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Resumo Geral

A aquicultura tem crescido significativamente nas ultimas décadas devido ao aumento
da demanda de pescado no mundo e a estagnacdo do setor pesqueiro. Porém, este
crescimento depende do desenvolvimento de novos pacotes tecnoldgicos que visem o
aumento da produtividade. Uma alternativa € a manipulacdo genética (transgenia),
sendo que o hormonio do crescimento (GH) tem sido o principal alvo das pesquisas com
peixes transgénicos. Entretanto, estd comprovado que 0 excesso de GH acarreta uma
série de efeitos adversos devido a sua acdo pleiotropica. A ativacdo do eixo
somatotréfico de forma tecido-especifica e independente do excesso de horménio
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 manipulacdo sobre os mecanismos
envolvidos na regulagdo génica do crescimento muscular. A linhagem transgénica
estavel obtida expressa 0 GHR especificamente no tecido muscular 100 vezes mais do
que 0s nado transgénicos. Estes transgénicos ndo apresentaram aumento significativo no
crescimento, provavelmente devido a queda na expressdo do fator de crescimento tipo
insulina | (IGF-1). Esta queda foi, provavelmente, relacionada & acdo dos principais
moduladores da sinalizacdo do GH (SOCSL1 e 3), os quais apresentaram-se aumentados
nos transgénicos. Ainda, foi observada uma queda na expressdo das principais proteinas
musculares estruturais (Actal, myhc4 e mylz2), o que explica a auséncia de hipertrofia
nos transgénicos. Por outro lado, 0 aumento na expressdao dos principais fatores
reguladores miogénicos (myod, myf5 e myog) explica a hiperplasia observada nas
analises histoldgicas. Para verificar como a superexpressdo do GHR ativou a transcrigcdo
dos fatores reguladores miogénicos (MRFS) e, por consequéncia a hiperplasia, foram
estudados os possiveis mecanismos envolvidos neste processo. Dentre estes, tanto a via
proliferativa (MEK/ERK) quanto a via relacionada com a sintese protéica (PI3K/Akt),
ndo tiveram alteracdo na expressao de seus genes. Entretanto, foi observado aumento na
expressao das proteinas de transporte para o nucleo (importinas al, a3 e 1), podendo-
se concluir que a ativacdo dos MRFs esté relacionada ao transporte do GHR para o
nacleo das células musculares. Desta forma, pode se concluir que hiperplasia e
hipertrofia seguem duas vias de sinalizacéo intracelular distintas, ambas desencadeadas
pelo GH, mas reguladas por mecanismos diferentes.

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

importina, fatores reguladores miogénicos, proteina 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 |
(IGF-1). 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 (Actal, 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/AKkt), did not presented gene expression altering. However, a gene expression rise
in transporting proteins into nucleus (importins al, a3 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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Introducéo Geral

O consumo mundial de organismos aquaticos tem crescido significativamente
nas Ultimas decadas, devido ao crescimento da populacdo e ao incentivo ao consumo.
Segundo a FAO (2010), a producdo mundial de pescado, incluindo a pesca e a
aquicultura, atingiu o recorde de 142,3 milhGes de toneladas em 2008, dos quais 115,1
milhdes foram utilizados para o consumo humano. Deste total, 46% referem-se a
producdo da aquicultura. Sem duvida, este € o setor da producdo de alimentos de origem
animal que mais cresce no mundo, numa tentativa de atender a crescente demanda
global por pescado que, segundo a propria FAO, atingird 183 milhdes de toneladas no
ano de 2015. Entretanto, a taxa de crescimento atual da aquicultura ndo sera suficiente
para evitar uma escassez de peixes e produtos derivados de pescado nos proximos anos,
uma vez que a maioria das pescarias comerciais atingiu seu potencial maximo e existem
poucas perspectivas de crescimento do setor pesqueiro (Delgado et al., 2002). Neste
sentido, fica evidente que o incremento da produgdo mundial de pescado depende,
fundamentalmente, do crescimento da aquicultura. Entretanto, para que a aquicultura
cres¢a em um ritmo mais acelerado, uma série de obstaculos precisa ser superada. Além
dos fatores referentes a economia mundial e o preco do pescado, existe a necessidade do
desenvolvimento de novos pacotes tecnolégicos que incluam métodos de manejo de
cultivo mais avancados, a utilizacdo de espécies mais produtivas e, principalmente,
novas aplicacdes biotecnoldgicas que permitirdo uma maior produtividade e um menor
impacto sobre os recursos hidricos disponiveis para esta atividade.

Os avancos na biotecnologia nas ultimas décadas tém fornecido ferramentas
importantes para a manipulacdo de genes e cromossomos em organismos vivos. O
desenvolvimento de peixes transgénicos é um tema de grande interesse para a
aquicultura devido ao potencial de melhoramento na producédo que esta tecnologia pode
oferecer (Zbikowska, 2003; Dunham, 2004). A transgénese envolve a transferéncia de
uma caracteristica de um organismo para outro pela introducéo do gene correspondente
que codifica tal caracteristica. Desta forma, caracteristicas novas, estaveis e
determinadas geneticamente poderdo ser incorporadas ao organismo receptor, com a
possibilidade de serem transmitidas para a progénie. A tecnologia de transferéncia de
genes ja foi realizada com sucesso em mais de 35 espécies de peixes, com aplicagdes
farmacoldgicas, industriais e para a aquicultura (Zbikowska, 2003; Rasmussen &
Morrissey, 2007). Uma ampla variedade de genes tem sido utilizada para a producéo de

peixes transgénicos, com o objetivo de influenciar caracteristicas importantes para o
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cultivo, tais como crescimento, maturacao, resisténcia ao congelamento e resisténcia a
doengas (Rasmussen & Morrissey, 2007).

Entre as principais caracteristicas importantes para a aquicultura, o crescimento
tem sido um dos alvos mais frequentes da manipulacdo genética. O processo do
crescimento se inicia através da sintese do hormdnio do crescimento (GH) na hipdfise,
sendo este liberado na corrente sanguinea, onde ira atuar em determinados 0rgdos
através da sua associacdo com receptores especificos (GHR) presentes na membrana das
células alvo, ativando vias de sinalizacao intracelular que culminam com a transcri¢édo
de genes envolvidos no desenvolvimento das respostas bioldgicas 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; lhle, 1996), que tem sua
transcricdo ativada pela via de sinalizacdo JAK2/STAT (Fig. 2). Os IGFs sdo pequenas
cadeias polipeptidicas produzidas principalmente no figado, que exercem uma
influéncia direta nos processos de crescimento e desenvolvimento animal (Yakar et al.,
1999). Desta forma, as respostas bioldgicas do GH sdo desenvolvidas e controladas
principalmente pelo denominado eixo somatotréfico, onde o IGF-I é o principal
mediador da acdo fisioldgica do GH (Moriyama et al., 2000; Butler & Le Roith, 2001).
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Figura 1: Vias de sinalizaco intracelular do hormdnio do crescimento (GH).

Membrana celular

Além desta, existem outras duas vias de sinalizacdo intracelular que s&o ativadas
pelo GH, funcionando como vias alternativas a 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 ativacdo de PI3K leva a fosforilacdo de fosfolipidios na



membrana celular, os quais recrutam e ativam a Akt (Coolican et al., 1997). Uma vez
ativada, a Akt atua fosforilando o0 mTOR (alvo mamifero da rapamicina) e a quinase
p70S6K, o0 que acarreta em aumento de sintese protéica, hipertrofia e inibicdo de
apoptose (Fig. 3) (Bodine et al., 2001; Glass, 2003; 2005; Clemmons, 2009). A p70S6K
atua fosforilando uma importante subunidade ribossomal que é necessaria para a
traducdo de proteinas musculares (Clemmons, 2009). Ja via MEK/ERK esté presente
como uma via alternativa de sinalizacdo do GH bem como do IGF-I (Herrington &
Carter-Su, 2001), estando relacionada ao processo proliferativo e de diferenciacao
celular (Coolican et al., 1997; Clemmons, 2009). A ativacdo da via de sinalizagédo
MEK/ERK ocorre apds a ligacdo do horménio ao seu receptor, levando a fosforilagéo
de tirosinas mediada por serina/treonina quinases como Shc, Raf e MAPK (Fig. 4)
(Chiou et al., 2007). Dentre estes fatores, as MAPK s&o cruciais para a regulacdo de
importantes fungdes celulares em resposta a estimulos mitéticos (Seger & Krebs, 1995;
Robinson & Cobb, 1997). Existem trés classes de MAPK, sendo que foram analisadas
no presente trabalho a MEK e a ERK.

@)

JAK2

Membrana celular

JAK2

STAT STAT

( Nucleo \

Transcricao
de genes

Figura 2: Via de sinalizacdo intracelular do horménio do crescimento (GH) JAK/STAT.

Os primeiros estudos com a transferéncia 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 consideravel no melhoramento genético para a aquicultura. Em



mais de uma dizia de espécies de peixes 0 GH tem sido manipulado, sendo que 0s
melhores resultados foram obtidos por Devlin et al. (1994) com salmdo coho
(Oncorhynchus kisutch) e por Nam et al. (2001) com Misgurnus mizolepis. Estes
estudos apontaram um aumento no crescimento dos individuos transgénicos de até 11
vezes, em média, em relacdo aos controles ndo transgénicos. E provavel que a
manipulacdo genética do crescimento em peixes seja aplicada no futuro com o objetivo
do aumento da producdo da aquicultura comercial (Wu et al., 2003), sendo que num
futuro bem proximo peixes transgénicos podem ser liberados para o consumo humano
(Marris, 2010). Entretanto, é importante salientar que ndo obstante o desenvolvimento
da transgénese seja estratégico para qualquer pais, mais estudos devem ser
desenvolvidos sobre o bem-estar e comportamento dos peixes manipulados para 0 GH
(Hallerman et al., 2007) e também, sobre contencdo genética dos transgénicos para
evitar a sua introgressdo em populac@es naturais (Wong et al., 2008). Além disso, se faz
necessarias acdes de esclarecimento sobre transgénicos para se contornar a resisténcia

da opinido publica sobre estes individuos (Hodgson, 2001).
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Figura 3: Via de sinalizagdo intracelular do horménio do crescimento (GH) PI3K/Akt.

Embora a manipulagdo do gene do GH tenha mostrado resultados promissores
com relagdo ao crescimento em peixes, 0 seu excesso pode acarretar em efeitos

colaterais indesejados. E sabido que o GH atua em varios processos além do



crescimento, produzindo efeitos pleiotropicos sobre a morfologia, fisiologia,
metabolismo, imunologia e comportamento (Devlin et al., 2006). Portanto, é 6bvio que
a manutencéo deste horménio em niveis suprafisiologicos pode acarretar numa série de
efeitos indesejados sobre outros sistemas dentro do organismo. Mori et al. (2007)
observaram alteracfes na expressao de genes do figado, imunolodgicos, reprodutivos e
relacionados ao crescimento em salméo amago (Oncorhynchus masou). Como resultado
da superexpressdo do GH ou de sua administracdo, um aumento significante nas taxas
metabolicas e no consumo de oxigénio também foram observados no salmdo do
Atlantico (Cook et al., 2000; Herbert et al., 2001) e na tilapia (McKenzie et al., 2000;
2003). Em camundongos foi comprovado que o excesso de GH produz uma reducdo na
expectativa de vida (Bartke et al., 2002).
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Figura 4: Via de sinalizacdo intracelular do horménio 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 transgénico (zebrafish - Danio rerio) que
superexpressa 0 GH do peixe rei marinho (Odonthestes argentinensis), sendo a primeira
linhagem de peixes transgénicos produzida no Brasil (Figueiredo et al., 2007a). Esta
linhagem, denominada F0104, j& ¢ reconhecida internacionalmente e integra o “The
Zebrafish Model Organism Database” (ZFIN - http://zfin.org). Estudos com diferentes
genotipos da linhagem FO0104 reportam um aumento significativo na taxa de
crescimento de individuos hemizigotos e, também, no nivel de expressao dos genes do
GHR e do IGF-I no figado. Entretanto, para 0s homozigotos que expressam o dobro do
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GH em relacdo aos hemizigotos, o crescimento ndo foi diferente dos controles néo
transgénicos, o que sugere um nivel 6timo do hormdnio em condigdes de alimentagdo
controlada, sendo que 0 seu excesso nao 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 diminuicdo das
defesas antioxidantes, enquanto que Studzinski et al. (2009) demonstraram que a falta
de crescimento proporcional ao GH produzido em individuos homozigotos pode estar
relacionada com o custo energético da ativacdo de um mecanismo de regulacdo negativa
do eixo somatotrofico baseado no aumento da expressdo hepatica de proteinas
bloqueadoras da sinalizacdo intracelular do GH, as SOCS (supressores da sinalizagao de
citoquinas). Estas proteinas atuam regulando a ativacdo das vias de sinalizacdo
intracelular JAK/STAT e PI3K/Akt (Fig. 5) (Himpe & Kooijman, 2009). Outros efeitos
adversos da superexpressdo do GH foram observados nos individuos desta linhagem,
como aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo uma
consequéncia do aumento do consumo de oxigénio e da taxa metabolica (Rosa et al.,
2008; 2011).

Membrana celular

/ bl \

Figura 5: Acdo regulatoria das proteinas da familia dos supressores da sinalizacéo de citoquinas,
SOCS 1e SOCS 3.

Todas estas informagdes apontam para uma serie de efeitos fisiologicos
colaterais causados pelo excesso de GH, os quais podem ter implicagdes importantes na
aplicacdo desta tecnologia para aquicultura. Além disso, uma questdo importante que
ainda ndo foi esclarecida é a possibilidade do GH que estd em excesso no peixe



transgénico exercer um efeito no consumidor da sua carne. Embora este hormonio seja
uma proteina que poderia ser digerida no trato digestorio, Liu et al. (2008)
demonstraram que linguados (Paralichthys olivaceus) ap6s serem alimentados com a
cianobactéria Synechocystis sp. transgénica para o0 GH do proprio 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 observacdes apontam para a necessidade de
uma alternativa para a aplicacdo 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 manipulacdo do crescimento pode ser a aplicacdo da
transgenia para aumentar os niveis de GHR em um tecido alvo, ao invés de aumentar o0s
niveis do hormdnio circulante. Este novo paradigma da manipulacdo genética traz duas
possibilidades interessantes. Primeiro, o animal teria condi¢fes de regular os niveis de
horménio conforme suas necessidades momentaneas, possibilitando a utilizacao
adequada da energia disponivel. Isto € importante, pois no caso dos modelos
transgénicos correntemente utilizados, o excesso de GH circulante ndo pode ser
regulado pelo organismo, o que implica em um crescimento obrigatorio, mesmo em
condicdes desfavoraveis, acarretando em efeitos metabdlicos indesejados. Em segundo
lugar, a utilizacdo de promotores (sequéncias regulatérias) tecido-especificos, 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, 0 masculo
aparece como principal candidato para o desenvolvimento destes novos transgénicos.
Um peixe transgénico com estas caracteristicas poderia, em tese, regular os seus niveis
de GH circulante de forma a manter seu equilibrio metabdlico sem originar os efeitos
colaterais negativos e, a0 mesmo tempo, maximizar a utilizagdo do hormonio 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 o0s niveis normais de GH
ou IGF-I circulante.

