para este trabalho foi escolhido o zebrafish (Fig. 6), por este apresentar 

uma série de características que o torna especialmente adequado para estudos genéticos, 

como baixo custo de manutenção, pequeno espaço exigido, rápido ciclo de gerações 

(dois a três meses), grande número de descendentes, estágios de desenvolvimento bem 

caracterizados e ovos com córion relativamente fino e translúcido, sendo adequados 

para os procedimentos de manipulação e microinjeção (Udvadia & Linney, 2003). 

Ainda, o zebrafish tem sido citado como um excelente modelo genético com 

possibilidade de extrapolação dos resultados obtidos para espécies comercialmente 

importantes na aquicultura (Dahn & Geisler, 2006). Cabe ressaltar que o genoma 

completo do zebrafish já foi sequenciado e encontra-se disponível no Banco Mundial de 

Genes (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), o que facilita sobremaneira os estudos 

envolvendo a manipulação genética. 

 

 

 Figura 6: Modelo experimental utilizado na presente tese, zebrafish (Danio rerio). 

 

Objetivo Geral 

 Superexpressar o gene do GHR no tecido muscular esquelético do zebrafish e 

estudar os efeitos desta manipulação sobre os mecanismos envolvidos na regulação 

gênica do crescimento muscular. 
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Resumo 

Apesar da transgênese para o hormônio do crescimento (GH) ter demonstrado potencial 

para aumentar o crescimento de espécies comercialmente importantes, o excesso de 

hormônio pode resultar em efeitos colaterais indesejados. Neste contexto, o objetivo 

deste trabalho foi desenvolver um novo modelo de zebrafish (Danio rerio) 

geneticamente modificado, caracterizado por uma superexpressão músculo-específica 

do gene do receptor do hormônio do crescimento (GHR), avaliando o efeito da 

transgênese sobre o crescimento, a estrutura muscular e a expressão de genes 

relacionados com o crescimento. Zebrafish transgênicos superexpressando GHR no 

músculo esquelético não revelaram diferença significativa no peso total em relação aos 

não-transgênicos. Isto pode ser explicado por uma redução significativa na expressão de 

genes relacionados ao eixo somatotrófico, em especial do fator de crescimento tipo 

insulina I (IGF-I). No mesmo sentido, um aumento significativo na expressão dos 

supressores da sinalização de citoquinas 1 e 3 (SOCS) foi encontrado em transgênicos. 

Surpreendentemente, a expressão dos genes que codificam os principais fatores 

reguladores miogênicos (MRFs) foi maior nos zebrafish transgênicos do que nos não-

transgênicos. Genes que codificam para proteínas musculares não seguiram o perfil dos 

MRFs, mostrando uma diminuição significativa em suas expressões. Estes resultados 

foram corroborados pela análise histológica, onde um crescimento muscular 

hiperplásico foi observado em transgênicos. Em conclusão, nossos resultados 

demonstraram que a superexpressão do GHR não induz crescimento muscular 

hipertrófico em zebrafish transgênicos provavelmente devido ao controle das SOCS 

sobre o eixo GHR/IGF-I, culminando em diminuição na expressão do IGF-I e das 

proteínas musculares. Portanto, parece que a hipertrofia e hiperplasia seguem dois 

caminhos distintos para o crescimento muscular completo, ambos desencadeados pela 

ativação do GHR, mas regulados por mecanismos diferentes. 

 

Palavras-chave 

Zebrafish transgênico; Receptor do hormônio do crescimento; Fator de crescimento tipo 

insulina I; Supressores da sinalização de citoquinas; Hiperplasia; Músculo esquelético  
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Abstract 

Even though growth hormone (GH) transgenesis has demonstrated potential for 

improved growth of commercially important species, the hormone excess may result in 

undesired collateral effects. In this context, the aim of this work was to develop a new 

model of genetically modified zebrafish (Danio rerio) characterized by a muscle-

specific overexpression of the growth hormone receptor (GHR) gene, evaluating the 

effect of transgenesis on growth, muscle structure and expression of growth-related 

genes. Transgenic zebrafish overexpressing GHR in skeletal muscle revealed no 

significant difference in total weight in comparison to non-transgenics. This can be 

explained by a significant reduction in expression of genes related to the somatotrophic 

axis, in special insulin-like growth factor I (IGF-I). In the same sense, a significant 

increase in expression of the suppressors of cytokine signaling 1 and 3 (SOCS) was 

encountered in transgenics. Surprisingly, expression of genes coding for the main 

myogenic regulatory factors (MRFs) was higher in transgenic than non-transgenic 

zebrafish. Genes coding for muscle proteins did not follow the MRFs profile, showing a 

significant decrease in their expression. These results were corroborated by the 

histological analysis, where a hyperplasic muscle growth was observed in transgenics. 

In conclusion, our results demonstrated that GHR overexpression does not induce 

hypertrophic muscle growth in transgenic zebrafish probably because of SOCS 

impairment of the GHR/IGF-I pathway, culminating in IGF-I and muscle proteins 

decrease. Therefore, it seems that hypertrophy and hyperplasia follow two different 

routes for entire muscle growth, both of them triggered by GHR activation, but 

regulated by different mechanisms. 

 

Key words 

Transgenic zebrafish; Growth hormone receptor; Insulin-like growth factor I; 

Suppressors of cytokine signaling; Hyperplasia; Skeletal muscle. 
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Introdução 

Os avanços na biotecnologia nas últimas décadas têm fornecido ferramentas importantes 

para a manipulação de genes e cromossomos em organismos vivos. O desenvolvimento 

de peixes transgênicos é um tema de grande interesse para a aquicultura devido ao 

potencial de melhoramento na produção que esta tecnologia pode oferecer (Zbikowska 

2003; Dunham 2004). O gene do hormônio do crescimento (GH) tem sido manipulado 

de forma a aumentar a concentração plasmática do hormônio, induzindo a um aumento 

no desempenho do crescimento de espécies de peixes comercialmente importantes. De 

fato, a expressão em nível aumentado deste gene tem levado a resultados expressivos 

como reportado por Devlin et al. (1994) para o salmão coho (Oncorhynchus kisutch), 

Pitkänen et al. (1999) para o Salvelinus alpinus e por Nam et al. (2001) para Misgurnus 

mizolepis. Estes estudos mostraram que níveis suprafisiológicos do GH podem ser 

obtidos pela manipulação genética, levando a um incremento significativo nas taxas de 

crescimento através de um aumento na sinalização intracelular do eixo somatotrófico 

com seus consequentes efeitos biológicos. 

O GH é um hormônio polipeptídeo adenohipofisário que, além do estímulo ao 

crescimento somático, também está implicado em outros mecanismos fisiológicos em 

peixes, tais como a mobilização de energia, desenvolvimento gonadal, osmorregulação, 

apetite, comportamento social, morfologia, e imunologia (Björnsson et al. 2002; Devlin 

et al. 2006; Canosa et al. 2007). O GH livre na corrente sanguínea pode se ligar a 

receptores presentes nas membranas de determinadas células, promovendo uma 

sinalização intracelular constituída por uma série de reações de fosforilação em cascata 

que efetivam o eixo somatotrófico. Os receptores de membrana que reconhecem o GH, 

denominados GHR, são membros da família de receptores de citoquinas tipo I (Butler e 

Le Roith 2001; Waters et al. 2006) que, quando complexados ao hormônio, induzem à 

fosforilação de enzimas da família Janus kinase (JAK) normalmente associadas à 

porção intracelular do receptor (Argetsinger et al. 1993; VanderKuur et al. 1994, 1995). 

Uma vez ativadas, as JAKs fosforilam regiões intracelulares específicas do receptor que 

funcionam como sítios de ancoragem para fatores de transcrição citoplasmáticos da 

família das STATs (sinais de tradução e ativadores de transcrição). As STATs, quando 

fosforiladas, formam dímeros e se translocam para o núcleo ativando a transcrição de 

genes específicos envolvidos nas respostas biológicas ao GH. 

 Toda esta via de sinalização desencadeada pelo GH pode ser controlada de 

diversas maneiras. É necessário manter o hormônio em níveis adequados ou até mesmo 
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ausente em algumas situações fisiológicas ou metabólicas específicas. A forma mais 

reconhecida de controle dos níveis de GH circulante está no mecanismo de 

retroalimentação negativa que o próprio GH e o IGF-I (fator de crescimento tipo 

insulina I) exercem sobre a secreção do hormônio pela adenohipófise (Björnsson et al. 

2002). Isto é importante devido ao fato do GH ter um amplo espectro de atuação sobre 

diversos mecanismos fisiológicos e seu excesso pode causar efeitos colaterais adversos 

ao organismo (Devlin et al. 2004). 

 A forma com que o GH escolhe suas células-alvo também pode ser considerada 

como um mecanismo de regulação. Sabe-se que as células-alvo são aquelas que 

apresentam moléculas de GHR disponíveis em suas membranas. Desta forma, se as 

células têm capacidade de controlar a expressão de seus receptores, elas também podem 

controlar os níveis de sinalização intracelular de forma independente das concentrações 

de GH circulante. De fato, os níveis de GHR parecem variar de forma antagônica ao do 

GH, compensando a sinalização e até mesmo bloqueando a atuação do hormônio em 

alguns tecidos através de um fenômeno de resistência (Bartke et al. 2002; Figueiredo et 

al. 2007a). 

 Os níveis de GH circulante e a quantidade de receptores presentes na membrana 

das células-alvo são determinantes para o controle da sinalização intracelular. 