A manipulagdo genética em receptores de GH ndo é novidade em mamiferos.
Isto j& foi obtido em camundongos, nos quais 0 GHR foi nocauteado e obteve-se uma
linhagem resistente ao GH a qual mostrou uma maior longevidade em relacdo aos

animais controle (Zhou et al., 1997). Recentemente, Ishtiag Ahmed et al. (2011)
5



observaram crescimento acelerado em zebrafish transgénico superexpressando GHR
ativado constitutivamente devido a introducdo de ziperes de leucina na estrutura da
molécula. Porém, estes autores utilizaram uma construcdo direcionada pelo promotor
CMV, o qual levou & expressdo do GHR em todos os tecidos. E provavel que a criagdo
de um modelo de peixe transgénico superexpressando o GHR somente no tecido
muscular esquelético, produza IGF-1 com acdo paracrina e autdcrina e ndo afete os
niveis de IGF-1 circulante normalmente produzido pelo figado. Estes animais
representariam um novo modelo de hipersensibilidade tecido-especifica ao hormonio,
com a possibilidade de ndo apresentar os efeitos adversos decorrentes do excesso de GH
circulante.

No caso de uma linhagem transgénica superexpressando o GHR em tecido
muscular, os fatores miogénicos seriam bons marcadores para avaliar o efeito da
transgenia neste modelo. O crescimento da musculatura esquelética em peixes se faz
pela proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras miogénicas, também
conhecidas como mioblastos adultos ou células miossatélites, responsaveis pelo
crescimento hiperplasico e hipertrofico das fibras musculares (Rowlerson & Veggetti,
2001; Johansen & Overturf, 2005, Johnston et al., 2011). A hiperplasia e a hipertrofia
séo reguladas pelos fatores reguladores miogénicos (MRFs) MyoD, Myf5, miogenina, e
MRF4 (Watabe, 1999; 2001). Os MRFs possuem um dominio central conservado
conhecido como E-box, o qual € importante para que os MRFs reconhecam uma
sequéncia no DNA presente na regido promotora da maioria dos genes musculo-
especificos (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 transgénicos é independente da acdo do
IGF-1 muscular e pode estar relacionada com a miogenina, sugerindo um efeito direto
do GH circulante sobre o desenvolvimento muscular e expresséo de fatores miogénicos.

Portanto, o objetivo desta tese foi superexpressar 0 gene do GHR no tecido
muscular esquelético do zebrafish e estudar os efeitos desta manipulacdo sobre o0s
mecanismos envolvidos na regulacdo génica do crescimento muscular. No primeiro
capitulo foi produzida a linhagem estavel, denominada MYO-GHR, e realizados 0s
experimentos de crescimento, andlise histologica do tecido muscular esquelético e
analises de expressdo de genes. No segundo capitulo foi estudado como a
superexpressdo do GHR ativou a expressdo dos MRFs, através de analise de expressao

de genes de proteinas que poderiam estar relacionadas a este processo. Como modelo

8



experimental para este trabalho foi escolhido o zebrafish (Fig. 6), por este apresentar
uma série de caracteristicas que o torna especialmente adequado para estudos genéticos,
como baixo custo de manutencdo, pequeno espaco exigido, rapido ciclo de geracOes
(dois a trés meses), grande nimero de descendentes, estagios de desenvolvimento bem
caracterizados e ovos com corion relativamente fino e transltcido, sendo adequados
para os procedimentos de manipulacdo e microinjecdo (Udvadia & Linney, 2003).
Ainda, o zebrafish tem sido citado como um excelente modelo genético com
possibilidade de extrapolacdo dos resultados obtidos para espécies comercialmente
importantes na aquicultura (Dahn & Geisler, 2006). Cabe ressaltar que o genoma
completo do zebrafish ja foi sequenciado e encontra-se disponivel no Banco Mundial de
Genes (GenBank, http://www.ncbhi.nlm.nih.gov), o que facilita sobremaneira os estudos

envolvendo a manipulacdo genética.

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

Objetivo Geral
Superexpressar 0 gene do GHR no tecido muscular esquelético do zebrafish e
estudar os efeitos desta manipulagdo sobre os mecanismos envolvidos na regulacéo

génica do crescimento muscular.
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Resumo

Apesar da transgénese para 0 hormoénio do crescimento (GH) ter demonstrado potencial
para aumentar o crescimento de espécies comercialmente importantes, 0 excesso de
horménio 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 superexpressdo musculo-especifica
do gene do receptor do horménio do crescimento (GHR), avaliando o efeito da
transgénese sobre o crescimento, a estrutura muscular e a expressdo de genes
relacionados com o crescimento. Zebrafish transgénicos superexpressando GHR no
musculo esquelético ndo revelaram diferenca significativa no peso total em relacdo aos
ndo-transgénicos. Isto pode ser explicado por uma reducao significativa na expressao de
genes relacionados ao eixo somatotrofico, em especial do fator de crescimento tipo
insulina 1 (IGF-1). No mesmo sentido, um aumento significativo na expressdo dos
supressores da sinalizacdo de citoquinas 1 e 3 (SOCS) foi encontrado em transgénicos.
Surpreendentemente, a expressdo dos genes que codificam o0s principais fatores
reguladores miogénicos (MRFs) foi maior nos zebrafish transgénicos do que nos néo-
transgénicos. Genes que codificam para proteinas musculares ndo seguiram o perfil dos
MRFs, mostrando uma diminuigédo significativa em suas expressoes. Estes resultados
foram corroborados pela analise histoldgica, onde um crescimento muscular
hiperplasico foi observado em transgénicos. Em conclusdo, nossos resultados
demonstraram que a superexpressaio do GHR n&o induz crescimento muscular
hipertrofico em zebrafish transgénicos provavelmente devido ao controle das SOCS
sobre 0 eixo GHR/IGF-I, culminando em diminuicdo na expressdo do IGF-I e das
proteinas musculares. Portanto, parece que a hipertrofia e hiperplasia seguem dois
caminhos distintos para o crescimento muscular completo, ambos desencadeados pela

ativacdo do GHR, mas regulados por mecanismos diferentes.
Palavras-chave

Zebrafish transgénico; Receptor do hormdnio do crescimento; Fator de crescimento tipo

insulina I; Supressores da sinalizacdo de citoquinas; Hiperplasia; Musculo 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-1). 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-1 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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Introducéo

Os avancos na biotecnologia nas ultimas décadas tém fornecido ferramentas importantes
para a manipulacdo de genes e cromossomos em organismos vivos. O desenvolvimento
de peixes transgénicos € um tema de grande interesse para a aquicultura devido ao
potencial de melhoramento na produgdo que esta tecnologia pode oferecer (Zbikowska
2003; Dunham 2004). O gene do horménio do crescimento (GH) tem sido manipulado
de forma a aumentar a concentracdo plasmatica do hormonio, induzindo a um aumento
no desempenho do crescimento de espécies de peixes comercialmente importantes. De
fato, a expressdo em nivel aumentado deste gene tem levado a resultados expressivos
como reportado por Devlin et al. (1994) para o salmdo coho (Oncorhynchus kisutch),
Pitkénen et al. (1999) para o Salvelinus alpinus e por Nam et al. (2001) para Misgurnus
mizolepis. Estes estudos mostraram que niveis suprafisiolégicos do GH podem ser
obtidos pela manipulagdo genética, levando a um incremento significativo nas taxas de
crescimento através de um aumento na sinalizacdo intracelular do eixo somatotréfico
com seus consequentes efeitos bioldgicos.

O GH é um hormonio polipeptideo adenohipofisario que, além do estimulo ao
crescimento somatico, também estd implicado em outros mecanismos fisioldgicos em
peixes, tais como a mobilizacdo de energia, desenvolvimento gonadal, osmorregulacao,
apetite, comportamento social, morfologia, e imunologia (Bjérnsson et al. 2002; Devlin
et al. 2006; Canosa et al. 2007). O GH livre na corrente sanguinea pode se ligar a
receptores presentes nas membranas de determinadas células, promovendo uma
sinalizacdo intracelular constituida por uma série de reacdes de fosforilacdo em cascata
que efetivam o eixo somatotrofico. Os receptores de membrana que reconhecem o GH,
denominados GHR, sdo membros da familia de receptores de citoquinas tipo | (Butler e
Le Roith 2001; Waters et al. 2006) que, quando complexados ao horménio, induzem a
fosforilacdo de enzimas da familia Janus kinase (JAK) normalmente associadas a
porcdo intracelular do receptor (Argetsinger et al. 1993; VanderKuur et al. 1994, 1995).
Uma vez ativadas, as JAKs fosforilam regides intracelulares especificas do receptor que
funcionam como sitios de ancoragem para fatores de transcri¢do citoplasmaticos da
familia das STATSs (sinais de traducgéo e ativadores de transcri¢do). As STATS, quando
fosforiladas, formam dimeros e se translocam para o ndcleo ativando a transcricdo de
genes especificos envolvidos nas respostas biologicas ao GH.

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

diversas maneiras. E necessario manter o horménio em niveis adequados ou até mesmo
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ausente em algumas situacOes fisiologicas ou metabdlicas especificas. A forma mais
reconhecida de controle dos niveis de GH circulante estd no mecanismo de
retroalimentacdo negativa que o préprio GH e o IGF-I (fator de crescimento tipo
insulina 1) exercem sobre a secrecdo do hormdnio pela adenohipdfise (Bjornsson et al.
2002). Isto é importante devido ao fato do GH ter um amplo espectro de atuacdo sobre
diversos mecanismos fisioldgicos e seu excesso pode causar efeitos colaterais adversos
ao organismo (Devlin et al. 2004).

A forma com que o0 GH escolhe suas células-alvo também pode ser considerada
como um mecanismo de regulacdo. Sabe-se que as células-alvo sdo aquelas que
apresentam moléculas de GHR disponiveis em suas membranas. Desta forma, se as
células tém capacidade de controlar a expressdo de seus receptores, elas também podem
controlar os niveis de sinalizacdo intracelular de forma independente das concentracdes
de GH circulante. De fato, os niveis de GHR parecem variar de forma antagdnica ao do
GH, compensando a sinaliza¢do e até mesmo bloqueando a atuacdo do hormdnio em
alguns tecidos através de um fendmeno de resisténcia (Bartke et al. 2002; Figueiredo et
al. 2007a).

Os niveis de GH circulante e a quantidade de receptores presentes na membrana
das células-alvo sdo determinantes para o controle da sinalizagdo intracelular.
Entretanto, as células dispdem de mecanismos adicionais que podem auxiliar neste
processo. Recentemente, a funcdo de controle da sinalizacdo intracelular do GH tem
sido atribuida as proteinas da familia SOCS (supressores da sinalizacdo de citoquinas)
(Croker et al. 2008). Estas proteinas podem se ligar aos receptores ou as JAKs
impedindo a fosforilacdo das STATs (Baker et al. 2009) e, consequentemente, a
sinalizacdo intracelular promovida pelo GH presente na corrente sanguinea.

Quando o eixo somatotréfico ndo estd bloqueado e o GH encontra-se disponivel
na corrente sanguinea, a sinalizagdo intracelular nas células-alvo culmina com a
ativacdo de uma série de genes relacionados ao crescimento. Entre estes, encontra-se o
IGF-1, o qual é considerado como o principal efetor indireto do GH na promocdo do
crescimento e diferenciacdo de tecidos (Daughaday 2000; Butler e Le Roith 2001).
Embora o IGF-I seja produzido em varios tipos celulares que sdo alvos para o GH, seu
maior sitio de producdo € o figado e a partir dai é exportado para a corrente sanguinea
tornando-se, ele préprio, um agente complementar importante para o crescimento

somatico (Sjogren et al. 2002; Janssen 2009).
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Além do figado, um dos principais alvos do GH circulante é o tecido muscular.
Em se tratando de cultivo de peixes, este tecido tem fundamental importancia, pois
representa, em geral, o produto final a ser comercializado. Sabe-se que o crescimento da
musculatura esquelética em peixes se faz pela proliferacédo e diferenciacdo das células
progenitoras miogénicas, também conhecidas como mioblastos adultos ou células
miossatélites. Estes sdo responsaveis pelo crescimento hiperplasico e hipertréfico das
fibras musculares (Koumans e Akster 1995; Johansen e Overturf 2005). A hiperplasia e
a hipertrofia sdo reguladas por fatores reguladores miogénicos (MRFs) que incluem
myod, miogenina (myog) e myf5 (Watabe 1999; 2001). Os MRFs reconhecem
sequéncias nucleotidicas especificas no DNA que estdo presentes nas regides
promotoras da maioria dos genes musculo-especificos, influenciando sua transcricdo
(Lassar et al. 1989; Murre et al. 1989; Blackwell e Weintraub 1990).

O avanco no conhecimento sobre os mecanismos de sinalizagéo e regulacdo do
GH permite deduzir que o seu excesso pode acarretar em efeitos colaterais indesejados.
O proprio desenvolvimento de varios mecanismos de controle da sinalizacdo
intracelular deste hormdénio pelos organismos constitui-se em evidéncia de que o
controle rigoroso de seus niveis € absolutamente necessario. Desta forma, parece 6bvio
que a manutencdo deste hormonio em niveis suprafisiolégicos através da manipulacdo
genética pode acarretar numa série de alteragdes metabdlicas com resultados
imprevisiveis sobre outros sistemas fisiologicos em que o GH tem acdo reconhecida
(Devlin et al. 2006). Mori et al. (2007) observaram alteragdes na expressao de genes do
figado, imunoldgicos, reprodutivos e relacionados ao crescimento, em salmdo amago
(Oncorhynchus masou). Como resultado da superexpresséo do GH ou de sua
administracdo, um aumento significante nas taxas metabdlicas e no consumo de
oxigénio também foram observados no salméo do Atlantico (Cook et al. 2000; Herbert
et al. 2001), na tilapia (McKenzie et al. 2000; 2003) e no zebrafish (Rosa et al. 2008;
2011).

Uma alternativa possivel para a manipulacdo do crescimento pode ser a
aplicacdo da transgenia para aumentar os niveis de GHR em um tecido alvo, ao invés de
aumentar os niveis do horménio circulante. Este novo paradigma da manipulacdo
genética traz duas possibilidades interessantes. Primeiro, o animal tera condicOes de
regular os niveis de hormonio conforme suas necessidades momentaneas, possibilitando
a utilizacdo adequada da energia disponivel. Em segundo lugar, a utilizacdo de

promotores tecido-especificos, 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 superexpressao
musculo-especifica do gene do GHR, avaliando o efeito da transgenia sobre o
crescimento, estrutura muscular e expressdo 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 extrapolacdo dos resultados
obtidos para especies comercialmente importantes na aquicultura (Dahn e Geisler
2006).

Material e Métodos

Producéo das construcdes genéticas

Para a producdo dos peixes transgénicos foram utilizadas duas construcbes genéticas co-
injetadas em ovos recém-fertilizados no estagio de uma célula. Estas construcbes
tiveram como base o plasmideo comercial pDsRed-Express-DR (Clontech Laboratories,
Inc.), que codifica uma variante desestabilizada da proteina vermelha fluorescente de
Discosoma sp. (DsRed), e permite a insercdo de promotores para direcionar a sua
expressao. 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 reacdo 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 transcricdo reversa (RT-PCR) foram realizadas com o0s primers
zfGHR2-FOR (5’-CGGATCCATGGCTCACTCGCTCTCTCTCGA-3’) e zfGHR3-
REV (5’- GCGGCCGCAGCTTTTAATAGTCCCCTCATGG-3"). Ambas PCRs foram
realizadas em reacdes de 25 uL contendo um volume de 2,5 pLL de 10x PCR buffer, 0,2
uM de cada primer, 0,2 mM de cada dANTP, 0,75 mM de MgCl,, 0,2 unidades de
Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Brasil) e 1 pL de solu¢do de DNA. As
reacOes foram incubadas a 94 °C por 1 min, seguida por 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min
a 57 °Ce 2,5 mina 72 °C, com um passo de extensdo 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 recomendagdo do

fabricante.
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O fragmento do promotor da mylz2 foi inserido no plasmideo pDsRed-Express-
DR através do acréscimo, em suas extremidades 5’ e 3’, de sitios de restricdo para as
endonucleases de restricdo EcoR | e BamH I, respectivamente, produzindo a construcéo
denominada pMYO-Red (Fig. 1c). Para a substituicdo da DsRed pelo cDNA do GHR,
foi inserido, nas extremidades 5’ e 3’ deste ultimo, os sitios de restrigdo para as
endonucleases de restricdo BamH | e Not I, respectivamente, sendo obtida a construgéo
pPMYO-GHR (Fig. 1b). Para a linearizacdo das construcdes, os primers MCS-FOR (5°-
GACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTT-3’) e Bgl I1-PA (5°-
CAGATCTTGAGTTTGGACAAACCACAAC-3’) foram utilizados. A PCR foi
realizada em reacGes de 25 uL conforme descrito anteriormente. As reacGes foram
incubadas a 94 °C por 1 min, seguida por 37 ciclos de 30 sa 94 °C, 1 mina 60 °C e 4
min a 72 °C, com um passo de extensdo final de 10 min a 72 °C. Os fragmentos foram
purificados do gel, conforme descrito anteriormente. Apos este processo, as construcoes
foram denominadas de MYO-RED e MYO-GHR.

Manutencéo dos peixes e producéo dos transgénicos

Os peixes foram cultivados em um sistema de cultivo de circulacdo de agua fechada de
acordo com Westerfield (1995). Aproximadamente 500 embriGes no estagio de uma
célula foram microinjetados seguindo o protocolo geral recomendado por Vielkind
(1992) utilizando um picoinjetor motorizado IM-30 (Narishige, Japdo) para injetar
aproximadamente 300 pL de solucdo de DNA, representando um niimero final de 10°
copias de cada transgene por embrido. EmbriGes microinjetados foram incubados a 28
°C até a eclosdo, quando foram analisados em microscopio de epifluorescéncia
(excitagdo = 557 nm; emissdo = 579 nm). Larvas foram classificados atraves dos
padrdes de expressdo da DsRed, conforme Figueiredo et al. (2007a).

Aproximadamente 50 larvas FO DsRed positivas foram obtidas, mas somente
quatro individuos com expressao forte de DsRed foram cultivadas até a maturidade e
reproduzidas separadamente com peixes ndo transgénicos (tipo selvagem). Para
confirmar a presenca da construcdo MYO-GHR nos peixes da F1, um pequeno pedaco
da nadadeira caudal dos peixes positivos para a DsRed foi retirado para a extragdo do
DNA genémico (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 reacgdes de 12,5 pL
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contendo um volume de 1,25 uL de 10x PCR buffer, 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de
cada dNTP, 0,75 mM de MgCl,, 0,1 unidade de Platinum Tag DNA polymerase
(Invitrogen, Brasil) e 0,5 pL de solugdo de DNA. As reagdes foram incubadas a 94 °C
por 1 min, seguida por 33 ciclos de 30 sa 94 °C, 1 min a 60 °C e 2 min a 72 °C, com
um passo de extensdo final de 10 min a 72 °C. Ap0s, os peixes F1 foram
individualizados e reproduzidos com animais ndo transgénicos. Cinco larvas positivas
para DsRed e cinco negativas (F2), filhas de cada um dos peixes reproduzidos, foram
sacrificadas e o0 DNA genomico extraido. Este DNA foi utilizado como molde para
amplificacdo por PCR do transgene MYO-GHR, utilizando os primers zfGHR2-FOR e

Bgl 11-PA, para verificacdo da presenca deste.

Anélise de crescimento

Peixes transgénicos e seus irmdos ndo transgénicos da F2 foram cultivados até trés
meses de idade em um sistema de circulacdo de agua fechado composto de aquarios
com capacidade de 15 L. Foram utilizados 18 peixes de cada grupo. A qualidade da
agua foi monitorada uma vez ao dia, e temperatura, pH, compostos nitrogenados e
fotoperiodo foram mantidos de acordo com os requerimentos para o zebrafish
(Westerfield 1995). Os peixes foram alimentados com racdo comercial com alto nivel
protéico (47,5%) duas vezes ao dia, até a saciedade aparente. Aos 45, 60, 75 e 90 dias 0s
peixes foram anestesiados (Tricaina, 0,1 mg/mL) para a realizacdo das biometrias.
Infelizmente, os dados de 75 dias foram perdidos e 0 peso ndo pode ser analisado neste

ponto.

Expressao génica

Para a andlise de expressdo de genes foram utilizados animais transgénicos e nao
transgénicos irmdos com 45 dias de vida. Para a expressao do GH foi extraido 0 RNA
total da hipodfise, e para a analise dos demais genes foi utilizado o musculo, usando
TRIzol reagent (Invitrogen, Brasil), de acordo com as instrucdes do fabricante. O RNA
extraido foi tratado com DNAse | Amplification Grade (Invitrogen, Brasil), conforme
recomendacdes do fabricante, e utilizado como molde para a sintese de cDNA através
do kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptiont (Applied Biosystems, Brasil),

seguindo o protocolo do fabricante.
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A expressdao foi analisada quantitativamente através de Real Time PCR
quantitativa (QPCR). Cada amostra (n = 5) foi analisada em triplicata. Primers
especificos para cada gene (Tabela 1) foram desenhados no software Primer Express 3.0
(Applied Biosystems, Brasil), a partir de sequéncias disponiveis no GenBank
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov). As reagfes de qPCR foram realizadas no 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems, Brasil) utilizando o kit Platinum SYBR Green
gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Brasil). Dilui¢bes seriadas foram feitas para todos
0s primers para determinar a eficiéncia de reacdo em qPCR. As condi¢des 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
expressao dos genes alvos foi normalizada pela expressdo do gene do fator de elongagéo
1 alpha (efla), o qual ndo mostrou diferengas significativas entre 0s grupos
experimentais (dados ndo mostrados). Vale ressaltar, que para diferenciar a expresséo
do GHR enddgeno e exdgeno nos animais transgénicos foram desenhados dois pares de
primers para este gene, um que amplifica na regido ndo codificante 3’ (chamado neste
trabalho de GHRa) e que, por este motivo, ndo amplifica 0 GHR exdgeno, e um outro
par que amplifica na regido codificante do gene (chamado de GHR).

Anélise histologica

Seis peixes transgénicos e ndo transgénicos de 45 dias de idade foram anestesiados
(Tricaina, 0,1 mg/mL) e sacrificados em gelo para coleta de tecido muscular
esquelético. As amostras foram imediatamente fixadas em solucdo Karnovsky
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, 0,1 M de tampdo fosfato, pH 7,2) e
preservadas em etanol 70%. As amostras foram desidratadas em séries de concentracdes
de etanol (80, 95 e 100%) e embebidas em resina (Historesina - Leica Instruments
GmbH, Alemanha), de acordo com as recomendagdes do fabricante. SeccOes
histologicas transversas (4 um) das fibras musculares foram obtidas através de um
micrétomo com navalha de vidro. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina-
eosina (HE). O diametro das fibras foi determinado com auxilio de microscépio
acoplado a um analisador de imagens. Foi medida a area das fibras do musculo branco e
determinado o diametro das fibras através da seguinte férmula; D=2 A% pi®° (Valente
et al 1999). As fibras foram classificadas conforme o seu didmetro como segue: <16 pum

(fibras finas) e >16 um (fibras espessas).
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Anélise estatistica

Os dados de crescimento foram analisados através de ANOVA de uma via, seguido por
teste post-hoc de Tukey. Variacdo das proporcdes das fibras musculares foi analisada
através de uma tabela r x ¢ (2 x 2) a um nivel de significancia de 5%, com um teste de
qui quadrado usando correcdo de Yates. Para a analise de expressdo génica foi utilizado
0 método de quantificacdo relativa do software REST (Pfaffl et al. 2002), fazendo
comparagOes pareadas entre transgénicos e ndo transgénicos. As amostras referéncias
em cada comparacdo pareada foram os ndo transgénicos. O alfa adotado foi 0,05 e os

resultados foram expressos em mediana * erro padréo (SE).

Resultados

Zebrafish transgénicos foram produzidos por co-injecdo em ovos recém fertilizados no
estagio de uma célula, utilizando as construgdes MYO-RED e MYO-GHR em uma
razdo equimolar. Dos quatro individuos DsRed positivos da FO reproduzidos, somente
um macho estava transmitindo ambos transgenes para os descendentes de forma
mendeliana, provavelmente integradas no mesmo cromossomo. Este peixe foi
considerado o transgénico fundador da linhagem. A expressdo da proteina vermelha
fluorescente no musculo foi observada em microscépio de epifluorescéncia (Fig. 1a). J&
a presenca da constru¢cdo MY O-GHR foi confirmada na F1 por PCR. Apds a reproducéo
dos peixes da F1 com animais ndo transgénicos foi confirmado que os transgenes
estavam sendo transmitidos juntos para a F2, pois todos 0s animais que apresentaram
expressdo para a DsRed foram PCR positivos para o transgene MYO-GHR. Ao
contrario, os animais sem fluorescéncia ndo possuiam o transgene MYO-GHR,
indicando que ndo estava ocorrendo segregacdo dos dois transgenes.

Na analise do crescimento dos animais transgénicos da F2 ndo foi encontrada
diferenca significativa em relacdo aos nao transgénicos (Fig. 2). Entretanto, na andlise
de expressdao foi verificado que o GHR dos peixes transgénicos estava mais de 100
vezes expresso no musculo em relacdo aos animais ndo transgénicos (n = 5). N&o foi
observada diferenca significativa para a expressdo do GH entre transgénicos e nédo
transgénicos (Fig. 3a). Porem, foi observada uma inducdo significativa de mais de 2,5
vezes na expressdao do GHRa nos transgénicos em relacdo aos ndo transgénicos de
mesma idade (Fig. 3a). Além disso, foi verificada uma reducdo significativa na
expressdo dos genes STATS.1 e IGF-1 de mais de 70% e 60%, respectivamente, nos

animais transgénicos (Fig. 3a).

27



Com relacdo aos genes reguladores do GHR, foi encontrado um aumento
significativo na expressdo de SOCS1 e SOCS3 de aproximadamente trés vezes nos
animais transgénicos em relacdo aos néo transgénicos (Fig. 3b). Além disso, a expressdo
de todos os genes dos MRFs anlisados (myod, myf5 e myog) estava duas vezes maior
nos peixes transgénicos em relacdo aos ndo transgénicos (fig. 4a). Entretanto, a
expressdo dos genes que codificam para as proteinas musculares estava
significativamente reduzida nos animais transgénicos (Fig. 4b).

A analise histoldgica da média dos diametros das fibras musculares mostrou que
0 numero de fibras com diametro inferior a 16 um aumentou significativamente nos
animais transgénicos em relacdo aos ndo transgénicos (Fig. 5), 0 que aparentemente

evidencia crescimento muscular hiperplésico nestes peixes.

Discussao

A producdo 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 transgénico superexpressando o gene do GH
que apresenta crescimento acelerado (Figueiredo et al. 2007a, 2007b). Entretanto, varios
estudos realizados sobre esta linhagem demonstraram alteracdes fisiologicas e
bioquimicas 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 transgénicos superexpressando o GH (Cook et al. 2000; Herbert et al. 2001;
Bartke et al. 2002; McKenzie et al. 2003). Estas evidéncias sugerem que, embora maior
crescimento possa ser obtido através da superexpressao do GH, é necessario buscar vias
alternativas que possibilitem obter o crescimento desejado sem os efeitos colaterais
decorrentes do excesso de hormonio circulante.

O aumento do conhecimento sobre a sinalizacdo intracelular do GH tem
possibilitado o desenvolvimento de novos paradigmas na manipulagdo genética com o
objetivo da aceleracdo do crescimento. Com o objetivo de restringir as acles da
sinalizacdo do eixo somatotrofico a um tecido de interesse e assim diminuir seus efeitos
colaterais, no presente trabalho nds desenvolvemos uma linhagem de zebrafish
transgénico superexpressando o GHR de maneira musculo-especifica. Para tanto, foi
utilizada uma construgdo genética constituida pelo promotor da mylz2 direcionando a
expressdo do GHR do zebrafish. Adicionalmente, foi co-injetada uma segunda

construcdo genética que induziu a expressdo de um gene marcador (DsRed) sob controle
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do mesmo promotor. Esta estratégia permitiu identificar in vivo o efeito musculo-
especifico do promotor mylz2 (Fig. 1a). Foi demonstrado, em trabalhos anteriores, que
este promotor é eficiente para direcionar especificamente a expressdo de genes para o
musculo 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
proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras miogénicas, responsaveis pelo
crescimento hiperplasico e hipertréfico das fibras musculares (Johnston 1999;
Rowlerson e Veggetti 2001), sendo este processo regulado pelos fatores reguladores
miogénicos (MRFs) (Sabourin e Rudnicki 2000). Hipertrofia (aumento no tamanho da
miofibra) e hiperplasia (aumento no numero de miofibras) sdo os dois principais
mecanismos para promoc¢do de um aumento de massa muscular. Estes mecanismos
parecem ser regulados pelo GH e IGF-1 (Velloso 2008), sendo os efeitos de promocao
de crescimento do GH principalmente mediados pelo IGF-1 (Le Roith et al. 2001).