Entretanto, as células dispõem de mecanismos adicionais que podem auxiliar neste 

processo. Recentemente, a função de controle da sinalização intracelular do GH tem 

sido atribuída às proteínas da família SOCS (supressores da sinalização de citoquinas) 

(Croker et al. 2008). Estas proteínas podem se ligar aos receptores ou às JAKs 

impedindo a fosforilação das STATs (Baker et al. 2009) e, consequentemente, a 

sinalização intracelular promovida pelo GH presente na corrente sanguínea.  

 Quando o eixo somatotrófico não está bloqueado e o GH encontra-se disponível 

na corrente sanguínea, a sinalização intracelular nas células-alvo culmina com a 

ativação de uma série de genes relacionados ao crescimento. Entre estes, encontra-se o 

IGF-I, o qual é considerado como o principal efetor indireto do GH na promoção do 

crescimento e diferenciação de tecidos (Daughaday 2000; Butler e Le Roith 2001).  

Embora o IGF-I seja produzido em vários tipos celulares que são alvos para o GH, seu 

maior sítio de produção é o fígado e a partir daí é exportado para a corrente sanguínea 

tornando-se, ele próprio, um agente complementar importante para o crescimento 

somático (Sjögren et al. 2002; Janssen 2009). 
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Além do fígado, um dos principais alvos do GH circulante é o tecido muscular. 

Em se tratando de cultivo de peixes, este tecido tem fundamental importância, pois 

representa, em geral, o produto final a ser comercializado. Sabe-se que o crescimento da 

musculatura esquelética em peixes se faz pela proliferação e diferenciação das células 

progenitoras miogênicas, também conhecidas como mioblastos adultos ou células 

miossatélites. Estes são responsáveis pelo crescimento hiperplásico e hipertrófico das 

fibras musculares (Koumans e Akster 1995; Johansen e Overturf 2005). A hiperplasia e 

a hipertrofia são reguladas por fatores reguladores miogênicos (MRFs) que incluem 

myod, miogenina (myog) e myf5 (Watabe 1999; 2001). Os MRFs reconhecem 

sequências nucleotídicas específicas no DNA que estão presentes nas regiões 

promotoras da maioria dos genes músculo-específicos, influenciando sua transcrição 

(Lassar et al. 1989; Murre et al. 1989; Blackwell e Weintraub 1990). 

O avanço no conhecimento sobre os mecanismos de sinalização e regulação do 

GH permite deduzir que o seu excesso pode acarretar em efeitos colaterais indesejados. 

O próprio desenvolvimento de vários mecanismos de controle da sinalização 

intracelular deste hormônio pelos organismos constitui-se em evidência de que o 

controle rigoroso de seus níveis é absolutamente necessário. Desta forma, parece óbvio 

que a manutenção deste hormônio em níveis suprafisiológicos através da manipulação 

genética pode acarretar numa série de alterações metabólicas com resultados 

imprevisíveis sobre outros sistemas fisiológicos em que o GH tem ação reconhecida 

(Devlin et al. 2006). Mori et al. (2007) observaram alterações na expressão de genes do 

fígado, imunológicos, reprodutivos e relacionados ao crescimento, em salmão amago 

(Oncorhynchus masou). Como resultado da superexpressão do GH ou de sua 

administração, um aumento significante nas taxas metabólicas e no consumo de 

oxigênio também foram observados no salmão do Atlântico (Cook et al. 2000; Herbert 

et al. 2001), na tilápia (McKenzie et al. 2000; 2003) e no zebrafish (Rosa et al. 2008; 

2011). 

Uma alternativa possível para a manipulação do crescimento pode ser a 

aplicação da transgenia para aumentar os níveis de GHR em um tecido alvo, ao invés de 

aumentar os níveis do hormônio circulante. Este novo paradigma da manipulação 

genética traz duas possibilidades interessantes. Primeiro, o animal terá condições de 

regular os níveis de hormônio conforme suas necessidades momentâneas, possibilitando 

a utilização adequada da energia disponível. Em segundo lugar, a utilização de 

promotores tecido-específicos, pode direcionar o efeito do GH circulante para aqueles 
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tecidos de maior interesse para o incremento da produtividade do organismo a ser 

cultivado. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um novo 

modelo de peixe geneticamente modificado que se caracteriza por uma superexpressão 

músculo-específica do gene do GHR, avaliando o efeito da transgenia sobre o 

crescimento, estrutura muscular e expressão de genes relacionados ao crescimento. 

Como modelo experimental para este trabalho foi utilizado o zebrafish, o qual tem sido 

citado como um modelo genético com possibilidade de extrapolação dos resultados 

obtidos para espécies comercialmente importantes na aquicultura (Dahn e Geisler 

2006). 

 

Material e Métodos 

Produção das construções genéticas 

Para a produção dos peixes transgênicos foram utilizadas duas construções genéticas co-

injetadas em ovos recém-fertilizados no estágio de uma célula. Estas construções 

tiveram como base o plasmídeo comercial pDsRed-Express-DR (Clontech Laboratories, 

Inc.), que codifica uma variante desestabilizada da proteína vermelha fluorescente de 

Discosoma sp. (DsRed), e permite a inserção de promotores para direcionar a sua 

expressão. Foi utilizado um fragmento de 2.582 pares de bases do promotor da miosina 

de cadeia leve 2 (mylz2) do zebrafish, o qual foi amplificado através de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers MYO-FOR (5’-

CGAATTCGGATATTTTCAAAGCCAATCG-3’) e MYO-REV (5’-

CGGATCCGTCGAGACGGTATGTGTGAAG-3’). Para o isolamento do gene do 

GHR, PCR por transcrição reversa (RT-PCR) foram realizadas com os primers  

zfGHR2-FOR (5’-CGGATCCATGGCTCACTCGCTCTCTCTCGA-3’) e zfGHR3-

REV (5’- GCGGCCGCAGCTTTTAATAGTCCCCTCATGG-3’). Ambas PCRs foram 

realizadas em reações de 25 L contendo um volume de 2,5 μL de 10× PCR buffer, 0,2 

μM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 0,75 mM de MgCl2, 0,2 unidades de 

Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Brasil) e 1 μL de solução de DNA. As 

reações foram incubadas a 94 °C por 1 min, seguida por 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min 

a 57 °C e 2,5 min a 72 °C, com um passo de extensão final de 10 min a 72 °C. Os 

fragmentos foram purificados do gel de agarose atavés do kit illustra GFX PCR DNA 

and Gel Band Purification (GE Healthcare, Brasil), conforme recomendação do 

fabricante. 
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O fragmento do promotor da mylz2 foi inserido no plasmídeo pDsRed-Express-

DR através do acréscimo, em suas extremidades 5’ e 3’, de sítios de restrição para as 

endonucleases de restrição EcoR I e BamH I, respectivamente, produzindo a construção 

denominada pMYO-Red (Fig. 1c). Para a substituição da DsRed pelo cDNA do GHR, 

foi inserido, nas extremidades 5’ e 3’ deste último, os sítios de restrição para as 

endonucleases de restrição BamH I e Not I, respectivamente, sendo obtida a construção 

pMYO-GHR (Fig. 1b). Para a linearização das construções, os primers MCS-FOR (5’-

GACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTT-3’) e Bgl II-PA (5’- 

CAGATCTTGAGTTTGGACAAACCACAAC-3’) foram utilizados. A PCR foi 

realizada em reações de 25 L conforme descrito anteriormente. As reações foram 

incubadas a 94 °C por 1 min, seguida por 37 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min a 60 °C e 4 

min a 72 °C, com um passo de extensão final de 10 min a 72 °C. Os fragmentos foram 

purificados do gel, conforme descrito anteriormente. Após este processo, as construções 

foram denominadas de MYO-RED e MYO-GHR. 

 

Manutenção dos peixes e produção dos transgênicos 

Os peixes foram cultivados em um sistema de cultivo de circulação de água fechada de 

acordo com Westerfield (1995). Aproximadamente 500 embriões no estágio de uma 

célula foram microinjetados seguindo o protocolo geral recomendado por Vielkind 

(1992) utilizando um picoinjetor motorizado IM-30 (Narishige, Japão) para injetar 

aproximadamente 300 pL de solução de DNA, representando um número final de 10
6
 

cópias de cada transgene por embrião. Embriões microinjetados foram incubados a 28 

°C até a eclosão, quando foram analisados em microscópio de epifluorescência 

(excitação = 557 nm; emissão = 579 nm). Larvas foram classificados através dos 

padrões de expressão da DsRed, conforme Figueiredo et al. (2007a). 

Aproximadamente 50 larvas F0 DsRed positivas foram obtidas, mas somente 

quatro indivíduos com expressão forte de DsRed foram cultivadas até a maturidade e 

reproduzidas separadamente com peixes não transgênicos (tipo selvagem). Para 

confirmar a presença da construção MYO-GHR nos peixes da F1, um pequeno pedaço 

da nadadeira caudal dos peixes positivos para a DsRed foi retirado para a extração do 

DNA genômico (Sambrook et al. 1989). O gene MYO-GHR foi amplificado por PCR 

utilizando os primers zfGHR2-FOR e Bgl II-PA e os primers MYO-FOR e zfGHR3-

REV, como descrito anteriormente. As PCRs foram realizadas em reações de 12,5 L 



 

25 

 

contendo um volume de 1,25 L de 10× PCR buffer, 0,2 μM de cada primer, 0,2 mM de 

cada dNTP, 0,75 mM de MgCl2, 0,1 unidade de Platinum Taq DNA polymerase 

(Invitrogen, Brasil) e 0,5 μL de solução de DNA. As reações foram incubadas a 94 °C 

por 1 min, seguida por 33 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min a 60 °C e 2 min a 72 °C, com 

um passo de extensão final de 10 min a 72 °C. Após, os peixes F1 foram 

individualizados e reproduzidos com animais não transgênicos. Cinco larvas positivas 

para DsRed e cinco negativas (F2), filhas de cada um dos peixes reproduzidos, foram 

sacrificadas e o DNA genômico extraído. Este DNA foi utilizado como molde para 

amplificação por PCR do transgene MYO-GHR, utilizando os primers zfGHR2-FOR e 

Bgl II-PA, para verificação da presença deste. 

 

Análise de crescimento 

Peixes transgênicos e seus irmãos não transgênicos da F2 foram cultivados até três 

meses de idade em um sistema de circulação de água fechado composto de aquários 

com capacidade de 15 L. Foram utilizados 18 peixes de cada grupo. A qualidade da 

água foi monitorada uma vez ao dia, e temperatura, pH, compostos nitrogenados e 

fotoperíodo foram mantidos de acordo com os requerimentos para o zebrafish 

(Westerfield 1995). Os peixes foram alimentados com ração comercial com alto nível 

protéico (47,5%) duas vezes ao dia, até a saciedade aparente. Aos 45, 60, 75 e 90 dias os 

peixes foram anestesiados (Tricaína, 0,1 mg/mL) para a realização das biometrias. 

Infelizmente, os dados de 75 dias foram perdidos e o peso não pode ser analisado neste 

ponto. 

 

Expressão gênica  

Para a análise de expressão de genes foram utilizados animais transgênicos e não 

transgênicos irmãos com 45 dias de vida. Para a expressão do GH foi extraído o RNA 

total da hipófise, e para a análise dos demais genes foi utilizado o músculo, usando 

TRIzol reagent (Invitrogen, Brasil), de acordo com as instruções do fabricante. O RNA 

extraído foi tratado com DNAse I Amplification Grade (Invitrogen, Brasil), conforme 

recomendações do fabricante, e utilizado como molde para a síntese de cDNA através 

do kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptiont (Applied Biosystems, Brasil), 

seguindo o protocolo do fabricante. 
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 A expressão foi analisada quantitativamente através de Real Time PCR 

quantitativa (qPCR). Cada amostra (n = 5) foi analisada em triplicata. Primers 

específicos para cada gene (Tabela 1) foram desenhados no software Primer Express 3.0 

(Applied Biosystems, Brasil), a partir de sequências disponíveis no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As reações de qPCR foram realizadas no 7500 Real 

Time PCR System (Applied Biosystems, Brasil) utilizando o kit Platinum SYBR Green 

qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Brasil). Diluições seriadas foram feitas para todos 

os primers para determinar a eficiência de reação em qPCR. As condições para as PCRs 

foram 50 °C/2 min, 95 °C/2 min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C/15 s e 60 °C/30 s. A 

expressão dos genes alvos foi normalizada pela expressão do gene do fator de elongação 

1 alpha (ef1), o qual não mostrou diferenças significativas entre os grupos 

experimentais (dados não mostrados). Vale ressaltar, que para diferenciar a expressão 

do GHR endógeno e exógeno nos animais transgênicos foram desenhados dois pares de 

primers para este gene, um que amplifica na região não codificante 3’ (chamado neste 

trabalho de GHRa) e que, por este motivo, não amplifica o GHR exógeno, e um outro 

par que amplifica na região codificante do gene (chamado de GHR). 

 

Análise histológica 

Seis peixes transgênicos e não transgênicos de 45 dias de idade foram anestesiados 

(Tricaína, 0,1 mg/mL) e sacrificados em gelo para coleta de tecido muscular 

esquelético. As amostras foram imediatamente fixadas em solução Karnovsky 

(glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 2%, 0,1 M de tampão fosfato, pH 7,2) e 

preservadas em etanol 70%. As amostras foram desidratadas em séries de concentrações 

de etanol (80, 95 e 100%) e embebidas em resina (Historesina - Leica Instruments 

GmbH, Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante. Secções 

histológicas transversas (4 m) das fibras musculares foram obtidas através de um 

micrótomo com navalha de vidro. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina-

eosina (HE). O diâmetro das fibras foi determinado com auxilio de microscópio 

acoplado a um analisador de imagens. Foi medida a área das fibras do músculo branco e 

determinado o diâmetro das fibras através da seguinte fórmula: D=2 A
0,5

 pi
-0,5

 (Valente 

et al 1999). As fibras foram classificadas conforme o seu diâmetro como segue: <16 m 

(fibras finas) e >16 m (fibras espessas). 
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Análise estatística 

Os dados de crescimento foram analisados através de ANOVA de uma via, seguido por 

teste post-hoc de Tukey. Variação das proporções das fibras musculares foi analisada 

através de uma tabela r × c (2 × 2) a um nível de significância de 5%, com um teste de 

qui quadrado usando correção de Yates. Para a análise de expressão gênica foi utilizado 

o método de quantificação relativa do software REST (Pfaffl et al. 2002), fazendo 

comparações pareadas entre transgênicos e não transgênicos. As amostras referências 

em cada comparação pareada foram os não transgênicos. O alfa adotado foi 0,05 e os 

resultados foram expressos em mediana ± erro padrão (SE). 

  

Resultados 

Zebrafish transgênicos foram produzidos por co-injeção em ovos recém fertilizados no 

estágio de uma célula, utilizando as construções MYO-RED e MYO-GHR em uma 

razão equimolar. Dos quatro indivíduos DsRed positivos da F0 reproduzidos, somente 

um macho estava transmitindo ambos transgenes para os descendentes de forma 

mendeliana, provavelmente integradas no mesmo cromossomo. Este peixe foi 

considerado o transgênico fundador da linhagem. A expressão da proteína vermelha 

fluorescente no músculo foi observada em microscópio de epifluorescência (Fig. 1a). Já 

a presença da construção MYO-GHR foi confirmada na F1 por PCR. Após a reprodução 

dos peixes da F1 com animais não transgênicos foi confirmado que os transgenes 

estavam sendo transmitidos juntos para a F2, pois todos os animais que apresentaram 

expressão para a DsRed foram PCR positivos para o transgene MYO-GHR. Ao 

contrário, os animais sem fluorescência não possuíam o transgene MYO-GHR, 

indicando que não estava ocorrendo segregação dos dois transgenes. 

Na análise do crescimento dos animais transgênicos da F2 não foi encontrada 

diferença significativa em relação aos não transgênicos (Fig. 2). Entretanto, na análise 

de expressão foi verificado que o GHR dos peixes transgênicos estava mais de 100 

vezes expresso no músculo em relação aos animais não transgênicos (n = 5). Não foi 

observada diferença significativa para a expressão do GH entre transgênicos e não 

transgênicos (Fig. 3a). Porém, foi observada uma indução significativa de mais de 2,5 

vezes na expressão do GHRa nos transgênicos em relação aos não transgênicos de 

mesma idade (Fig. 3a). Além disso, foi verificada uma redução significativa na 

expressão dos genes STAT5.1 e IGF-I de mais de 70% e 60%, respectivamente, nos 

animais transgênicos (Fig. 3a). 
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Com relação aos genes reguladores do GHR, foi encontrado um aumento 

significativo na expressão de SOCS1 e SOCS3 de aproximadamente três vezes nos 

animais transgênicos em relação aos não transgênicos (Fig. 3b). Além disso, a expressão 

de todos os genes dos MRFs anlisados (myod, myf5 e myog) estava duas vezes maior 

nos peixes transgênicos em relação aos não transgênicos (fig. 4a). Entretanto, a 

expressão dos genes que codificam para as proteínas musculares estava 

significativamente reduzida nos animais transgênicos (Fig. 4b). 

A análise histológica da média dos diâmetros das fibras musculares mostrou que 

o número de fibras com diâmetro inferior a 16 m aumentou significativamente nos 

animais transgênicos em relação aos não transgênicos (Fig. 5), o que aparentemente 

evidencia crescimento muscular hiperplásico nestes peixes. 

 

Discussão 

A produção de modelos de peixes geneticamente modificados, principalmente para o 

GH, é uma ferramenta importante para o estudo do crescimento. Recentemente, nosso 

grupo produziu uma linhagem de zebrafish transgênico superexpressando o gene do GH 

que apresenta crescimento acelerado (Figueiredo et al. 2007a, 2007b). Entretanto, vários 

estudos realizados sobre esta linhagem demonstraram alterações fisiológicas e 

bioquímicas importantes, fazendo com que o crescimento acelerado tenha um custo 

elevado (Rosa et al. 2008, 2010, 2011). Isto também tem sido observado em outros 

animais transgênicos superexpressando o GH (Cook et al. 2000; Herbert et al. 2001; 

Bartke et al. 2002; McKenzie et al. 2003). Estas evidências sugerem que, embora maior 

crescimento possa ser obtido através da superexpressão do GH, é necessário buscar vias 

alternativas que possibilitem obter o crescimento desejado sem os efeitos colaterais 

decorrentes do excesso de hormônio circulante. 

O aumento do conhecimento sobre a sinalização intracelular do GH tem 

possibilitado o desenvolvimento de novos paradigmas na manipulação genética com o 

objetivo da aceleração do crescimento. Com o objetivo de restringir as ações da 

sinalização do eixo somatotrófico a um tecido de interesse e assim diminuir seus efeitos 

colaterais, no presente trabalho nós desenvolvemos uma linhagem de zebrafish 

transgênico superexpressando o GHR de maneira músculo-específica. Para tanto, foi 

utilizada uma construção genética constituída pelo promotor da mylz2 direcionando a 

expressão do GHR do zebrafish. Adicionalmente, foi co-injetada uma segunda 

construção genética que induziu a expressão de um gene marcador (DsRed) sob controle 
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do mesmo promotor. Esta estratégia permitiu identificar in vivo o efeito músculo-

específico do promotor mylz2 (Fig. 1a). Foi demonstrado, em trabalhos anteriores, que 

este promotor é eficiente para direcionar especificamente a expressão de genes para o 

músculo esquelético de zebrafish (Xu et al. 1999; Ju et al. 2003; Funkenstein et al. 