Os efeitos do GH e do IGF-I enddcrino e/ou autdcrino/paracrino podem ter
acOes distintas na regulacdo da massa muscular (Velloso 2008). Foi demonstrado em
camundongos, que o nocaute do gene do GHR provoca uma redugdo tanto no peso
absoluto do tecido muscular como na relacdo peso do musculo/peso corporal em
comparagdo com animais ndo transgénicos (Sotiropoulos et al. 2006). Em outro estudo,
Kim et al. (2005) demonstraram que camundongos com receptor de IGF-1 (IGF-IR)
nocauteado especificamente no tecido muscular apresentam miofibras com diametro
reduzido e masculos menores que 0s animais ndo transgénicos, sugerindo que o GH
pode ndo estar envolvido diretamente com o aumento de massa muscular.

No presente estudo, peixes transgénicos para 0 GHR foram comparados com
seus irmdos ndo transgénicos para o crescimento, estrutura do tecido muscular
esquelético e expressdao de genes relacionados ao eixo somatotréfico e miogénese. Na
analise de crescimento, ndo foram verificadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais (fig. 2), apesar dos transgénicos estarem expressando cerca de 100 vezes
mais 0 gene do GHR em relagdo aos ndo transgénicos. Em um estudo similar, Ishtiaq
Ahmed et al. (2011) observaram crescimento acelerado em zebrafish transgénicos
superexpressando um GHR constitutivamente ativado devido a introducéo de zipers de
leucina na estrutura da molécula. Neste caso, 0 eixo somatotrofico permaneceu ativado
de forma independente ao GH em todos os tecidos, devido ao promotor ubiquo CMV

utilizado. Assim, é provavel que o figado destes animais esteja produzindo maior
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guantidade de IGF-I, conforme observado na analise da expressdo deste gene em
embrides transgénicos. Diferentemente, em nosso modelo a expressdo mausculo-
especifica do GHR provavelmente ndo alterou a concentracdo de IGF-I plasmatico,
mantendo o crescimento corporal dentro dos niveis normais.

Com o objetivo de avaliar o nivel da sinalizacéo intracelular do GH no tecido
muscular de nosso modelo transgénico, nds analisamos a expressdo dos principais genes
do eixo somatotrofico. Os resultados mostrados na Fig. 3a indicam que a
superexpressdo musculo-especifica do GHR ocasionou, ao contrario do esperado, uma
queda significativa da sinalizacdo do eixo somatotrofico, evidenciada pela diminuicéo
da expressdo do gene do IGF-I e da Stat5.1. Além disso, foi observado um aumento na
expressao do gene do GHRa (enddgeno) que pode ser atribuido a uma resposta do
tecido a esta queda na sinalizacdo. A questdo que surge é: se existe um aumento da
expressdo do receptor, de que forma a sinalizacdo do eixo somatotréfico foi afetada?

Tem sido demonstrado que proteinas da familia SOCS tém fungdo importante na
regulacdo da sinalizacdo 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 sdo o0s
principais moduladores do eixo somatotréfico no figado de zebrafish transgénicos
homozigotos da linhagem F0104. Neste sentido, no presente trabalho a expressdo de
SOCS1 e SOCS3 foi analisada no tecido muscular dos peixes transgénicos para 0 GHR.
Os resultados mostraram um aumento significativo na expressdao de ambos 0s genes
(Fig. 3b), indicando que estas proteinas também podem ter fun¢do modulatéria da via de
sinalizacdo intracelular do GH no musculo. A hipétese de Studzinski et al. (2009) para
explicar o aumento das proteinas SOCS1 e 3 em transgénicos homozigotos da linhagem
FO0104 foi que estes, por expressarem o dobro do GH exdgeno, ativaram a via de
sinalizacdo acima do limite suportado pelo orcamento energético do animal. Este fato
pode estar ocorrendo no masculo dos peixes superexpressando o GHR da linhagem
transgénica aqui desenvolvida.

O IGF-I tem sido reconhecido como um agente hipertréfico (Glass 2003;
Clemmons 2009). DeVol et al. (1990) mostraram que a expressdao de IGF-I esta
aumentada durante a hipertrofia compensatéria causada experimentalmente em ratos.
IGF-1 induz aumento de massa muscular pelo estimulo da via fosfatidilinositol-3
quinase (PI3K)/proteina quinase B (Akt), resultando em ativacdo de sintese protéica
(Bodine et al. 2001; Rommel et al. 2001, Singleton e Feldman 2001), associada a
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hipertrofia (Glass 2005; Clemmons 2009). Para verificar se esta via estava bloqueada
foram realizadas andlises de expressdao de genes que codificam para algumas das
principais proteinas musculares. Os resultados obtidos mostraram que os genes da alfa
actina 1 (Actal), miosina de cadeia pesada 4 (myhc4) e mylz2 estdo com sua expressdo
significativamente reduzida (Fig. 4b). Para avaliar se o grau de hipertrofia esta
realmente alterado nos peixes transgénicos aqui produzidos devido a baixa expressdo do
gene de IGF-I, foram realizadas analises histologicas do tecido muscular. A Fig. 5
mostra que 0s peixes transgénicos tiveram um percentual significativamente maior de
fibras de menor didmetro em relagdo aos ndo transgénicos. O musculo esquelético
consiste de uma mistura de fibras de menor e maior didmetro, sendo as fibras menores
estagios iniciais das maiores, e quando em grande namero, utilizadas como diagnostico
de crescimento hiperplasico (Weatherly e Gill 1987). A anélise estatistica da propor¢édo
de fibras pelo teste qui quadrado mostrou uma diferenga significativa entre transgénicos
e ndo transgénicos (P < 0,01), indicando que o crescimento muscular dos peixes
transgénicos produzidos neste trabalho estava alterado para a hiperplasia.

Como ja& mencionado anteriormente, o crescimento muscular em peixes é
regulado pelos MRFs (Hawke e Garry 2001). Myod e myf5, MRFs primérios, sdo
responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos (Emerson 1990; Watabe
1999; Sabourin e Rudnicki 2000). Ja a myog, considerada MRF secundario, controla a
diferenciacdo muscular de forma mais tardia através da regulacdo da fusdo dos
mioblastos e consequente formacdo dos miotubos (Megeney e Rudnicki 1995; Rudnicki
e Jaenish 1995). Por estes motivos, e pela tendéncia de um crescimento hiperplésico
observado nos cortes histoldgicos, foi analisada a expressdo dos genes que codificam
para myf5, myod e myog. Como resultado, foi observado um aumento significativo na
expressao destes genes nos animais transgénicos (Fig. 4a). Isto indica que, de alguma
maneira, mesmo sem a ativacdo do eixo somatotréfico, a superexpressdo do GHR
muscular levou a um aumento na ativacdo da expressdo dos genes dos MRFs. Cabe
ressaltar que, mesmo que 0s transgénicos superexpressando o GHR tenham a
sinalizacdo do eixo somatotréfico diminuida no musculo, é provavel que estes animais
preservem a producdo normal do IGF-1 hepéatico. Assim, surge uma nova questdo:
poderia o0 IGF-I circulante estar atuando no musculo e, com isso, compensando a queda
do IGF-I produzido de forma autocrina/paracrina?

Sabe-se que, além da via de sinalizacdo intracelular PI3K/Akt, que estd mais

relacionada ao processo de diferenciacdo e sintese protéica (Coolican et al. 1997,
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Clemmons 2009), o IGF-I ativa a via proteina quinase regulada por mitégeno e sinal
extracelular (MEK)/proteina quinase regulada por sinais extracelulares (ERK),
relacionada ao processo proliferativo (Clemmons 2009). Além disso, este horménio
ativa ainda a via STATS3, relacionada ao mecanismo de feedback negativo do préprio
IGF-I (Himpe e Kooijman 2009). A via MEK/ERK esta presente também como uma via
alternativa de sinalizagdo do GH (Herrington e Carter-Su 2001), sendo também
relacionada ao processo proliferativo. Existem varias evidéncias de que a sinalizacao
intracelular do GH utiliza esta via de forma independente de JAK2 (Brooks et al. 2008),
ndo sendo assim, regulada pelas proteinas SOCS. Tem sido demonstrado que as
proteinas SOCSL1 e 3, além de modularem a sinalizagdo intracelular do GH através da
inibicdo da JAK2, podem regular também a sinalizacdo do IGF-I e da insulina através
da acdo destas proteinas 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 proteinas SOCS ndo regulam a via
proliferativa MEK/ERK da sinalizacdo tanto do GH quanto do IGF-1 (Himpe e
Kooijman 2009). Em nosso modelo, é provavel que a via MEK/ERK esteja com um
nivel de ativacdo aumentada devido ao provavel blogueio das vias PI3K/Akt e
JAK/STAT, causado pelas proteinas SOCS1 e 3. Coolican et al (1997) utilizando
inibidores das vias PI3K/Akt e MEK/ERK em mioblastos de rato demonstraram que,
qguando uma via é bloqueada, aumenta a ativacdo da outra via. Como a via MEK/ERK ¢é
proliferativa, é provavel que o aumento de expressao dos genes dos MRFs observado
nos peixes transgénicos do presente trabalho esteja relacionado a um possivel aumento
de ativacdo desta via.

Baseados em nossos resultados, podemos concluir que o aumento da expressdo
do GHR no tecido muscular ndo implica, necessariamente, em aumento na producdo de
IGF-I aut6crino/paréacrino. A via PI3K/Akt parece ser regulada pelas proteinas SOCS,
que provavelmente regulam também a sinalizacdo intracelular induzida pelo IGF-I
circulante. Além disso, a diminuicdo da sinalizacdo do IGF-I levou a uma reducéo da
sintese de algumas das principais proteinas musculares, ocasionando uma diminuigdo no
didmetro das fibras musculares, o que caracterizou um crescimento hiperplasico. 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 sintese de
proteinas e crescimento hipertréfico (PI13K) e, por outro lado, utilizado para ativar a via

MEK/ERK que culmina na ativacdo dos MRFs responsaveis pela proliferacdo de
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mioblastos. Neste sentido, hipertrofia e hiperplasia parecem seguirem duas vias
diferentes, ambas desencadeadas pela ativacdo do GHR, mas reguladas por mecanismos
diferentes.

Para se obter um crescimento muscular hipertréfico/hiperplasico equilibrado,
parece ser necessario que ambas as vias PI3K/Akt e MEK/ERK estejam ativadas de
forma equivalente. Talvez, como proposto por Ishtiag Ahmed et al. (2011), uma
alternativa interessante seja associar a transgenia com o desenho molecular de proteinas
constitutivamente ativadas em tecidos especificos. No caso do tecido muscular, o
desenho de receptores de GH ou de IGF-I resistentes a acdo modulatéria das proteinas
SOCS poderia favorecer a proliferagdo dos mioblastos, acompanhada de uma adequada

sintese protéica para sustentar um elevado crescimento hipertrofico.
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Tabela 1

Primers gene especificos desenhados usando sequéncias disponiveis 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’-ctacccgecccgaagtg-3’ 5’-cgtagtccatgcagctgttga-3’ NM131087.1
STATS5.1 5’-aaattggcggcatcactatagc-3’ 5’-cctttcecectgctttgttagg-3’ NM194387.1
IGF-I1 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’-gtgcccctceggtactga-3° BC114261.1
myog 5’-ggccgctaccttgagagaga-3’ 5’-gagcctcaaaggcctcgtt-3° AF202639.1
Actal 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’-ttccggtcgegetaget-3° 5’-gggaagccaagtcttcaggat-3° EU649774.1
DsRed 5’-ctggacatcacctcccacaac-3’ 5’-ctcggcegcegctegtact-3°

efla 5’-gggcaagggctccttcaa-3’ 5’-cgctcggcecttcagtttg-3° NM131263.1

40



Figura 1
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a Expressao musculo especifica da proteina vermelho fluorescente (DsRed) direcionada
pelo promotor da mylz2 (miosina de cadeia leve 2) em zebrafish (Danio rerio)
transgénico sobe luz UV. b Plasmideo pMYO-GHR. ¢ Plasmideo pMY O-Red
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Figura 2
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Crescimento de zebrafish (Danio rerio) transgénico (T) e néo transgénicos (NT)

Growth of transgenic (T) and wild type (WT) zebrafish (Danio rerio)
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Figura 3
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Expressdo relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgénicos e ndo
transgénicos. a Genes relacionados ao eixo somatotrofico. b Genes das proteinas
SOCS1 e SOCS3. Néo transgénicos foram considerados controles, com expressdo dos
genes = 1 (linha tracejada). Asteriscos representam diferencas significativamente

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

5=
|a
44 i i
5 o
B 31
=
-
L
-
s 2]
w
14--- At . . oo e
0 1 I 1
myf5 myod myog
2.0 b
e
c
- d
©
- x * *
g Lok a0 Gemmaee 0 e -
v  e——
)
“w
0.5 1 -
0.0 . =r= :
actal myhc4 mylz2

Expressdo relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgénicos e ndo
transgénicos. a Genes dos fatores reguladores miogénicos. b Genes codificando para
proteinas musculares estruturais. N&o transgénicos foram considerados controles, com
expressdo dos genes = 1 (linha tracejada). Asteriscos representam diferencas

significativamente significativas (P < 0.05). Em todos 0s casos n = 5
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Figura 5
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a Corte histolégico do musculo de zebrafish transgénico. b Corte histoldgico do
musculo de zebrafish ndo transgénico. ¢ Proporgdo fibras musculares finas (< 16 um) e
espessas (> 16 um) de zebrafish (Danio rerio) transgénicos (T) e ndo transgénicos
(WT). Teste qui quadrado com correcdo de Yates = 12.62, df = 1 (P < 0.01)
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Capitulo 11

Superexpressdo do GHR causa hiperplasia via transporte nuclear e ativagio dos
genes dos MRFs no musculo esquelético de um modelo de zebrafish

transgénico?
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Resumo

O receptor do hormonio do crescimento (GHR) é um receptor de citoquina classe | que
apresenta varias vias de sinalizacdo que mediam suas a¢cdes como regulador chave do
crescimento pds-natal e do metabolismo. Porém, trabalhos recentes vém demonstrando
que 0 GHR pode ativar de forma direta o processo proliferativo de algumas células ou
tecidos, através de sua translocagdo para o nucleo. O objetivo deste trabalho foi verificar
de que maneira a superexpressdo do GHR no tecido muscular de um modelo de
zebrafish (Danio rerio) transgénico ativou a expressdo dos fatores reguladores
miogénicos (MRF) e, por consequéncia, causou hiperplasia. Para tanto, foi analisada a
expressdo dos genes das vias PI3K/Akt (nTOR e p70S6K) e MEK/ERK (Shc, Raf,
MEK e ERK), além dos genes das principais proteinas de transporte nuclear (importinas
al, a3, Ble B2). Ao contrario do esperado, a via proliferativa MEK/ERK néo
apresentou ativacao significativa de seus genes em relacdo a via hipertrofica PI3K/Akt.
Entretanto, foi observado aumento da expressao dos genes das importinas al, a3 e 1
nos peixes transgénicos. Portanto, podemos concluir que o aumento na transcricdo dos
MRFs encontrado no modelo transgénico aqui estudado, pode estar ocorrendo devido a
importacdo do GHR para o nucleo. Este receptor estaria atuando como um fator de
transcricdo para a ativacdo dos MRFs. Ao nosso conhecimento, estas sdo as primeiras
evidéncias sobre o transporte do GHR para o nucleo e sua acgdo proliferativa em tecido

muscular de peixe.