2007). 

O crescimento da musculatura esquelética em peixes ocorre através da 

proliferação e diferenciação das células progenitoras miogênicas, responsáveis pelo 

crescimento hiperplásico e hipertrófico das fibras musculares (Johnston 1999; 

Rowlerson e Veggetti 2001), sendo este processo regulado pelos fatores reguladores 

miogênicos (MRFs) (Sabourin e Rudnicki 2000). Hipertrofia (aumento no tamanho da 

miofibra) e hiperplasia (aumento no número de miofibras) são os dois principais 

mecanismos para promoção de um aumento de massa muscular. Estes mecanismos 

parecem ser regulados pelo GH e IGF-I (Velloso 2008), sendo os efeitos de promoção 

de crescimento do GH principalmente mediados pelo IGF-I (Le Roith et al. 2001).  

Os efeitos do GH e do IGF-I endócrino e/ou autócrino/parácrino podem ter 

ações distintas na regulação da massa muscular (Velloso 2008). Foi demonstrado em 

camundongos, que o nocaute do gene do GHR provoca uma redução tanto no peso 

absoluto do tecido muscular como na relação peso do músculo/peso corporal em 

comparação com animais não transgênicos (Sotiropoulos et al. 2006). Em outro estudo, 

Kim et al. (2005) demonstraram que camundongos com receptor de IGF-I (IGF-IR) 

nocauteado especificamente no tecido muscular apresentam miofibras com diâmetro 

reduzido e músculos menores que os animais não transgênicos, sugerindo que o GH 

pode não estar envolvido diretamente com o aumento de massa muscular.  

No presente estudo, peixes transgênicos para o GHR foram comparados com 

seus irmãos não transgênicos para o crescimento, estrutura do tecido muscular 

esquelético e expressão de genes relacionados ao eixo somatotrófico e miogênese. Na 

análise de crescimento, não foram verificadas diferenças significativas entre os grupos 

experimentais (fig. 2), apesar dos transgênicos estarem expressando cerca de 100 vezes 

mais o gene do GHR em relação aos não transgênicos. Em um estudo similar, Ishtiaq 

Ahmed et al. (2011) observaram crescimento acelerado em zebrafish transgênicos 

superexpressando um GHR constitutivamente ativado devido à introdução de zípers de 

leucina na estrutura da molécula. Neste caso, o eixo somatotrófico permaneceu ativado 

de forma independente ao GH em todos os tecidos, devido ao promotor ubíquo CMV 

utilizado. Assim, é provável que o fígado destes animais esteja produzindo maior 
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quantidade de IGF-I, conforme observado na análise da expressão deste gene em 

embriões transgênicos. Diferentemente, em nosso modelo a expressão músculo-

específica do GHR provavelmente não alterou a concentração de IGF-I plasmático, 

mantendo o crescimento corporal dentro dos níveis normais. 

Com o objetivo de avaliar o nível da sinalização intracelular do GH no tecido 

muscular de nosso modelo transgênico, nós analisamos a expressão dos principais genes 

do eixo somatotrófico. Os resultados mostrados na Fig. 3a indicam que a 

superexpressão músculo-específica do GHR ocasionou, ao contrário do esperado, uma 

queda significativa da sinalização do eixo somatotrófico, evidenciada pela diminuição 

da expressão do gene do IGF-I e da Stat5.1. Além disso, foi observado um aumento na 

expressão do gene do GHRa (endógeno) que pode ser atribuído a uma resposta do 

tecido a esta queda na sinalização. A questão que surge é: se existe um aumento da 

expressão do receptor, de que forma a sinalização do eixo somatotrófico foi afetada? 

Tem sido demonstrado que proteínas da família SOCS têm função importante na 

regulação da sinalização intracelular do GH (Herrington e Carter-Su 2001; Zhu et al. 

2001; Greenhalgh e Alexander 2004; Croker et al. 2008; Walters e Griffiths 2009). 

Recentemente, Studzinski et al. (2009) verificaram que SOCS1 e SOCS3 são os 

principais moduladores do eixo somatotrófico no fígado de zebrafish transgênicos 

homozigotos da linhagem F0104. Neste sentido, no presente trabalho a expressão de 

SOCS1 e SOCS3 foi analisada no tecido muscular dos peixes transgênicos para o GHR. 

Os resultados mostraram um aumento significativo na expressão de ambos os genes 

(Fig. 3b), indicando que estas proteínas também podem ter função modulatória da via de 

sinalização intracelular do GH no músculo. A hipótese de Studzinski et al. (2009) para 

explicar o aumento das proteínas SOCS1 e 3 em transgênicos homozigotos da linhagem 

F0104 foi que estes, por expressarem o dobro do GH exógeno, ativaram a via de 

sinalização acima do limite suportado pelo orçamento energético do animal. Este fato 

pode estar ocorrendo no músculo dos peixes superexpressando o GHR da linhagem 

transgênica aqui desenvolvida. 

O IGF-I tem sido reconhecido como um agente hipertrófico (Glass 2003; 

Clemmons 2009). DeVol et al. (1990) mostraram que a expressão de IGF-I está 

aumentada durante a hipertrofia compensatória causada experimentalmente em ratos. 

IGF-I induz aumento de massa muscular pelo estímulo da via fosfatidilinositol-3 

quinase (PI3K)/proteína quinase B (Akt), resultando em ativação de síntese protéica 

(Bodine et al. 2001; Rommel et al. 2001, Singleton e Feldman 2001), associada à 
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hipertrofia (Glass 2005; Clemmons 2009). Para verificar se esta via estava bloqueada 

foram realizadas análises de expressão de genes que codificam para algumas das 

principais proteínas musculares. Os resultados obtidos mostraram que os genes da alfa 

actina 1 (Acta1), miosina de cadeia pesada 4 (myhc4) e mylz2 estão com sua expressão 

significativamente reduzida (Fig. 4b). Para avaliar se o grau de hipertrofia está 

realmente alterado nos peixes transgênicos aqui produzidos devido à baixa expressão do 

gene de IGF-I, foram realizadas análises histológicas do tecido muscular. A Fig. 5 

mostra que os peixes transgênicos tiveram um percentual significativamente maior de 

fibras de menor diâmetro em relação aos não transgênicos. O músculo esquelético 

consiste de uma mistura de fibras de menor e maior diâmetro, sendo as fibras menores 

estágios iniciais das maiores, e quando em grande número, utilizadas como diagnóstico 

de crescimento hiperplásico (Weatherly e Gill 1987). A análise estatística da proporção 

de fibras pelo teste qui quadrado mostrou uma diferença significativa entre transgênicos 

e não transgênicos (P < 0,01), indicando que o crescimento muscular dos peixes 

transgênicos produzidos neste trabalho estava alterado para a hiperplasia. 

Como já mencionado anteriormente, o crescimento muscular em peixes é 

regulado pelos MRFs (Hawke e Garry 2001). Myod e myf5, MRFs primários, são 

responsáveis pela proliferação e diferenciação de mioblastos (Emerson 1990; Watabe 

1999; Sabourin e Rudnicki 2000). Já a myog, considerada MRF secundário, controla a 

diferenciação muscular de forma mais tardia através da regulação da fusão dos 

mioblastos e consequente formação dos miotubos (Megeney e Rudnicki 1995; Rudnicki 

e Jaenish 1995). Por estes motivos, e pela tendência de um crescimento hiperplásico 

observado nos cortes histológicos, foi analisada a expressão dos genes que codificam 

para myf5, myod e myog. Como resultado, foi observado um aumento significativo na 

expressão destes genes nos animais transgênicos (Fig. 4a). Isto indica que, de alguma 

maneira, mesmo sem a ativação do eixo somatotrófico, a superexpressão do GHR 

muscular levou a um aumento na ativação da expressão dos genes dos MRFs. Cabe 

ressaltar que, mesmo que os transgênicos superexpressando o GHR tenham a 

sinalização do eixo somatotrófico diminuída no músculo, é provável que estes animais 

preservem a produção normal do IGF-I hepático. Assim, surge uma nova questão: 

poderia o IGF-I circulante estar atuando no músculo e, com isso, compensando a queda 

do IGF-I produzido de forma autócrina/parácrina?  

Sabe-se que, além da via de sinalização intracelular PI3K/Akt, que está mais 

relacionada ao processo de diferenciação e síntese protéica (Coolican et al. 1997; 
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Clemmons 2009), o IGF-I ativa a via proteína quinase regulada por mitógeno e sinal 

extracelular (MEK)/proteína quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), 

relacionada ao processo proliferativo (Clemmons 2009). Além disso, este hormônio 

ativa ainda a via STAT3, relacionada ao mecanismo de feedback negativo do próprio 

IGF-I (Himpe e Kooijman 2009). A via MEK/ERK está presente também como uma via 

alternativa de sinalização do GH (Herrington e Carter-Su 2001), sendo também 

relacionada ao processo proliferativo. Existem várias evidências de que a sinalização 

intracelular do GH utiliza esta via de forma independente de JAK2 (Brooks et al. 2008), 

não sendo assim, regulada pelas proteínas SOCS. Tem sido demonstrado que as 

proteínas SOCS1 e 3, além de modularem a sinalização intracelular do GH através da 

inibição da JAK2, podem regular também a sinalização do IGF-I e da insulina através 

da ação destas proteínas sobre o substrato do receptor de insulina (IRS) (Dominici et al. 