Palavras-chave

Danio rerio, receptor do horménio 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 al, a3, Ble B2). 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 al, a3 e B1 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.

Keywords
Danio rerio, growth hormone receptor, PI3K/Akt, MEK/ERK, importins.
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1. Introducgéo

Hormonio do crescimento (GH) é um hormonio pluripotente produzido e secretado pela
hipdfise de vertebrados. Suas acdes sdo mediadas via receptor do GH (GHR), o qual é
amplamente expresso por células alvos do GH. O GHR é o regulador chave do
crescimento pos-natal e tem acBes importantes sobre o metabolismo, 0s sistemas
reprodutivo, gastrointestinal, cardiovascular, hepato-biliar e renal (Lichanska e Waters,
2008). No tecido muscular o GH, e o principal mediador de suas acfes, o fator de
crescimento tipo insulina-1 (IGF-1) (Le Roith et al., 2001), parecem regular os dois
principais mecanismos para promogao de aumento de massa muscular, a hipertrofia e a
hiperplasia (Velloso, 2008). O crescimento da musculatura esquelética em peixes ocorre
através da proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras miogeénicas,
responsaveis pelo crescimento hiperplasico e hipertrofico das fibras musculares
(Johnston, 1999; Rowlerson e Veggetti, 2001), sendo este processo regulado pelos
fatores reguladores miogénicos (MRFs) (Hawke e Garry, 2001; Sabourin e Rudnicki,
2000).

Nosso grupo tem desenvolvido modelos de zebrafish (Danio rerio) transgénicos
para 0 estudo do eixo somatotréfico e os efeitos da superativacdo desta via de
sinalizacdo (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 a¢cdes 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 didmetro, caracterizando hiperplasia,
provavelmente decorrente do aumento significativo da expressao dos MRFs. Entretanto,
apesar da superexpressdo do GHR nestes transgénicos, a via de sinalizacdo JAK2/STAT
mostrou-se significativamente diminuida nos animais transgénicos, levando a uma
queda do nivel de expressdo do IGF-I. Isto pode ser explicado devido ao aumento da
expressdo dos supressores da sinalizagdo de citoquinas 1 e 3 (SOCS1 e 3). Estas
proteinas modulatérias tém sido relacionadas a fungdo de controle da sinalizagdo
intracelular do GH (Croker et al., 2008; Studzinski et al., 2009). SOCS1 e 3 podem se
ligar aos receptores ou as JAKs impedindo a fosforilacdo das STATs (Baker et al.,
2009). Os resultados observados para a linhagem MYO-GHR indicam que, de alguma

forma, a superexpressdo do GHR levou a um aumento da expressdo dos MRFs sem
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ativagcdo da via JAK2/STAT, demonstrando que hiperplasia e hipertrofia podem ser
reguladas por rotas de sinalizacdo distintas (Figueiredo et al., in press).

O GHR €é um receptor de citoguina classe | e, como um receptor de membrana,
pensa-se que sinaliza exclusivamente da membrana celular, principalmente através do
mecanismo de sinalizacdo 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 consequéncia, ativa a via de sinalizacdo PI3K/Akt (Smit et
al., 1999; Yamauchi et al., 1998), sugerindo que sua atividade é importante para a agdo
diabetogénica do GH (Herrington e Carter-Su, 2001). Entretanto, evidéncias emergentes
ttm indicado que o GHR pode sinalizar através de mecanismos adicionais
independentes de JAK2 (Barclay et al., 2010; Zhu et al., 2002). A ativacao da via de
sinalizacdo MEK/ERK através da Lyn quinase, uma tirosina quinase da familia Src, €
um exemplo de sinalizacdo independente de JAK2 (Ling et al., 2003; Rowlinson et al.,
2008; Zhu et al., 2002). Esta via de sinalizacdo esta envolvida na proliferagdo celular
induzida pelo GH (Liang et al., 1999). Coolican et al. (1997), utilizando inibidores
especificos para as vias PI3K/Akt e MEK/ERK em mioblastos de ratos, demonstraram
que quando uma via estd blogueada a sinaliza¢do da outra aumenta.

Embora 0 GHR seja amplamente reconhecido como uma proteina de membrana,
esta molécula tem sido encontrada em grande quantidade no interior das células,
incluindo a sua intrigante localizacdo no ndcleo (Lobie et al., 1991). O uso de
anticorpos monoclonais combinados com microscopia multifocal e microscopia
eletronica tem permitido a definicdo precisa da localizacdo 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 ¢ translocado para o nucleo
ndo é bem entendido (Johnson et al., 2004). Acredita-se que o processo que leva a
localizagdo nuclear do GHR depende do escape deste receptor dos mecanismos de
degradacdo e de seu transporte para o nucleo pelo mecanismo de importacdo classico
mediado pelo heterodimero de importinas-o/p (Bryant e Stow, 2005; Conway-Campbell
et al., 2008; Swanson e Kopchick, 2007).

A via de sinalizagdo intracelular MEK/ERK ¢ ativada de forma independente da
acao de JAK2, ndo sendo regulada pelas proteinas SOCS (Brooks et al., 2008; Himpe e
Kooijman, 2009). Como esta via esta relacionada ao processo proliferativo, é provavel
que seja responsavel pela expressdo dos MRFs. Por outro lado, a localiza¢&o nuclear do

GHR é uma caracteristica comum de tecidos e células que apresentam alto grau
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proliferativo (Conway-Campbell et al.,, 2007). Desta forma, é possivel que o
crescimento hiperplésico observado no tecido muscular do modelo transgénico aqui
estudado esteja relacionado com o transporte nuclear do GHR e sua atuacdo direta ou
indireta no aumento da transcricdo de genes que codificam para os MRFs. Portanto, o
objetivo do presente trabalho foi verificar se a hiperplasia observada na linhagem MY O-
GHR foi devido ao aumento da expressdo dos genes da via MEK/ERK em relacéo a via
PI3K/AKkt, ou esta relacionada a translocacdo do GHR para o nucleo através das

importinas.

2. Material e Métodos

Os zebrafish transgénicos utilizados neste trabalho foram da linhagem MYO-GHR
(Figueiredo et al., in press), a qual carrega uma construcdo genética constituida pelo
cDNA do GHR sob o controle transcricional do promotor da miosina de cadeia leve 2
(mylz2) do proprio zebrafish. Adicionalmente, esta linhagem carrega um transgene
replrter que possui 0 mesmo promotor direcionando a expressdo da proteina vermelho
fluorescente de Discosoma sp. (DsRed). Esta estratégia permitiu a identificacdo dos
transgénicos sob luz ultravioleta logo ap6s a eclosdo. Peixes transgénicos e nao
transgénicos irmaos foram produzidos através do cruzamento de machos transgénicos
com fémeas ndo transgénicas. Foram utilizados para a analise de expressdo dos genes
peixes com 45 dias de vida, dos quais foi extraido RNA total do tecido muscular
esquelético utilizando TRIzol reagent (Invitrogen, Brasil), de acordo com as instrucdes
do fabricante. O RNA extraido foi tratado com DNAse | Amplification Grade
(Invitrogen, Brasil) e utilizado como molde para a sintese de cDNA através do kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Brasil), seguindo os
protocolos dos fabricantes.

A expressdo dos genes das vias de sinalizagdo PI3K/Akt e MEK/ERK e das
proteinas de importacdo foi analisada quantitativamente através de Real Time PCR
(gPCR). Cada amostra foi analisada em triplicata, utilizando sete individuos de cada
grupo analisado. Primers especificos para cada gene (tabela 1) foram desenhados no
software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Brasil), a partir de sequéncias
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As reacdes de gPCR foram
realizadas na plataforma 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Brasil)
utilizando o kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Brasil).

DiluicOes seriadas foram feitas para todos os primers para determinar a eficiéncia de
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reacdo em gPCR. As condigdes 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 expressdo dos genes alvos foi normalizada
pela expressdo do gene do fator de elongacdo 1 alpha (efla), o qual ndo mostrou
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais (dados ndo mostrados).

Para realizacdo da analise estatistica foi utilizado o método de quantificacéo
relativa do software REST (Pfaffl et al., 2002), fazendo comparacGes pareadas entre
transgénicos e nédo transgénicos. As amostras referéncias em cada comparacgdo pareada
foram os ndo transgénicos. O alfa adotado foi 0,05 e os resultados foram expressos em

mediana * erro padrdo (SE).

3. Resultados

Foi realizada analise de expressdo génica de zebrafish transgénicos de 45 dias de vida e
seus irmdos ndo transgénicos para 0 GHR no tecido muscular. Quando analisada a
expressao dos genes da via de sinalizacao intracelular PI3BK/AKT, mTOR (componente
do complexo TORC-1 que ¢é ativada pela Akt) e p70S6K (quinase fosforilada pela Akt)
ndo foram encontradas diferencas significativas entre peixes transgénicos e nao
transgénicos (fig. 1). Da mesma forma, também ndo houve diferencas significativas
entre animais transgénicos e ndo transgénicos nos genes analisados para a via de
sinalizacdo MEK/ERK, Shc, Raf, MEK e ERK (fig. 2). Porém, quando analisada a
expressdo dos genes das proteinas de transporte nuclear, foi observado que as
importinas al, a3 e B1 dos transgénicos apresentaram um nivel de expressdo duas
vezes maior do que 0s ndo transgénicos, enquanto que para a importina 32 ndo houve

diferenga significativa (fig. 3).

4. Discussao

Os resultados aqui obtidos mostram que as vias MEK/ERK e PI3K/Akt ndo apresentam
alteracdes significativas na expressdo de seus principais genes, indicando que a
hiperplasia observada nos transgénicos ndo foi decorrente da alteracdo destas vias de
sinalizacdo. Em contrapartida, foi observado um aumento significativo na expressao de
trés das quatro importinas analisadas, sugerindo o transporte de alguma molécula para o
nucleo. Uma vez que os transgénicos da linhagem MYO-GHR expressam 100 vezes
mais 0 GHR em relacdo aos ndo transgénicos (Figueiredo et al., in press), e que este

receptor tem sido localizado no ndcleo de células proliferativas de diversas espécies, é
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provavel que o aumento das importinas aqui observado esteja relacionado com o
transporte nuclear do receptor superexpresso em nosso modelo.

Levando em consideracdo que 0s peixes transgénicos aqui utilizados apresentam
hiperplasia sem a ocorréncia de hipertrofia, seria esperado que a via MEK/ERK
estivesse aumentada em relagdo a PI3BK/Akt. A primeira via esta mais relacionada com o
processo proliferativo, enquanto que a segunda a sintese protéica e ao crescimento
hipertréfico. A via PI3K/Akt leva ao aumento de massa muscular induzido pelo IGF-I
(Rommel et al., 2001; Singleton e Feldman, 2001). A ativacdo de PI3K leva a
fosforilagdo de fosfolipidios na membrana celular, os quais recrutam e ativam a Akt
(Coolican et al., 1997). Uma vez ativada, a Akt atua fosforilando o0 mTOR (alvo
mamifero da rapamicina) e a quinase p70S6K, o que acarreta em aumento de sintese
protéica, hipertrofia e inibicdo de apoptose (Bodine et al., 2001; Clemmons, 2009;
Glass, 2003; 2005). A p70S6K atua fosforilando uma importante subunidade ribossomal
que é necessaria para a traducdo de proteinas musculares (Clemmons, 2009). No
presente trabalho, ndo foi observada alteracdo na expressdo dos genes mTOR e p70S6K
nos transgénicos da linhagem MYO-GHR (fig. 1). Este dado corrobora os resultados
observados por Figueiredo et al. (in press) de auséncia de hipertrofia nos peixes
transgénicos em rela¢do aos ndo transgénicos.

Por outro lado, os animais desta linhagem apresentaram aumento da expressao
dos genes dos MRFs e hiperplasia muscular. Neste caso, a hiperplasia poderia estar
ocorrendo através de dois processos distintos: ativacdo da via proliferativa MEK/ERK
ou pelo transporte nuclear do GHR. A via MEK/ERK est4 presente como uma via
alternativa de sinalizacdo do GH bem como do IGF-I (Herrington e Carter-Su, 2001),
estando relacionada ao processo proliferativo e de diferenciacdo celular (Clemmons,
2009; Coolican et al., 1997). A ativacdo da via de sinalizacdo MEK/ERK ocorre apds a
ligagdo do horménio ao seu receptor, levando a fosforilagcdo de tirosinas mediada por
serina/treonina quinases como Shc, Raf e MAPK (Chiou et al., 2007). Dentre estes
fatores, as MAPK s&o cruciais para a regulagédo de importantes funcoes celulares em
resposta a estimulos mitéticos (Robinson e Cobb, 1997; Seger e Krebs, 1995). Existem
trés classes de MAPK, sendo que foram analisadas no presente trabalho a MEK e a
ERK. Apesar desta via ser caracterizada como proliferativa, ndo foi observada alteracao
na expressdo de nenhum dos genes analisados (fig. 2), indicando que a hiperplasia

encontrada nesta linhagem néo foi devido & ativacéo desta via de sinaliza¢do. Portanto,
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a questdo principal a ser respondida é como a superexpressao do GHR estaria
aumentando a transcricdo dos MRFs?

Tem sido demonstrado que apos a ligagdo do GH ao seu receptor na superficie
celular, este complexo € internalizado e redistribuido para diferentes compartimentos
subcelulares (Roupas e Herington, 1989). O mecanismo pelo qual o complexo GH/GHR
é translocado para o nucleo ainda ndo esta bem claro. Porém, esta translocacdo parece
ndo ser exclusiva do GHR. Outros receptores proximamente relacionados ao GHR sao
também translocados para o ndcleo celular (Bryant e Stow, 2005; Carpenter e Liao,
2009; Krolewski, 2005; Wang e Hung, 2009), sendo que esta translocagéo tem sido
relacionada com proliferacdo celular (Reilly e Maher, 2001; Wang et al., 2010). Este
processo de translocagdo nuclear em mamiferos requer importina-p, 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 nucleo das células é
mediado pelo mecanismo de importacdo classico através do heterodimero importina-
o/B.