2005) e a JAK2, controlando a via PI3K/Akt e a via JAK/STAT, respectivamente 

(Himpe e Kooijman 2009). Por outro lado, as proteínas SOCS não regulam a via 

proliferativa MEK/ERK da sinalização tanto do GH quanto do IGF-I (Himpe e 

Kooijman 2009). Em nosso modelo, é provável que a via MEK/ERK esteja com um 

nível de ativação aumentada devido ao provável bloqueio das vias PI3K/Akt e 

JAK/STAT, causado pelas proteínas SOCS1 e 3. Coolican et al (1997) utilizando 

inibidores das vias PI3K/Akt e MEK/ERK em mioblastos de rato demonstraram que, 

quando uma via é bloqueada, aumenta a ativação da outra via. Como a via MEK/ERK é 

proliferativa, é provável que o aumento de expressão dos genes dos MRFs observado 

nos peixes transgênicos do presente trabalho esteja relacionado a um possível aumento 

de ativação desta via. 

Baseados em nossos resultados, podemos concluir que o aumento da expressão 

do GHR no tecido muscular não implica, necessariamente, em aumento na produção de 

IGF-I autócrino/parácrino. A via PI3K/Akt parece ser regulada pelas proteínas SOCS, 

que provavelmente regulam também a sinalização intracelular induzida pelo IGF-I 

circulante. Além disso, a diminuição da sinalização do IGF-I levou a uma redução da 

síntese de algumas das principais proteínas musculares, ocasionando uma diminuição no 

diâmetro das fibras musculares, o que caracterizou um crescimento hiperplásico. Assim, 

fica evidente que o GHR representa um ponto chave no processo de crescimento 

muscular, sendo em parte utilizado para ativar a via do IGF-I que culmina em síntese de 

proteínas e crescimento hipertrófico (PI3K) e, por outro lado, utilizado para ativar a via 

MEK/ERK que culmina na ativação dos MRFs responsáveis pela proliferação de 
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mioblastos. Neste sentido, hipertrofia e hiperplasia parecem seguirem duas vias 

diferentes, ambas desencadeadas pela ativação do GHR, mas reguladas por mecanismos 

diferentes. 

Para se obter um crescimento muscular hipertrófico/hiperplásico equilibrado, 

parece ser necessário que ambas as vias PI3K/Akt e MEK/ERK estejam ativadas de 

forma equivalente. Talvez, como proposto por Ishtiaq Ahmed et al. (2011), uma 

alternativa interessante seja associar a transgenia com o desenho molecular de proteínas 

constitutivamente ativadas em tecidos específicos. No caso do tecido muscular, o 

desenho de receptores de GH ou de IGF-I resistentes à ação modulatória das proteínas 

SOCS poderia favorecer a proliferação dos mioblastos, acompanhada de uma adequada 

síntese protéica para sustentar um elevado crescimento hipertrófico. 
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Tabela 1  

Primers gene específicos desenhados usando sequências disponíveis no banco mundial 

de genes, GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Gene Forward Reverso GenBank 

GH 5’-aagatcagtgttcaaagggttcact-3’ 5’-ttaaggcaagaatctatcagacagaca-3’ NM001020492.2 

GHRa 5’-tgctgtgcgctacaaaatgg-3’ 5’-gcttctgcaaaggctgatagaaa-3’ EU649774.1 

JAK2 5’-ctacccgccccgaagtg-3’ 5’-cgtagtccatgcagctgttga-3’ NM131087.1 

STAT5.1 5’-aaattggcggcatcactatagc-3’ 5’-cctttcccctgctttgttagg-3’ NM194387.1 

IGF-I 5’-caggcaaatctccacgatctc-3’ 5’-tttggtgtcctggaatatctgt-3’ NM131825.2 

SOCS1 5’-ctccgttttaggatgcaggaat-3’ 5’-cattgtgcagtgttcaagtctgata-3’ BC077158.1 

SOCS3 5’-ctggtacgatcgctgatcca-3’ 5’-ggcaagaatggcgcttca-3’ NM_199950.1 

myf5 5’-tccaatgggcctgcaaa-3’ 5’-cggcggtccaccgtact-3’ AF270789.1 

myod 5’-ggagcgaatttccacagagact-3’ 5’-gtgcccctccggtactga-3’ BC114261.1 

myog 5’-ggccgctaccttgagagaga-3’ 5’-gagcctcaaaggcctcgtt-3’ AF202639.1 

Acta1 5’-tctgtccaccttccagcagat-3’ 5’-gatggacctgcctcgtcgta-3’ AF180887.1 

mylz2 5’-tggaggccatgatcaaggaa-3’ 5’-tggtgaggaaaacggtgaagt-3’ BC045520.1 

myhc4 5’-gcgcgctgacatttctga-3’ 5’-cagcgtcacggcttttgg-3’ AY921650.1 

GHR 5’-ttccggtcgcgctagct-3’ 5’-gggaagccaagtcttcaggat-3’ EU649774.1 

DsRed 5’-ctggacatcacctcccacaac-3’ 5’-ctcggcgcgctcgtact-3’  

ef1 5’-gggcaagggctccttcaa-3’ 5’-cgctcggccttcagtttg-3’ NM131263.1 
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Figura 1 

 

 

 a Expressão músculo específica da proteína vermelho fluorescente (DsRed) direcionada 

pelo promotor da mylz2 (miosina de cadeia leve 2) em zebrafish (Danio rerio) 

transgênico sobe luz UV. b Plasmídeo pMYO-GHR. c Plasmídeo pMYO-Red 
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Figura 2  

 

Crescimento de zebrafish (Danio rerio) transgênico (T) e não transgênicos (NT) 

Growth of transgenic (T) and wild type (WT) zebrafish (Danio rerio) 
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Figura 3 

 

Expressão relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgênicos e não 

transgênicos. a Genes relacionados ao eixo somatotrófico. b Genes das proteínas 

SOCS1 e SOCS3. Não transgênicos foram considerados controles, com expressão dos 

genes = 1 (linha tracejada). Asteriscos representam diferenças significativamente 

significativas (P < 0.05). Em todos os casos n = 5 
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Figura 4 

 

Expressão relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgênicos e não 

transgênicos. a Genes dos fatores reguladores miogênicos. b Genes codificando para 

proteínas musculares estruturais. Não transgênicos foram considerados controles, com 

expressão dos genes = 1 (linha tracejada). Asteriscos representam diferenças 

significativamente significativas (P < 0.05). Em todos os casos n = 5 
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Figura 5 

 

a Corte histológico do músculo de zebrafish transgênico. b Corte histológico do 

músculo de zebrafish não transgênico. c Proporção fibras musculares finas (16 m) e 

espessas (> 16 m) de zebrafish (Danio rerio) transgênicos (T) e não transgênicos 

(WT). Teste qui quadrado com correção de Yates = 12.62, df = 1 (P < 0.01) 
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Capítulo II 

 

 

 

 

 

 

 

 

Superexpressão do GHR causa hiperplasia via transporte nuclear e ativação dos 

genes dos MRFs no músculo esquelético de um modelo de zebrafish 

transgênico? 
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Superexpressão do GHR causa hiperplasia via transporte nuclear e ativação dos 

genes dos MRFs no músculo esquelético de um modelo de zebrafish 

transgênico? 
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Resumo 

O receptor do hormônio do crescimento (GHR) é um receptor de citoquina classe I que 

apresenta várias vias de sinalização que mediam suas ações como regulador chave do 

crescimento pós-natal e do metabolismo. Porém, trabalhos recentes vêm demonstrando 

que o GHR pode ativar de forma direta o processo proliferativo de algumas células ou 

tecidos, através de sua translocação para o núcleo. O objetivo deste trabalho foi verificar 

de que maneira a superexpressão do GHR no tecido muscular de um modelo de 

zebrafish (Danio rerio) transgênico ativou a expressão dos fatores reguladores 

miogênicos (MRF) e, por consequência, causou hiperplasia. Para tanto, foi analisada a 

expressão dos genes das vias PI3K/Akt (mTOR e p70S6K) e MEK/ERK (Shc, Raf, 

MEK e ERK), além dos genes das principais proteínas de transporte nuclear (importinas 

1, 3, 1e 2). Ao contrário do esperado, a via proliferativa MEK/ERK não 

apresentou ativação significativa de seus genes em relação à via hipertrófica PI3K/Akt. 

Entretanto, foi observado aumento da expressão dos genes das importinas 1, 3 e 1 

nos peixes transgênicos. Portanto, podemos concluir que o aumento na transcrição dos 

MRFs encontrado no modelo transgênico aqui estudado, pode estar ocorrendo devido à 

importação do GHR para o núcleo. Este receptor estaria atuando como um fator de 

transcrição para a ativação dos MRFs. Ao nosso conhecimento, estas são as primeiras 

evidências sobre o transporte do GHR para o núcleo e sua ação proliferativa em tecido 

muscular de peixe. 

 

Palavras-chave 

Danio rerio, receptor do hormônio do crescimento, PI3K/Akt, MEK/ERK, importinas. 
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Abstract 

Growth hormone receptor (GHR) is a class-1 cytokine receptor presenting many 

signaling pathways which mediates its actions as a key regulator of postnatal growth 

and metabolism. However, recent studies have been evidencing that GHR may directly 

activate the proliferative process in some cells or tissues, by its translocation to nucleus. 

The present work aimed to verify how muscle-specific GHR overexpression in a 

transgenic zebrafish (Danio rerio) model has activated the expression myogenic 

regulatory factors genes (MRFs) and, consequently, caused hyperplasia. Considering 

this, the expression of genes involved in PI3K/Akt (mTOR and p70S6K) and 

MEK/ERK (Shc, Raf, MEK and ERK) pathways were analyzed, besides the main 

nuclear transport proteins (importins 1, 3, 1e 2). Differently from what was 

expected, MEK/ERK proliferative pathway did not present significant gene activation 

compared to PI3K/Akt hypertrophic pathway. Nevertheless, a significant increase in 

expression of genes coding for importins 1, 3 e 1 was observed. Therefore, it may 

be assumed that MRFs transcription raise could be occurring due to GHR import into 

the nucleus. This receptor would be playing a role as a transcription factor on MRFs 

promoters. These evidences, as far as we know, are the first reporting GHR transport to 

nucleus and its proliferative action in fish muscular tissue. 
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Danio rerio, growth hormone receptor, PI3K/Akt, MEK/ERK, importins. 
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1. Introdução 

Hormônio do crescimento (GH) é um hormônio pluripotente produzido e secretado pela 

hipófise de vertebrados. Suas ações são mediadas via receptor do GH (GHR), o qual é 

amplamente expresso por células alvos do GH. O GHR é o regulador chave do 

crescimento pós-natal e tem ações importantes sobre o metabolismo, os sistemas 

reprodutivo, gastrointestinal, cardiovascular, hepato-biliar e renal (Lichanska e Waters, 

2008). No tecido muscular o GH, e o principal mediador de suas ações, o fator de 

crescimento tipo insulina-I (IGF-I) (Le Roith et al., 2001), parecem regular os dois 

principais mecanismos para promoção de aumento de massa muscular, a hipertrofia e a 

hiperplasia (Velloso, 2008). O crescimento da musculatura esquelética em peixes ocorre 

através da proliferação e diferenciação das células progenitoras miogênicas, 

responsáveis pelo crescimento hiperplásico e hipertrófico das fibras musculares 

(Johnston, 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001), sendo este processo regulado pelos 

fatores reguladores miogênicos (MRFs) (Hawke e Garry, 2001; Sabourin e Rudnicki, 

2000). 

Nosso grupo tem desenvolvido modelos de zebrafish (Danio rerio) transgênicos 

para o estudo do eixo somatotrófico e os efeitos da superativação desta via de 

sinalização (Figueiredo et al., 2007a; 2007b; Kuradomi et al., 2011; Rosa et al., 2008; 

2010; 2011; Studzinski et al., 2009). Com o objetivo de estudar as ações do GHR no 

tecido muscular, desenvolvemos recentemente um novo modelo, aqui denominado 

MYO-GHR, o qual superexpressa o GHR exclusivamente no tecido muscular 

esquelético (Figueiredo et al., in press). Foi observado neste modelo um aumento 

proporcional de fibras musculares de menor diâmetro, caracterizando hiperplasia, 

provavelmente decorrente do aumento significativo da expressão dos MRFs. Entretanto, 

apesar da superexpressão do GHR nestes transgênicos, a via de sinalização JAK2/STAT 

mostrou-se significativamente diminuída nos animais transgênicos, levando a uma 

queda do nível de expressão do IGF-I. Isto pode ser explicado devido ao aumento da 

expressão dos supressores da sinalização de citoquinas 1 e 3 (SOCS1 e 3). Estas 

proteínas modulatórias têm sido relacionadas à função de controle da sinalização 

intracelular do GH (Croker et al., 2008; Studzinski et al., 2009). SOCS1 e 3 podem se 

ligar aos receptores ou às JAKs impedindo a fosforilação das STATs (Baker et al., 

2009). Os resultados observados para a linhagem MYO-GHR indicam que, de alguma 

forma, a superexpressão do GHR levou a um aumento da expressão dos MRFs sem 
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ativação da via JAK2/STAT, demonstrando que hiperplasia e hipertrofia podem ser 

reguladas por rotas de sinalização distintas (Figueiredo et al., in press). 

O GHR é um receptor de citoquina classe I e, como um receptor de membrana, 

pensa-se que sinaliza exclusivamente da membrana celular, principalmente através do 

mecanismo de sinalização JAK2/STAT (Argetsinger e Carter-Su, 1996; Moutoussamy 

et al., 1998; Waters et al., 2006). JAK2 também fosforila o substrato do receptor de 

insulina-1 (IRS-1) que, por consequência, ativa a via de sinalização PI3K/Akt (Smit et 

al., 1999; Yamauchi et al., 1998), sugerindo que sua atividade é importante para a ação 

diabetogênica do GH (Herrington e Carter-Su, 2001). Entretanto, evidências emergentes 

têm indicado que o GHR pode sinalizar através de mecanismos adicionais 

independentes de JAK2 (Barclay et al., 2010; Zhu et al., 2002). A ativação da via de 

sinalização MEK/ERK através da Lyn quinase, uma tirosina quinase da família Src, é 

um exemplo de sinalização independente de JAK2 (Ling et al., 2003; Rowlinson et al., 

2008; Zhu et al., 2002). Esta via de sinalização está envolvida na proliferação celular 

induzida pelo GH (Liang et al., 1999). Coolican et al. (1997), utilizando inibidores 

específicos para as vias PI3K/Akt e MEK/ERK em mioblastos de ratos, demonstraram 

que quando uma via está bloqueada a sinalização da outra aumenta. 

 Embora o GHR seja amplamente reconhecido como uma proteína de membrana, 

esta molécula tem sido encontrada em grande quantidade no interior das células, 

incluindo a sua intrigante localização no núcleo (Lobie et al., 1991). O uso de 

anticorpos monoclonais combinados com microscopia multifocal e microscopia 

eletrônica tem permitido a definição precisa da localização subnuclear do GHR para o 

interior e o exterior de membranas nucleares, nucleoplasma e cromatina (Lobie et al., 

1994; Mertani et al., 2003). O mecanismo pelo qual o GHR é translocado para o núcleo 

não é bem entendido (Johnson et al., 2004). Acredita-se que o processo que leva à 

localização nuclear do GHR depende do escape deste receptor dos mecanismos de 

degradação e de seu transporte para o núcleo pelo mecanismo de importação clássico 

mediado pelo heterodímero de importinas-/ (Bryant e Stow, 2005; Conway-Campbell 

et al., 2008; Swanson e Kopchick, 2007).  

 A via de sinalização intracelular MEK/ERK é ativada de forma independente da 

ação de JAK2, não sendo regulada pelas proteínas SOCS (Brooks et al., 2008; Himpe e 

Kooijman, 2009). Como esta via está relacionada ao processo proliferativo, é provável 

que seja responsável pela expressão dos MRFs. Por outro lado, a localização nuclear do 

GHR é uma característica comum de tecidos e células que apresentam alto grau 
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proliferativo (Conway-Campbell et al., 2007). Desta forma, é possível que o 

crescimento hiperplásico observado no tecido muscular do modelo transgênico aqui 

estudado esteja relacionado com o transporte nuclear do GHR e sua atuação direta ou 

indireta no aumento da transcrição de genes que codificam para os MRFs. Portanto, o 

objetivo do presente trabalho foi verificar se a hiperplasia observada na linhagem MYO-

GHR foi devido ao aumento da expressão dos genes da via MEK/ERK em relação à via 

PI3K/Akt, ou está relacionada à translocação do GHR para o núcleo através das 

importinas. 

 

2. Material e Métodos 

Os zebrafish transgênicos utilizados neste trabalho foram da linhagem MYO-GHR 

(Figueiredo et al., in press), a qual carrega uma construção genética constituída pelo 

cDNA do GHR sob o controle transcricional do promotor da miosina de cadeia leve 2 

(mylz2) do próprio zebrafish. Adicionalmente, esta linhagem carrega um transgene 

repórter que possui o mesmo promotor direcionando a expressão da proteína vermelho 

fluorescente de Discosoma sp. (DsRed). Esta estratégia permitiu a identificação dos 

transgênicos sob luz ultravioleta logo após a eclosão. Peixes transgênicos e não 

transgênicos irmãos foram produzidos através do cruzamento de machos transgênicos 

com fêmeas não transgênicas. Foram utilizados para a análise de expressão dos genes 

peixes com 45 dias de vida, dos quais foi extraído RNA total do tecido muscular 

esquelético utilizando TRIzol reagent (Invitrogen, Brasil), de acordo com as instruções 

do fabricante. O RNA extraído foi tratado com DNAse I Amplification Grade 

(Invitrogen, Brasil) e utilizado como molde para a síntese de cDNA através do kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Brasil), seguindo os 

protocolos dos fabricantes. 

 A expressão dos genes das vias de sinalização PI3K/Akt e MEK/ERK e das 

proteínas de importação foi analisada quantitativamente através de Real Time PCR 

(qPCR). Cada amostra foi analisada em triplicata, utilizando sete indivíduos de cada 

grupo analisado. Primers específicos para cada gene (tabela 1) foram desenhados no 

software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Brasil), a partir de sequências 

disponíveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As reações de qPCR foram 

realizadas na plataforma 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Brasil) 

utilizando o kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Brasil). 

Diluições seriadas foram feitas para todos os primers para determinar a eficiência de 
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reação em qPCR. As condições para as PCRs foram 50 °C/2 min, 95 °C/2 min, seguidos 

de 40 ciclos de 95 °C/15 s e 60 °C/30 s. A expressão dos genes alvos foi normalizada 

pela expressão do gene do fator de elongação 1 alpha (ef1), o qual não mostrou 

diferenças significativas entre os grupos experimentais (dados não mostrados). 

Para realização da análise estatística foi utilizado o método de quantificação 

relativa do software REST (Pfaffl et al., 2002), fazendo comparações pareadas entre 

transgênicos e não transgênicos. As amostras referências em cada comparação pareada 

foram os não transgênicos. O alfa adotado foi 0,05 e os resultados foram expressos em 

mediana ± erro padrão (SE). 