Com o propo6sito de verificar se 0o aumento na expressdo dos MRFs e a
hiperplasia encontrada no tecido muscular dos peixes transgénicos da linhagem MYO-
GHR poderiam estar relacionadas ao transporte nuclear do GHR, foi analisada a
expressdo dos genes das proteinas de importacdo nuclear, importinas al, a3, fl e 2.
Como resultado, foi observado um aumento significativo na expressao das importinas
al, a3 e Bl (fig. 3). Este resultado indica um aumento na importagdo de proteinas para
0 nucleo das células musculares, provavelmente GHR, o que corroboraria com uma
acao nuclear proliferativa deste receptor. Portanto, com base em nossos resultados
podemos concluir que 0 aumento na transcricdo MRFs, e por consequéncia a hiperplasia
muscular encontrada na linhagem MYO-GHR, ocorre devido a importacdo do GHR ao
nucleo. Este trabalho representa as primeiras evidéncias de que o transporte nuclear
deste receptor pode afetar a transcri¢do de genes relacionados com a proliferacao celular
em peixes.

A funcgéo nuclear do GHR aparenta ser diferente de suas fun¢Ges na membrana
plasmatica (Conway-Campbell et al., 2007; 2008). Segundo Conway-Campbell et al.
(2008), 0 GHR nuclear esta envolvido com a regulagdo transcricional, exibindo muitas
propriedades normalmente associadas a fatores de transcricdo. Porém, para o GHR
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exercer qualquer atividade transcricional é necessario a sua interagdo com moléculas
coativadoras transcricionais, uma vez que este receptor ndo possui dominios de ligacéo
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 mamiferos (Conway-Campbell et al., 2008), sendo possivel a sua existéncia
também em peixes. Tem sido demonstrado que o COoAA aumenta a atividade
transcricional de varios fatores de transcricdo (Auboeuf et al., 2004). A identificacdo do
CoAA e a andlise da expressdo de seu gene poderia auxiliar na determinacdo do

mecanismo de a¢do do GHR no nucleo celular neste grupo de vertebrados.
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Tabela 1

Primers gene especificos desenhados usando sequéncias disponiveis no banco mundial

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

Gene Primer Foward Primer Reverso GenBank
efla 5’-gggcaagggctccttcaa-3’ 5’-cgctcggccttcagtttg-3° NM131263
Shc 5’-aaatggccgagtcccccacg-3’ 5’-cggctcattcggecgtggtac-3°  NM001044973
Raf 5’-aaccagccgcaccatccgag-3’ 5’-gtggagcgtcatgectggee-3° NM131439
MEK 5’-ccctgcagacagagcggacc-3°  5’-tctectecacttcggegegt-3° NM001128281
ERK 5’-cccatcggcaaacttcgege-3’ 5’-agcagcaaccgeagggtctc-3°  XM684744
mTOR  5’-gtatgcccaagggcctggeg-3° 5’-atgctgcccacgtcgcetage-3° NMO001077211
p70S6K  5’-ccgttcacctcgecggttct-3° 5’-ccgggtaaggtgggacctegt-3>  NM213076
Impal  5’°-cccacactcatctgecttctg-3° 5’-gcaggtgtccgcaagcea-3’ BCO075790
Impe3  5’°-tecttccatccccataacctt-3 5’-ttcggcacaggttgacaatg-3’ BC055253
Imppl  5’-gcacgcagggagatcaaga-3’ 5’-ctgggccggtatgtctctgt-3° NM001037702
Impp2  5’-gacccaacacacccaaaactct-3’  5°-cacgtatcccagtcgaccaat-3”  BC080218
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Figura 1

3-

Fold Induction

P70S6K mTOR

Expressdo relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgénicos e nédo
transgénicos. Via de sinalizagdo PI3K/Akt. Nao transgénicos foram considerados

controles, com expressao dos genes = 1 (linha tracejada). Em todos os casos n = 7.
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Figura 2

34

Fold Induction

Shc Raf MEK ERK
Expresséo relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgénicos e néo

transgénicos. Via de sinalizagio MEK/ERK. N&o transgénicos foram considerados

controles, com expressao dos genes = 1 (linha tracejada). Em todos os casos n = 7.
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Figura 3

4-

Fold Induction
»

L] | ) 1
Imp a1 Imp a3 Imp p1 Imp B2

Expresséo relativa de genes comparando zebrafish (Danio rerio) transgénicos e néo
transgénicos. Proteinas de transporte nuclear. Nao transgénicos foram considerados

controles, com expressao dos genes = 1 (linha tracejada). Asteriscos representam

diferencas significativas (P < 0.05). Em todos os casos n = 7.
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Discussao Geral

Nas Ultimas décadas varios estudos sobre o crescimento foram realizados
utilizando modelos de animais transgénicos para 0s mais variados genes. Entretanto,
sem a menor duvida, o GH tem sido o principal alvo destes estudos. Porém, a
superexpressdo deste hormonio, apesar de na maioria das vezes produzir um
crescimento maior, pode gerar também uma seérie de alteracBes fisioldgicas e
bioquimicas (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
duvidas com relacdo a acdo do horménio produzido no animal transgénico sobre o
consumidor. A producdo de animais transgénicos para outros genes do eixo
somatotrofico surge como uma alternativa para se contornar os efeitos indesejados
produzidos pela superexpressdo do GH. Recentemente, o GHR foi utilizado para
produzir um zebrafish transgénico expressando este receptor com uma alteragdo na sua
estrutura tridimensional, a qual permite a sua ativacdo de forma independente do GH
(Ishtiag Ahmed et al., 2011). Porém, este GHR modificado foi direcionado por um
promotor com atuacdo constitutiva, o que pode levar aos mesmos efeitos colaterais
produzidos pelo excesso de GH. Uma maneira de solucionar este problema seria o
direcionamento da expressdo do GHR utilizando promotores tecido-especificos, o que
limitaria a acdo do GH. O promotor da mylz2 tem demonstrado ser eficaz em direcionar
a expressdo de genes especificamente para o tecido muscular esquelético (Xu et al.,
1999; Ju et al., 2003; Funkenstein et al., 2007).

Estes conhecimentos permitiram a producdo de construcGes genéticas que
possuem o promotor da mylz2 do zebrafish, direcionando a expressao do gene do GHR
também do zebrafish ou da DsRed da Discosoma sp., utilizado como gene marcador.
Estas construcbes foram microinjetadas em ovos recém-fertilizados de zebrafish,
produzindo peixes com fluorescéncia vermelha sob luz UV somente no tecido muscular
esquelético, o que permitiu a identificacdo dos transgénicos in vivo. Esta linhagem foi
posteriormente denominada MYO-GHR.Os peixes desta linhagem ndo apresentaram
crescimento diferente dos controles ndo transgénicos, apesar de expressarem 100 vezes
mais GHR. Isto ocorreu, provavelmente, devido ao aumento de expressao dos genes das
proteinas SOCS. Tem sido comprovado que estas proteinas sdo capazes de modular a
sinalizac&o intracelular do GH (Croker et al., 2008; Baker et al., 2009; Studzinski et al.,
2009). Neste trabalho, o aumento de expressao das SOCS levou a uma queda no nivel

de expressdo do gene do IGF-I nos peixes transgénicos. Como se sabe, o IGF-1 € o

66



principal mediador das a¢des do GH, como promogéo de crescimento e diferenciacdo
tecidual (Daughaday, 2000; Butler & Le Roith, 2001). No tecido muscular, o IGF-I é
reconhecido como um agente hipertrofico (Glass, 2003; Clemmons, 2009). Portanto, a
queda na expressao dos genes das proteinas musculares estruturais (Actal, mylz2 e
myhc4) é explicada pelo baixo nivel de expressdo do IGF-I neste tecido. Este fato,
explicaria porque os transgénicos ndo cresceram mais do que os controles néo
transgénicos. Além disso, tem sido comprovado que as proteinas SOCS podem modular
também a sinalizacdo do IGF-I através do controle do IRS-1 e da JAK2, regulando a via
de sinalizacéo responsavel pela sintese protéica PI3K/Akt e a via JAK/STAT (Dominici
et al., 2005; Himpe & Kooijman, 2009).

O crescimento muscular em peixes ocorre atraves da proliferacdo e diferenciacéo
de células progenitoras miogénicas, que sdo responsaveis pelo crescimento hipertréfico
e hiperpléasico (Koumans & Akster, 1995; Johansen & Overturf, 2005). Hiperplasia e
hipertrofia sdo 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 transgénicos
parece ser regulada pelos MRFs, os quais se apresentaram aumentados em seus niveis
de expressdo. 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
didmetro reduzido e os musculos foram menores do que em animais ndo transgénicos.
Pode-se concluir entdo, que o IGF-l1 é fundamental para se obter um crescimento
muscular hipertrofico, com consequente aumento de massa muscular.

O musculo é importante para a aquicultura, pois geralmente este representa o
produto final do cultivo. Tendo em vista 0 aumento do consumo de peixes devido ao
crescimento populacional e das projecdes de estagnacdo de captura de pescados
(Delgado et al., 2002; FAO, 2010), a utilizacdo de peixes que produzam mais massa
muscular num periodo de tempo mais curto representa um avango importante para a
aquicultura. Como o eixo somatotréfico esta relacionado ao processo de aumento de
massa muscular, o maior conhecimento do mecanismo de a¢do do GH e do IGF-I no
masculo, poderia refletir em aplicagbes que converteriam em maior producdo. Os
estudos realizados com as linhagens FO104 (Figueiredo et al., 2007a; 2007b) e MYO-

GHR sinalizam para algumas proteinas chaves no processo de desenvolvimento da
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massa muscular. Dentre estas proteinas, o IGF-I parece ser o primeiro candidato para
ser utilizado para a producéo de peixes transgénicos. E provavel que um animal com
aumento de producéo desta proteina, especificamente no tecido muscular, apresente um
crescimento hipertréfico, culminando com aumento de massa muscular. Tem sido
demonstrado que o aumento de IGF-1 hepético leva a um crescimento hipertrofico no
musculo de zebrafish (Kuradomi et al., 2011). Porém, a geragdo de camundongos com
producdo muscular de uma isoforma de IGF-I tem demonstrado desenvolvimento
muscular normal e crescimento hipertréfico, sem o aparecimento de efeitos colaterais
indesejados (Musaro et al., 2001).

Uma alternativa a transgenia convencional seria a producéo de GHR ou IGF-IR
com modificacBes estruturais que permitissem a sua ativacdo de forma independente
dos horménios circulantes. Neste sentido, Ishtiag Ahmed et al. (2011) introduziram um
ziper de leucina na estrutura do GHR com o objetivo de obter um receptor
constitutivamente ativado. Os resultados deste trabalho mostraram que isto é possivel,
embora a utilizagdo de um promotor constitutivo ndo tenha permitido uma expressao
tecido-especifica. Outra alternativa para a producdo de um peixe com potencial para a
aquicultura, é a utilizacdo da tecnologia de RNA de interferéncia. Porém, devido as
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 relacéo ao
aumento de massa muscular nestes animais. Baseado nos resultados obtidos nesta tese
seria interessante a producdo de peixes com 0s genes das proteinas SOCS silenciados.
Este silenciamento poderia contornar a regulacdo produzida por estas proteinas sobre o
eixo somatotréfico. Portanto, o conhecimento adquirido com o estudo das linhagens
F0104 e MYO-GHR ampliam a possibilidade de producdo de alternativas para a
obtencdo de um peixe que apresente crescimento acelerado e maior massa muscular,

sem produzir efeitos negativos, tanto fisiol6gicos como para o consumidor.
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Conclusdes Gerais

1. O promotor da mylz2 direcionou de forma eficaz a expressdo da DsRed e do
gene do GHR para o tecido muscular.

2. Os peixes transgénicos da linhagem MYO-GHR apresentaram reducdo da
expressdo dos genes da via de sinalizagdo JAK/STAT, culminando com redugdo da
expressédo do gene do IGF-1, devido ao aumento da expresséo das SOCS.

3. A superexpressao do GHR no tecido muscular produziu aumento da expressdo
dos MRFs, e por consequéncia hiperplasia muscular.

4. Hiperplasia e hipertrofia seguem duas vias distintas, ambas desencadeadas
pelo GH, mas reguladas por mecanismos diferentes.

5. A via de sinalizacdo intracelular proliferativa MEK/ERK ndo foi a
responsavel pelo aumento da expressdo dos MRFs.

6. A superexpressdo do GHR levou a um aumento da expressdo dos genes das
proteinas de transporte nuclear, importinas, responsaveis pela translocacdo nuclear de
varios receptores de citoquinas, incluindo o GHR.

7. A superexpressdo do GHR no tecido muscular esquelético ndo levou a

aumento de crescimento corporal.
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Abstract Even hormone (GH)
transgenesis has demonstrated potential for improved
growth of commercially important species, the hor-
result in undesired collateral
effects. In this context, the aim of this work was to

develop a new model of transgenic zebrafish (Danio

though growth

mone excess may

rerio) characterized by a muscle-specific overexpres-
sion of the GH receptor (GHR) gene, evaluating the
effect of transgenesis on growth, muscle structure and
expression of growth-related genes. In on line of
transgenic zebrafish overexpressing GHR in skeletal
muscle, no significant difference in total weight in
comparison to non-transgenics was observed. This
can be explained by a significant reduction in
expression of somatotrophic axis-related genes, in
special insulin-like growth factor I (IGF-I). In the
same sense, a significant increase in expression of the
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suppressors of cytokine signaling 1 and 3 (SOCS)
was encountered in transgenics. Surprisingly, expres-
sion of genes coding for the main myogenic regula-
tory 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 trans-
genics. 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.

Keywords Transgenic zebrafish - Growth hormone
receptor - Insulin-like growth factor I - Suppressors of
cytokine signaling - Hyperplasia - Skeletal muscle

Introduction

The biotechnological advances over the last decades
have provided important tools for gene and chromo-
some manipulation in organisms. Development of
transgenic fish is a high-interest topic in aquaculture
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due to the potential that this technology can offer for
improving production (Zbikowska 2003: Dunham
2004). The growth hormone (GH) gene has been
manipulated in order to raise its plasmatic concen-
tration, inducing an increase in growth performance
of commercially important fish. In fact, a higher-level
expression of this gene has led to significant results,
as reported by Devlin et al. (1994) for coho salmon
(Oncorhynchus kisutch), Pitkinen et al. (1999) for
Arctic charr (Salvelinus alpinus) and Nam et al.
(2001) for mud loach (Misgurnus mizolepis). These
studies demonstrated that supraphysiological GH
levels can be obtained by genetic manipulation,
leading to a significant increment in growth rates
through an increase in intracellular signalling of the
somatotrophic axis and its consequent biological
effects.

GH is an adenohypophysary polypeptide hormone
which, besides stimulating somatic growth, is also
implied in other physiological mechanisms of fish such
as energy mobilization, gonad development, osmoreg-
ulation, appetite, social behavior, morphology and
immunology (Bjornsson et al. 2002; Devlin et al. 2006;
Canosa et al. 2007). Free GH in the blood stream can
bind to receptors present in the membranes of target
cells, promoting intracellular signalling constituted by
a series of cascading phosphorylation reactions that
actualize the somatotrophic axis. Membrane receptors
that recognize GH. called GHR, are members of the
cytokine type I receptor family (Butler and LeRoith
2001; Waters et al. 2006) which, when complexed to
the hormone. induce phosphorylation of janus kinase
(JAK) enzymes normally associated with the intracel-
lular portion of the receptor (Argetsinger et al. 1993
VanderKuur et al. 1994, 1995). Once activated, JAKs
phosphorylate specific intracellular regions of the
receptor, which function as anchorage sites for cyto-
plasmic transcription factors of the STATs (signal
transducers and activators of transcription) family.
Once phosphorylated, STATs form dimers and trans-
locate to the nucleus, activating the transcription of
specific genes involved in GH biological responses.

The entire signalling pathway triggered by GH can
be controlled in various manners. It is necessary to
maintain the hormone at adequate levels, or even
absent in some specific physiological or metabolic
situations. A highly recognized form of controlling
circulating GH levels is the negative feedback
mechanism that GH and IGF-I (insulin-like growth
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factor type 1) exert on hormone secretion by the
adenohypophysis (Bjornsson et al. 2002). This is
important due to the fact that GH has a broad action
spectrum on various physiological mechanisms, and
its excess may provoke adverse collateral effects in
the organism (Devlin et al. 2004).

The manner in which GH chooses its target cells
can also be considered a regulatory mechanism. It is
known that target cells present GHR molecules
available in their membranes. Therefore, if cells are
able to control the expression of their receptors, they
can also control the intracellular signalling levels
independently of circulating GH concentrations. In
fact, GHR levels apparently vary antagonistically to
GH levels, compensating signalling and even block-
ing the hormone’s action in some tissues through a
resistance phenomenon (Bartke et al. 2002; Figuei-
redo et al. 2007a).

Circulating GH levels and the amount of receptors
present in membranes of target cells are determinant
for intracellular signalling control. However, cells
have additional mechanisms that may assist in this
process. Recently, the control function of GH intra-
cellular signalling has been attributed to proteins of
the SOCS (suppressors of cytokine signaling) family
(Croker et al. 2008). These proteins can bind to
receptors or JAKs, preventing phosphorylation of
STATs (Baker et al. 2009) and, consequently,
intracellular signalling promoted by the GH present
in the blood stream.

When the somatotrophic axis is not blocked and
GH is available in the blood stream, intracellular
signalling in target cells culminates with the activa-
tion of a series of growth-related genes. Among these
is the IGF-I, considered to be the main indirect
effecter of GH in growth promotion and tissue
differentiation (Daughaday 2000; Butler and LeRoith
2001). Although IGF-1 is produced in many cell types
targeted by GH. its main production site is the liver,
from which it is exported to the blood stream and
becomes an important complementary agent for
somatic growth (Sjogren et al. 2002; Janssen 2009).

Besides the liver, one of the main targets of
circulating GH is muscle tissue. In fish aquaculture,
this tissue is fundamentally important since it gener-
ally represents the final commercialized product. It is
known that skeletal muscle growth in fish occurs
through proliferation and differentiation of myogenic
progenitor cells, also known as adult myoblasts or
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myosatellite cells. These are responsible for hyper-
plasic and hypertrophic growth of muscle fibers
(Koumans and Akster 1995; Johansen and Overturf
2005). Hyperplasia and hypertrophy are regulated by
myogenic regulatory factors (MRFs) that include
myod, myogenin (myog) and myf5 (Watabe 1999,
2001). MRFs recognize specific DNA nucleotide
sequences present at the promoter regions of most
muscle-specific  genes, influencing transcription
(Lassar et al. 1989: Murre et al. 1989; Blackwell
and Weintraub 1990).

Advances in knowledge of GH signalling and
regulation mechanisms permit deducting that its
excess may result in undesired collateral effects.
The development of various intracellular signalling
control mechanisms in itself indicates that a rigorous
control of its levels is absolutely necessary. In this
manner, it seems obvious that maintaining this
hormone at supraphysiological levels through genetic
manipulation may result in a series of metabolic
alterations with unpredictable consequences on other
physiological systems in which GH acts (Devlin et al.
2006). Mori et al. (2007) observed alterations in liver,
immunological, reproductive and growth-related
eenes expression in the amago salmon (Oncorhyn-
chus masou). As a result of GH overexpression or
administration, a significant increase in metabolic
rates and oxygen consumption were also observed in
Atlantic salmon (Cook et al. 2000: Herbert et al.
2001), tilapia (McKenzie et al. 2000, 2003) and in
zebrafish (Rosa et al. 2008, 2011).

A possible alternative to growth manipulation may
be the application of transgenesis for increasing GHR
levels in a target tissue, instead of raising circulating
hormone levels. This new paradigm of genetic
manipulation brings forth two interesting possibili-
ties. First, the animal will be able to regulate hormone
levels according to its momentary needs, permitting
an adequate utilization of available energy. Secondly,
the use of tissue-specific promoters may direct the
effect of circulating GH to the tissues of interest for
increasing productivity of the cultivated organism. In
this context, the aim of this work was to develop a
new model of genetically modified fish characterized
by a muscle-specific overexpression of the GHR
gene, evaluating the effect of transgenesis on growth,
muscle structure and expression of growth-related
genes. Zebrafish (Danio rerio) was used as experi-
mental model, which has been reported as a genetic

model whose results can be extrapolated to aquacul-
ture species (Dahm and Geisler 20006).

Materials and methods
Production of genetic constructs

For the production of transgenic fish, two genetic
constructs were co-injected in recently fertilized eggs
at the one-cell stage. These constructs were based on
the commercial plasmid pDsRed-Express-DR (Clon-
tech Laboratories, Inc.), which codifies a destabilized
variant of the red fluorescent protein of Discosoma
sp. (DsRed), and permits the insertion of promoters
for directing its expression. A 2,582 basepair frag-
ment of the zebrafish’s myosin light chain 2 (mylz2)
promoter was used, amplified through polymerase
chain reaction (PCR) using primers MYO-FOR
(5-CGAATTCGGATATTTTCAAAGCCAATCG-3")
and MYO-REV (5-CGGATCCGTCGAGACGGTA
TGTGTGAAG-3'). For isolation of the GHR gene,
reverse transcription PCR (RT-PCR) was performed
with primers zfGHR2-FOR (5"-CGGATCCATGGCT
CACTCGCTCTCTCTCGA-3) and zfGHR3-REV
(5'-GCGGCCGCAGCTTTTAATAGTCCCCTCAT
GG-3'). Both PCRs were conducted in 25 pL reac-
tions containing 2.5 pL 10x PCR buffer, 0.2 uM of
each primer, 0.2 mM of each dNTP, 0.75 mM
MgCls, 0.2 units of Platinum Taq DNA Polymerase
(Invitrogen, Brazil) and 1 pL of DNA solution.
Reactions were incubated at 94°C for | min, fol-
lowed by 35 cycles of 30 s at 94°C, | min at 57°C,
and 2.5 min at 72°C, with a final extension step at
72°C for 10 min. Fragments were purified from gel
with Hlustra GFX PCR DNA and Gel Band Purifi-
cation Kit (GE Healthcare, Brazil), according to the
manufacturer’s recommendation.

The mylz2 promoter fragment was inserted in the
pDsRed-Express-DR plasmid by adding restriction sites
atits 5 and 3’ extremities for the restriction endonucle-
ases EcoR I and BamH 1, respectively, producing the
construct denominated pMYO-Red (Fig. 1¢). For sub-
stitution of DsRed by the GHR cDNA, restriction sites
were inserted in the 5’ and 3’ extremities of the latter for
the restriction endonucleases BamH 1 and Neor 1,
respectively, obtaining the pMYO-GHR construct
(Fig. 1b). For linearizing constructs, primers MCS-
FOR (5-GACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTT-3)
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Fig. 1 a Muscle-specific
expression of the red
fluorescent protein (DsRed)
driven by mylz2 (myosin
light chain 2) promoter in
transgenic zebrafish (Danio
rerio) under UV light.

b Plasmid pMYO-GHR.

¢ Plasmid pMYO-Red

and Bgl II-PA (5-CAGATCTTGAGTTTGGACAA
ACCACAAC-3") were used. PCR was performed in
25 pL reactions, as described above. Reactions were
incubated at 94°C for 1 min, followed by 37 cycles of
30 s at 94°C, I min at 60°C and 4 min at 72°C, with a
final extension at 72°C for 10 min. Fragments were
purified from the gel, as described previously. After this
process, constructs were denominated MYO-RED and
MYO-GHR.

Fish maintenance and transgenics production

Fish were reared in a closed water circulation system
according to Westerfield (1995). Approximately five
hundred embryos at the one-cell stage were microin-
jected according to the general protocol suggested by
Vielkind (1992) using an IM-30 (Narishige, Japan)
motorized pico-injector for injecting approximately
300 pL of DNA solution, representing a final number
of 10° copies of each transgene per embryo. Microin-
jected embryos were incubated at 28°C until hatching,

(a Springer

s—Myiz2 promoter KanMNeo | s—Myliz2 promoter

pMYO-Red

SV40-PA /'

\
DsRed-Express-DR

when they were analyzed in an epifluorescence micro-
scope (excitation = 557 nm: emission = 579 nm).
Larvae were classified by DsRed expression patterns
according to Figueiredo et al. (2007b).

About fifty DsRed positive FO larvae were
obtained, but only four individuals with strong DsRed
expression were reared until maturity and separately
reproduced with non-transgenic (wild type) fish. In
order to confirm presence of the MYO-GHR con-
struct in F1 fish, a small portion of the tail fin of
DsRed positive fish was removed for genomic DNA
extraction (Sambrook et al. 1989). The MYO-GHR
gene was amplified via PCR using primers zfGHR2-
FOR and Bgl II-PA and primers MYO-FOR and
zfGHR3-REV, as previously described. PCRs were
performed in 12.5 pL. reactions containing 1.25 pL
10x PCR buffer, 0.2 uM of each primer, 0.2 mM of
each dNTP, 0.75 mM MgCl,, 0.1 units of Platinum
Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Brazil) and 0.5 pL
of DNA solution. Reactions were incubated at 94°C
for 1 min, followed by 33 cycles of 30 s at 94°C,
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I min at 60°C, and 2 min at 72°C, with a final
extension step at 72°C for 10 min. Afterwards, F1
fish were individualized and reproduced with non-
transgenic fish. Five positive larvae and five negative
(F2) for DsRed, offspring of each reproduced fish
were sacrificed and genomic DNA was extracted.
This DNA was used as a target for PCR amplification
of the MYO-GHR gene, using primers ztGHR2-FOR
and Bgl 1I-PA for verification of its presence.

Growth analysis

Transgenic fish and their non-transgenic F2 siblings
were reared until 3 months of age in a closed water
circulation system comprised of 15 L aquariums. Eigh-
teen fish from each group were used. Water quality was
monitored once a day, and temperature, pH, nitrogen
compounds and photoperiod were maintained according
to zebrafish requirements (Westerfield 1995). Fish were
fed with high-protein (47.5%) ration twice a day, until
apparent satiety. At 45, 60, 75 and 90 days fish were
anesthetized (Tricaine, (0.1 mg/mL) for performing
weighing. Unfortunately, data from 75 days were lost
and weight could not be analysed at this time point.

Gene expression

For gene expression analysis, 45-day-old transgenic
fish and their non-transgenic siblings were used. For

GH expression, total RNA was extracted from the
pituitary, and for analysis of remaining genes
extraction was from muscle, using TRIzol (Invitro-
gen, Brazil) method according to the manufacturer’s
instructions. Extracted RNA was treated with DNAse
1 Amplification Grade (Invitrogen, Brazil), according
to the manufacturer’s recommendations, and used as
a target for cDNA synthesis through a High Capacity
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Bra-
zil), following the manufacturer’s instructions.

Gene expression was analyzed through quantitative
Real Time PCR (gPCR). Each sample (n = 5) was
analyzed in triplicate. Specific primers for each gene
(Table 1) were drawn with software Primer Express
3.0 (Applied Biosystems, Brazil), from sequences
available in GenBank (http://www .ncbi.nlm.nih.gov).
qPCR reactions were performed in a 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Brazil) using
Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG kit
(Invitrogen, Brazil). Serial dilutions were performed
forall primers in order to determine the gPCR reaction
efficiency. PCR conditions were 50°C/2 min, 95°C/
2 min, followed by 40 cycles of 95°C/15 s and 60°C/
30 s. Target gene expression was normalized by the
expression of the elongation factor 1 alpha (eflo) gene,
which did not vary significantly among experimental
eroups (not showed data). It is worth noting that in
order to differentiate endogenous and exogenous GHR
expression in transgenic animals, two pairs of primers

Table 1 Gene-specific

primers designed using Gene Forward Reverse GenBank

sequences available a GH 5-aagatcagtgticanagggticact-3'  5'-ttaaggeaagaatctatcagacagaca-3’ - NM001020492.2

GenBank (www.nchi.

alm.nih.gov) GHRa §-tgctgtgegctacaaaatge-3’ 5'-getictgcaaaggctgatagaaa-3’ EU649774.1
JAK2 5'-ctaccegececgaagtg-3 5'-cgtagtecatgcagetgtiga-3' NM131087.1
STATS.1  5-aaattggeggeatcactatage-3' 5'-cctttcecctgetttgttagg-3” NM194387.1
IGE-1 5'-caggcaaatctecac gatete-3" 5"-ttggtgtectggaatatetgt-3 NM131825.2
SOCS1 5'-cteegtitaggatgeaggaat-3” 5'-cattgtgcagtgticaagicigata-3 BC077158.1
SOCS3 5'-ctggtacgategetgateca-3’ 5'-ggcaagaatggcegctica-3' NM_199950.1
myf5 5'-tccaatgggectgeaaa-3’ 5'-cggeggtecaccgtact-3' AF270789.1
myod 5'-ggagcgaatticcacagagact-3'  5'-gtgccecteeggtactga-3 BCI14261.1
myog 5'-ggccgctacettgagagaga-3' 5'-gagcctcaaaggectegtt-3' AF202639.1
Actal 5'-tetgtecaccttccageagat-3' 5'-gatggacctgectegtegta-3’ AF180887.1
mylz2 5'-tggaggccatgatcaaggaa-3' 5'-tggtgaggaanacggtgaagt-3' BC045520.1
myhc4 5'-gcgcgctgacattictga-3 5'-cagcgteacggettigg-3' AY921650.1
GHR §'-tteceggtegegetaget-3' 5'-ggoaagccaagteticaggat-3 EU649774.1
DsRed 5'-ctggacatcaccteccacaac-3' 5'-cteggegegetegtact-3'
efla 5-gggcaagggctecticaa-3’ 5'-cgeteggecttcagttg-3’ NM131263.1
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were drawn for this gene, one that amplifies at the non-
coding 3' region (referred to in this work as GHRa) and
therefore do not amplify exogenous GHR, and another
that amplifies at the coding region of the gene
(denominated GHR).