  

3. Resultados 

Foi realizada análise de expressão gênica de zebrafish transgênicos de 45 dias de vida e 

seus irmãos não transgênicos para o GHR no tecido muscular. Quando analisada a 

expressão dos genes da via de sinalização intracelular PI3K/AKT, mTOR (componente 

do complexo TORC-1 que é ativada pela Akt) e p70S6K (quinase fosforilada pela Akt) 

não foram encontradas diferenças significativas entre peixes transgênicos e não 

transgênicos (fig. 1). Da mesma forma, também não houve diferenças significativas 

entre animais transgênicos e não transgênicos nos genes analisados para a via de 

sinalização MEK/ERK, Shc, Raf, MEK e ERK (fig. 2). Porém, quando analisada a 

expressão dos genes das proteínas de transporte nuclear, foi observado que as 

importinas 1, 3 e 1 dos transgênicos apresentaram um nível de expressão duas 

vezes maior do que os não transgênicos, enquanto que para a importina 2 não houve 

diferença significativa (fig. 3). 

 

4. Discussão 

Os resultados aqui obtidos mostram que as vias MEK/ERK e PI3K/Akt não apresentam 

alterações significativas na expressão de seus principais genes, indicando que a 

hiperplasia observada nos transgênicos não foi decorrente da alteração destas vias de 

sinalização. Em contrapartida, foi observado um aumento significativo na expressão de 

três das quatro importinas analisadas, sugerindo o transporte de alguma molécula para o 

núcleo. Uma vez que os transgênicos da linhagem MYO-GHR expressam 100 vezes 

mais o GHR em relação aos não transgênicos (Figueiredo et al., in press), e que este 

receptor tem sido localizado no núcleo de células proliferativas de diversas espécies, é 
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provável que o aumento das importinas aqui observado esteja relacionado com o 

transporte nuclear do receptor superexpresso em nosso modelo. 

Levando em consideração que os peixes transgênicos aqui utilizados apresentam 

hiperplasia sem a ocorrência de hipertrofia, seria esperado que a via MEK/ERK 

estivesse aumentada em relação à PI3K/Akt. A primeira via está mais relacionada com o 

processo proliferativo, enquanto que a segunda à síntese protéica e ao crescimento 

hipertrófico. A via PI3K/Akt leva ao aumento de massa muscular induzido pelo IGF-I 

(Rommel et al., 2001; Singleton e Feldman, 2001). A ativação de PI3K leva à 

fosforilação de fosfolipídios na membrana celular, os quais recrutam e ativam a Akt 

(Coolican et al., 1997). Uma vez ativada, a Akt atua fosforilando o mTOR (alvo 

mamífero da rapamicina) e a quinase p70S6K, o que acarreta em aumento de síntese 

protéica, hipertrofia e inibição de apoptose (Bodine et al., 2001; Clemmons, 2009; 

Glass, 2003; 2005). A p70S6K atua fosforilando uma importante subunidade ribossomal 

que é necessária para a tradução de proteínas musculares (Clemmons, 2009). No 

presente trabalho, não foi observada alteração na expressão dos genes mTOR e p70S6K 

nos transgênicos da linhagem MYO-GHR (fig. 1). Este dado corrobora os resultados 

observados por Figueiredo et al. (in press) de ausência de hipertrofia nos peixes 

transgênicos em relação aos não transgênicos. 

 Por outro lado, os animais desta linhagem apresentaram aumento da expressão 

dos genes dos MRFs e hiperplasia muscular. Neste caso, a hiperplasia poderia estar 

ocorrendo através de dois processos distintos: ativação da via proliferativa MEK/ERK 

ou pelo transporte nuclear do GHR. A via MEK/ERK está presente como uma via 

alternativa de sinalização do GH bem como do IGF-I (Herrington e Carter-Su, 2001), 

estando relacionada ao processo proliferativo e de diferenciação celular (Clemmons, 

2009; Coolican et al., 1997). A ativação da via de sinalização MEK/ERK ocorre após a 

ligação do hormônio ao seu receptor, levando à fosforilação de tirosinas mediada por 

serina/treonina quinases como Shc, Raf e MAPK (Chiou et al., 2007). Dentre estes 

fatores, as MAPK são cruciais para a regulação de importantes funções celulares em 

resposta a estímulos mitóticos (Robinson e Cobb, 1997; Seger e Krebs, 1995). Existem 

três classes de MAPK, sendo que foram analisadas no presente trabalho a MEK e a 

ERK. Apesar desta via ser caracterizada como proliferativa, não foi observada alteração 

na expressão de nenhum dos genes analisados (fig. 2), indicando que a hiperplasia 

encontrada nesta linhagem não foi devido à ativação desta via de sinalização. Portanto, 
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a questão principal a ser respondida é como a superexpressão do GHR estaria 

aumentando a transcrição dos MRFs? 

 Tem sido demonstrado que após a ligação do GH ao seu receptor na superfície 

celular, este complexo é internalizado e redistribuído para diferentes compartimentos 

subcelulares (Roupas e Herington, 1989). O mecanismo pelo qual o complexo GH/GHR 

é translocado para o núcleo ainda não está bem claro. Porém, esta translocação parece 

não ser exclusiva do GHR. Outros receptores proximamente relacionados ao GHR são 

também translocados para o núcleo celular (Bryant e Stow, 2005; Carpenter e Liao, 

2009; Krolewski, 2005; Wang e Hung, 2009), sendo que esta translocação tem sido 

relacionada com proliferação celular (Reilly e Maher, 2001; Wang et al., 2010). Este 

processo de translocação nuclear em mamíferos requer importina-, como descrito para 

os receptores FGFR1, EGFR e ErbB-2 (Giri et al., 2005; Lo et al., 2006; Reilly e 

Maher, 2001). Conway-Campbell et al. (2008) demonstraram que em células 

hematopoiéticas murina (Ba/F3), o transporte do GHR para o núcleo das células é 

mediado pelo mecanismo de importação clássico através do heterodímero importina-

/.  

 Com o propósito de verificar se o aumento na expressão dos MRFs e a 

hiperplasia encontrada no tecido muscular dos peixes transgênicos da linhagem MYO-

GHR poderiam estar relacionadas ao transporte nuclear do GHR, foi analisada a 

expressão dos genes das proteínas de importação nuclear, importinas 1, 3, 1 e 2. 

Como resultado, foi observado um aumento significativo na expressão das importinas 

1, 3 e 1 (fig. 3). Este resultado indica um aumento na importação de proteínas para 

o núcleo das células musculares, provavelmente GHR, o que corroboraria com uma 

ação nuclear proliferativa deste receptor. Portanto, com base em nossos resultados 

podemos concluir que o aumento na transcrição MRFs, e por consequência a hiperplasia 

muscular encontrada na linhagem MYO-GHR, ocorre devido à importação do GHR ao 

núcleo. Este trabalho representa as primeiras evidências de que o transporte nuclear 

deste receptor pode afetar a transcrição de genes relacionados com a proliferação celular 

em peixes. 

A função nuclear do GHR aparenta ser diferente de suas funções na membrana 

plasmática (Conway-Campbell et al., 2007; 2008). Segundo Conway-Campbell et al. 

(2008), o GHR nuclear está envolvido com a regulação transcricional, exibindo muitas 

propriedades normalmente associadas a fatores de transcrição. Porém, para o GHR 
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exercer qualquer atividade transcricional é necessário a sua interação com moléculas 

coativadoras transcricionais, uma vez que este receptor não possui domínios de ligação 

ao DNA (Conway-Campbell et al., 2008). Dentre estas moléculas, o coativador ativador 

(CoAA) fornece um mecanismo putativo para a atividade transcricional do GHR 

nuclear em mamíferos (Conway-Campbell et al., 2008), sendo possível a sua existência 

também em peixes. Tem sido demonstrado que o CoAA aumenta a atividade 

transcricional de vários fatores de transcrição (Auboeuf et al., 2004). A identificação do 

CoAA e a análise da expressão de seu gene poderia auxiliar na determinação do 

mecanismo de ação do GHR no núcleo celular neste grupo de vertebrados.  
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Tabela 1 

Primers gene específicos desenhados usando sequências disponíveis no banco mundial 

de genes, GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Gene Primer Foward Primer Reverso GenBank 

ef1 5’-gggcaagggctccttcaa-3’ 5’-cgctcggccttcagtttg-3’ NM131263 

Shc 5’-aaatggccgagtcccccacg-3’ 5’-cggctcattcggccgtggtac-3’ NM001044973 

Raf 5’-aaccagccgcaccatccgag-3’ 5’-gtggagcgtcatgcctggcc-3’ NM131439 

MEK 5’-ccctgcagacagagcggacc-3’ 5’-tctcctccacttcggcgcgt-3’ NM001128281 

ERK 5’-cccatcggcaaacttcgcgc-3’ 5’-agcagcaaccgcagggtctc-3’ XM684744 

mTOR 5’-gtatgcccaagggcctggcg-3’ 5’-atgctgcccacgtcgctagc-3’ NM001077211 

p70S6K 5’-ccgttcacctcgccggttct-3’ 5’-ccgggtaaggtgggacctcgt-3’ NM213076 

Imp1 5’-cccacactcatctgccttctg-3’ 5’-gcaggtgtccgcaagca-3’ BC075790 

Imp3 5’-tccttccatccccataacctt-3’ 5’-ttcggcacaggttgacaatg-3’ BC055253 

Imp1 5’-gcacgcagggagatcaaga-3’ 5’-ctgggccggtatgtctctgt-3’ NM001037702 

Imp2 5’-gacccaacacacccaaaactct-3’ 5’-cacgtatcccagtcgaccaat-3’ BC080218 

 

  



 

63 

 

Figura 1 

 

Expressão relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgênicos e não 

transgênicos. Via de sinalização PI3K/Akt. Não transgênicos foram considerados 

controles, com expressão dos genes = 1 (linha tracejada). Em todos os casos n = 7. 
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Figura 2 

 

Expressão relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgênicos e não 

transgênicos. Via de sinalização MEK/ERK. Não transgênicos foram considerados 

controles, com expressão dos genes = 1 (linha tracejada). Em todos os casos n = 7. 
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Figura 3 

 

Expressão relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgênicos e não 

transgênicos. Proteínas de transporte nuclear. Não transgênicos foram considerados 

controles, com expressão dos genes = 1 (linha tracejada). Asteriscos representam 

diferenças significativas (P < 0.05). Em todos os casos n = 7. 
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Discussão Geral 

Nas últimas décadas vários estudos sobre o crescimento foram realizados 

utilizando modelos de animais transgênicos para os mais variados genes. Entretanto, 

sem a menor dúvida, o GH tem sido o principal alvo destes estudos. Porém, a 

superexpressão deste hormônio, apesar de na maioria das vezes produzir um 

crescimento maior, pode gerar também uma série de alterações fisiológicas e 

bioquímicas (Cook et al., 2000; Herbert et al., 2001; Bartke et al., 2002; McKenzie et 

al., 2003; Mori et al., 2007; Rosa et al., 2008; 2010; 2011). Além disso, ainda existem 

dúvidas com relação à ação do hormônio produzido no animal transgênico sobre o 

consumidor. A produção de animais transgênicos para outros genes do eixo 

somatotrófico surge como uma alternativa para se contornar os efeitos indesejados 

produzidos pela superexpressão do GH. Recentemente, o GHR foi utilizado para 

produzir um zebrafish transgênico expressando este receptor com uma alteração na sua 

estrutura tridimensional, a qual permite a sua ativação de forma independente do GH 

(Ishtiaq Ahmed et al., 2011). Porém, este GHR modificado foi direcionado por um 

promotor com atuação constitutiva, o que pode levar aos mesmos efeitos colaterais 

produzidos pelo excesso de GH. Uma maneira de solucionar este problema seria o 

direcionamento da expressão do GHR utilizando promotores tecido-específicos, o que 

limitaria a ação do GH. O promotor da mylz2 tem demonstrado ser eficaz em direcionar 

a expressão de genes especificamente para o tecido muscular esquelético (Xu et al., 

1999; Ju et al., 2003; Funkenstein et al., 2007).  

Estes conhecimentos permitiram a produção de construções genéticas que 

possuem o promotor da mylz2 do zebrafish, direcionando a expressão do gene do GHR 

também do zebrafish ou da DsRed da Discosoma sp., utilizado como gene marcador. 

Estas construções foram microinjetadas em ovos recém-fertilizados de zebrafish, 

produzindo peixes com fluorescência vermelha sob luz UV somente no tecido muscular 

esquelético, o que permitiu a identificação dos transgênicos in vivo. Esta linhagem foi 

posteriormente denominada MYO-GHR.Os peixes desta linhagem não apresentaram 

crescimento diferente dos controles não transgênicos, apesar de expressarem 100 vezes 

mais GHR. Isto ocorreu, provavelmente, devido ao aumento de expressão dos genes das 

proteínas SOCS. Tem sido comprovado que estas proteínas são capazes de modular a 

sinalização intracelular do GH (Croker et al., 2008; Baker et al., 2009; Studzinski et al., 

2009). Neste trabalho, o aumento de expressão das SOCS levou a uma queda no nível 

de expressão do gene do IGF-I nos peixes transgênicos. Como se sabe, o IGF-I é o 



 

67 

 

principal mediador das ações do GH, como promoção de crescimento e diferenciação 

tecidual (Daughaday, 2000; Butler & Le Roith, 2001). No tecido muscular, o IGF-I é 

reconhecido como um agente hipertrófico (Glass, 2003; Clemmons, 2009). Portanto, a 

queda na expressão dos genes das proteínas musculares estruturais (Acta1, mylz2 e 

myhc4) é explicada pelo baixo nível de expressão do IGF-I neste tecido. Este fato, 

explicaria porque os transgênicos não cresceram mais do que os controles não 

transgênicos. Além disso, tem sido comprovado que as proteínas SOCS podem modular 

também a sinalização do IGF-I através do controle do IRS-1 e da JAK2, regulando a via 

de sinalização responsável pela síntese protéica PI3K/Akt e a via JAK/STAT (Dominici 

et al., 2005; Himpe & Kooijman, 2009). 

 O crescimento muscular em peixes ocorre através da proliferação e diferenciação 

de células progenitoras miogênicas, que são responsáveis pelo crescimento hipertrófico 

e hiperplásico (Koumans & Akster, 1995; Johansen & Overturf, 2005). Hiperplasia e 

hipertrofia são reguladas pelos MRFs myod, myf5, MRF4 e myog (Watabe, 1999). 

Porém, baseado nos resultados obtidos neste trabalho, pode ser observado que 

hiperplasia e hipertrofia seguem duas vias distintas, ambas desencadeadas pelo GH, mas 

reguladas por mecanismos diferentes. A hiperplasia encontrada nos peixes transgênicos 

parece ser regulada pelos MRFs, os quais se apresentaram aumentados em seus níveis 

de expressão. Por outro lado, a hipertrofia parece ser regulada pelo IGF-I. Os resultados 

aqui obtidos corroboram o que Kim et al. (2005) encontraram quando nocautearam o 

receptor do IGF-I (IGF-IR) de camundongos, onde as fibras musculares apresentaram 

diâmetro reduzido e os músculos foram menores do que em animais não transgênicos. 

Pode-se concluir então, que o IGF-I é fundamental para se obter um crescimento 

muscular hipertrófico, com consequente aumento de massa muscular. 

 O músculo é importante para a aquicultura, pois geralmente este representa o 

produto final do cultivo. Tendo em vista o aumento do consumo de peixes devido ao 

crescimento populacional e das projeções de estagnação de captura de pescados 

(Delgado et al., 2002; FAO, 2010), a utilização de peixes que produzam mais massa 

muscular num período de tempo mais curto representa um avanço importante para a 

aquicultura. Como o eixo somatotrófico está relacionado ao processo de aumento de 

massa muscular, o maior conhecimento do mecanismo de ação do GH e do IGF-I no 

músculo, poderia refletir em aplicações que converteriam em maior produção. Os 

estudos realizados com as linhagens F0104 (Figueiredo et al., 2007a; 2007b) e MYO-

GHR sinalizam para algumas proteínas chaves no processo de desenvolvimento da 
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massa muscular. Dentre estas proteínas, o IGF-I parece ser o primeiro candidato para 

ser utilizado para a produção de peixes transgênicos. É provável que um animal com 

aumento de produção desta proteína, especificamente no tecido muscular, apresente um 

crescimento hipertrófico, culminando com aumento de massa muscular. Tem sido 

demonstrado que o aumento de IGF-I hepático leva a um crescimento hipertrófico no 

músculo de zebrafish (Kuradomi et al., 2011). Porém, a geração de camundongos com 

produção muscular de uma isoforma de IGF-I tem demonstrado desenvolvimento 

muscular normal e crescimento hipertrófico, sem o aparecimento de efeitos colaterais 

indesejados (Musarò et al., 2001). 

 Uma alternativa à transgenia convencional seria a produção de GHR ou IGF-IR 

com modificações estruturais que permitissem a sua ativação de forma independente 

dos hormônios circulantes. Neste sentido, Ishtiaq Ahmed et al. (2011) introduziram um 

zíper de leucina na estrutura do GHR com o objetivo de obter um receptor 

constitutivamente ativado. Os resultados deste trabalho mostraram que isto é possível, 

embora a utilização de um promotor constitutivo não tenha permitido uma expressão 

tecido-específica. Outra alternativa para a produção de um peixe com potencial para a 

aquicultura, é a utilização da tecnologia de RNA de interferência. Porém, devido às 

dificuldades iniciais de se produzir silenciamento de genes em peixes, poucos trabalhos 

tem sido conduzidos nestes vertebrados (Schyth, 2008). Entretanto, trabalhos utilizando 

esta tecnologia tem sido realizados silenciando o gene da miostatina em zebrafish 

(Acosta et al., 2005; Lee et al., 2009), mostrando resultados promissores em relação ao 

aumento de massa muscular nestes animais. Baseado nos resultados obtidos nesta tese 

seria interessante a produção de peixes com os genes das proteínas SOCS silenciados. 

Este silenciamento poderia contornar a regulação produzida por estas proteínas sobre o 

eixo somatotrófico. Portanto, o conhecimento adquirido com o estudo das linhagens 

F0104 e MYO-GHR ampliam a possibilidade de produção de alternativas para a 

obtenção de um peixe que apresente crescimento acelerado e maior massa muscular, 

sem produzir efeitos negativos, tanto fisiológicos como para o consumidor.  
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Conclusões Gerais 

1. O promotor da mylz2 direcionou de forma eficaz a expressão da DsRed e do 

gene do GHR para o tecido muscular. 

2. Os peixes transgênicos da linhagem MYO-GHR apresentaram redução da 

expressão dos genes da via de sinalização JAK/STAT, culminando com redução da 

expressão do gene do IGF-I, devido ao aumento da expressão das SOCS. 

3. A superexpressão do GHR no tecido muscular produziu aumento da expressão 

dos MRFs, e por consequência hiperplasia muscular. 

4. Hiperplasia e hipertrofia seguem duas vias distintas, ambas desencadeadas 

pelo GH, mas reguladas por mecanismos diferentes. 

 5. A via de sinalização intracelular proliferativa MEK/ERK não foi a 

responsável pelo aumento da expressão dos MRFs. 

 6. A superexpressão do GHR levou a um aumento da expressão dos genes das 

proteínas de transporte nuclear, importinas, responsáveis pela translocação nuclear de 

vários receptores de citoquinas, incluindo o GHR. 

 7. A superexpressão do GHR no tecido muscular esquelético não levou a 

aumento de crescimento corporal. 
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