Histological analysis

Six45-day-old transgenic and non-transgenic fish were
anesthetized (Tricaine, 0.1 mg/mL) and sacrificed in
ice for skeletal muscle tissue collection. Samples were
immediately fixed in Karnovsky solution (glutaralde-
hyde 2.5%, paraformaldehyde 2%, 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.2) and preserved in 70% ethanol. Samples
were dehydrated with a series of ethanol concentra-
tions (80, 95 and 100%) and soaked in resin (Histores-
in—Leica Instruments GmbH, Germany), according to
the manufacturer’s recommendations. Transverse his-
tological sections (4 pm) of muscle fibers were
obtained through a glass-razor microtome. Sections
were stained through the hematoxylin-eosin (HE)
method. Fiber diameter was determined using a
microscope coupled to an image analyzer. The area
of white muscle fibers was measured and fiber diameter
determined by the formula D = 2 A0S pi_o'5 (Valente
et al. 1999). Fibers were classified according to their
diameter as follows: <16 pm (thin fibers) and >16 um
(thick fibers).

Statistical analysis

Growth data was analyzed with one-way ANOVA
followed by Tukey’s post-hoc test. Variation in
proportion of muscle fibers was analyzed through
r x ¢ (2 x 2) table at a 5% significance level, with a
Chi-square test using Yates correction. For gene
expression analysis, the relative quantification
method was used in software REST (Pfaffl et al.
2002), performing paired comparisons between trans-
genic and non-transgenic fish. Reference samples in
each paired comparison were always the non-trans-
genics. The adopted alpha was 0.05 and results were
expressed as median % standard error (SE).

Results

Transgenic zebrafish were produced by co-injection
in recently fertilized eggs at the one-cell stage,
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using MYO-RED and MYO-GHR constructs at an
equimolar ratio. From four DsRed positive FO
individuals reproduced, only one male was trans-
mitting both constructs to descendants in a Mende-
probably integrated in the same
chromosome. This fish was considered the trans-

lian manner,

genic line founder. Expression of the red fluorescent
protein in skeletal muscle was observed under UV
light (Fig. la). Presence of the MYO-GHR con-
struct in F1 was confirmed by PCR. After repro-
duction of F1 fish with non-transgenic animals, it
was confirmed that the transgenes were being
transmitted together to F2, since every animal that
presented expression for DsRed was PCR-positive
for the MYO-GHR transgene. Animals without
fluorescence did not possess the MYO-GHR trans-
gene, indicating that segregation of the two trans-
genes was not occurring.
Growth analysis of F2
revealed no significant difference in relation to
non-transgenics (Fig. 2). However, in the expression

transgenic  animals

analysis it was verified that the GHR of transgenic
fish was over 100 times more expressed in muscle
when compared to non-transgenic animals (n = 5).
No significant difference in GH expression was
observed between transgenic and non-transgenic fish
(Fig. 3a). On the other hand, a significant induction
of over 2.5 times in GHRa expression was observed
in transgenics when compared to non-transgenics
(Fig. 3a). Also, a significant reduction in STATS.1
and IGF-1 gene expression of over 70 and 60%,
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Fig. 2 Growth of transgenic (7) and wild type (WT) zebrafish

(Danio rerio)
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Fig. 3 Relative gene expression comparing transgenic and
wild type zebrafish (Danio rerio). a Somatotrophic axis-related
genes. b SOCS1 and SOCS3 genes. Wild type were considered
controls, where gene expression = 1 (dashed line). Asterisks
represent statistically significant differences (P < 0.05). In all
casesn =5

respectively, was observed in the transgenic animals
(Fig. 3a).

Regarding GHR regulator genes, a significant
increase of approximately three times in SOCSI
and SOCS3 expression was encountered in transgenic
fish when compared to non-transgenics (Fig. 3b).
Additionally, the expression of all MRF genes
analysed (myod, myf5 and myog) was two times
higher in transgenic fish than in non-transgenic
animals (Fig. 4a). However, expression of genes
coding for muscle proteins was significantly reduced
in transgenic animals (Fig. 4b).

Histological analysis of the mean diameter of
muscle fibers showed that the number of fibers with
diameter inferior to 16 um significantly increased in
transgenic animals in relation to non-transgenics
(Fig. 5), which apparently evidences hyperplasic
muscle growth in these fish.
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Fig. 4 Relative gene expression comparing transgenic and
wild type zebrafish (Danio rerio). a Myogenic regulator factor
genes. b Genes coding for structural muscle proteins. Wild type
were considered controls, where gene expression = 1 (dashed
line). Asterisks represent statistically significant differences
(P <0.05).Inall casesn =135

Discussion

The production of genetically modified fish models,
especially for GH, is an important tool for growth
studies. Recently, our group produced a lineage of
transgenic zebrafish overexpressing the GH gene,
which presented accelerated growth (Figueiredo et al.
2007a, b). However, many studies performed on this
lineage show important physiological and biochem-
ical alterations, demonstrating that accelerated
growth comes at a high cost (Rosa et al. 2008,
2010, 2011). This has also been observed in other
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Fig. 5 a Muscle
histological section from
transgenic zebrafish.

b Muscle histological
section from wild type
zebrafish. ¢ Proportion of
thin (<16 pm) and thick
(>16 pm) muscle fibers
from transgenic (7) and
wild type (WT) zebrafish
(Danio rerio). Chi-square
with Yates

correction = 12.62, df = 1
(P<0.01)

40 -

Fibers frequency %

20 1

transgenic animals overexpressing GH (Cook et al.
2000; Herbert et al. 2001; Bartke et al. 2002:
McKenzie et al. 2003). Although a higher growth
can be obtained by GH overexpression, these evi-
dences suggest that it is necessary to pursue alterna-
tive methods to obtain the desired growth without the
collateral effects of excessive circulating hormones.
The increase in knowledge on GH intracellular
signalling has permitted the development of new
paradigms in genetic manipulation with the purpose
of growth acceleration. With the objective of
restraining actions of the somatotrophic axis signal-
ling to a tissue of interest and therefore decrease its
collateral effects, in the present work we developed a
transgenic fish lineage overexpressing GHR in a
muscle-specific manner. For such, we used a genetic
construct consisting of the mylz2 promoter directing
GHR expression in zebrafish. Additionally, we co-
injected a second genetic construct that induced
expression of a reporter gene (DsRed) under control
of the same promoter. This strategy permitted in vivo
identification of the muscle-specific effect of the
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mylz2 promoter (Fig. la). It has been demonstrated
in previous works that this promoter is efficient in
directing gene expression specifically to zebrafish
skeletal muscle (Xu et al. 1999; Ju et al. 2003;
Funkenstein et al. 2007).

Skeletal muscle growth in fish occurs through
proliferation and differentiation of myogenic progen-
itor cells, responsible for hyperplasic and hypertro-
phic growth of muscle fibers (Johnston 1999;
Rowlerson and Veggetti 2001), being this process
regulated by myogenic regulatory factors (MRFs)
(Sabourin and Rudnicki 2000). Hypertrophy (increase
in myofiber size) and hyperplasia (increase in number
of myofibers) are the two main mechanisms that
promote augment in muscle mass. These mechanisms
are apparently regulated by GH and IGF-I (Velloso
2008), with the effects of GH growth promotion
regulated mainly by IGF-1 (LeRoith et al. 2001).

The effects of endocrine and/or autocrine/para-
crine GH and IGF-I can have distinct actions in the
regulation of muscle mass (Velloso 2008). It was
demonstrated in mice that knocking out the GHR
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gene provokes not only a reduction in absolute weight
of muscle tissue but also in the muscle weight/body
weight relation, when compared to non-transgenic
animals (Sotiropoulos et al. 2006). In another study,
Kim et al. (2005) demonstrated that mice with the
IGF-I receptor (IGF-IR) knocked out specifically in
muscle tissue presented myofibers with reduced
diameter and smaller muscles than non-transgenic
animals, suggesting that GH may not be directly
involved with increase in muscle mass.

In the present study, GHR transgenic zebrafish
were compared to their non-transgenic siblings in
terms of growth, skeletal muscle structure and
expression of genes related to the somatotrophic axis
and myogenesis. Growth analysis did not reveal
significant differences between experimental groups
(Fig. 2), despite the fact that transgenics expressed
the GHR gene approximately 100 times more than
non-transgenic animals. In a similar study, Ishtiaq
Ahmed et al. (2011) observed accelerated growth in
transgenic zebrafish overexpressing GHR that had
been constitutively activated due to the introduction
of leucine zippers in the molecule’s structure. In this
case, the somatotrophic axis remained activated in a
GH-independent manner in all tissues due to the
ubiquitous CMV promoter used. Therefore, it is
probable that the liver of these animals is producing a
higher amount of IGF-I, as observed in the expression
analysis of this gene in transgenic embryos. Differ-
ently, in our model the muscle-specific expression of
GHR probably did not alter plasmatic IGF-I concen-
tration, maintaining body growth at normal levels.

In order to evaluate the intracellular signalling
level of GH in muscle tissue of our transgenic model,
we analyzed the expression of the main genes of the
somatotrophic axis. Results shown in Fig. 3a indicate
that the muscle-specific overexpression of GHR
caused, by contraries, a significant decrease in
signalling of the somatotrophic axis, evidenced by
the reduction in IGF-1 and Stat5.1. In addition, it was
observed an increase in GHRa (endogenous) gene
expression, which can be attributed to a tissue
response to the signalling decrease. The question
that arises here is: if receptor expression increases, in
what manner is the somatotrophic axis signalling
affected?

It has been demonstrated that proteins of the SOCS
family have an important function in the regulation of
GH intracellular signalling (Herrington and Carter-Su

2001: Zhu et al. 2001; Greenhalgh and Alexander
2004 Croker et al. 2008; Walters and Griffiths 2009).
Recently, Studzinski et al. (2009) verified that
SOCS1 and SOCS3 are the main modulators of the
somatotrophic axis in the liver of transgenic homo-
zygous zebrafish of the FO104 lineage. In this
manner, the present work analyzed SOCS1 and
SOCS3 expression in the muscle tissue of GHR-
transgenic fish. Results showed a significant increase
in the expression of both genes (Fig. 3b), indicating
that these proteins may also have a modulatory
function in the GH intracellular signalling pathway in
muscle. The hypothesis raised by Studzinski et al.
(2009) for explaining the increase of SOCSI and 3
proteins in transgenic homozygotes of the FO104
lineage was that since these animals express twice the
amount of exogenous GH, they activated the signal-
ling pathway above the limit supported by their
energetic budget. This could be occurring to the
transgenic lineage developed here, in the muscle of
fish overexpressing GHR.

IGF-I has been recognized as a hypertrophic agent
(Glass 2003; Clemmons 2009). DeVol et al. (1990)
demonstrated that IGF-I expression increases during
compensatory hypertrophy provoked experimentally
in rats. IGF-I increases muscle mass by stimulus of
the phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/kinase B
protein (Akt) pathway, resulting in activation of
protein synthesis (Bodine et al. 2001; Rommel et al.
2001: Singleton and Feldman 2001) associated with
hypertrophy (Glass 2005; Clemmons 2009). In order
to verify if this pathway was blocked we analyzed the
expression of genes that codify for some of the main
structural muscle proteins. The results obtained
showed that the alpha actin 1 (Actal), myosin heavy
chain 4 (myhc4) and mylz2 genes presented signif-
icantly reduced expression (Fig. 4b). For evaluating
if the degree of hypertrophy was actually altered in
the transgenic fish produced due to the low expres-
sion of the IGF-1 gene, we performed histological
analyses of muscle tissue. Figure 5 shows that
transgenic fish presented a significantly higher per-
centage of smaller diameter fibers in relation to non-
transgenics. Skeletal muscle consists of a mixture of
smaller and larger diameter fibers, with smaller fibers
being initial stages of the larger fibers, and utilized as
a diagnosis of hyperplasic growth when present in
elevated numbers (Weatherly and Gill 1987). The
statistical analysis of fiber proportion by Chi-square
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test showed a significant difference between trans-
genics and non-transgenics (P < 0.01), indicating
that muscle growth of the transgenic fish produced in
this work was altered towards hyperplasia.

As mentioned beforehand, muscle growth in fish is
regulated by MRFs (Hawke and Garry 2001). Myod
and myf5. primary MRFs, are responsible for prolif-
eration and differentiation of myoblasts (Emerson
1990; Watabe 1999: Sabourin and Rudnicki 2000).
On the other hand myog, considered a secondary
MRE, controls muscle ditferentiation at a later stage
through regulation of myoblast fusion and consequent
formation of myotubes (Megeney and Rudnicki 1995:
Rudnicki and Jaenish 1995). Due to these reasons and
the tendency towards hyperplasic growth observed in
histological sections, the expression of genes that
codify for myf5, myod and myog was analyzed. As a
result, a significant increase in the expression of these
genes in transgenic animals was observed (Fig. 4a).
This indicates that in some way, even without
activation of the somatotrophic axis, overexpression
of muscle GHR led to an increased expression of
MREF genes. It is worth highlighting that, even GHR-
overexpressing transgenics have the somatotrophic
axis signalling decreased in muscle, it is probably that
these animals preserve a normal production of
hepatic IGF-I. Thus, a new question arises: could
endocrine IGF-1 be acting in muscle and therefore be
compensating for decrease in 1GF-1 produced in an
autocrine/paracrine manner?

It is known that besides the PI3K/Akt intracellular
signalling pathway, which is more related to the
differentiation process and protein synthesis (Coolican
et al. 1997; Clemmons 2009), IGF-I also activates the
mitogen- and extracellular signal-regulated kinase
(MEK)/extracellular-regulated kinase (ERK) path-
way, related to the proliferative process (Clemmons
2009). This hormone also activates the STAT3
pathway, associated to the negative feedback mech-
anism of IGF-I (Himpe and Kooijman 2009). The
MEK/ERK pathway is also an alternative GH route
(Herrington and Carter-Su 2001), being also related
to the proliferative process. There are various
evidences that GH intracellular signalling utilizes
this pathway independently of JAK2 (Brooks et al.
2008), and therefore is not regulated by SOCS
proteins. It has been demonstrated that SOCS1 and
3 proteins, besides modulating GH intracellular
signalling by inhibiting JAK2, can also regulate the
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signalling of IGF-I and insulin through the action of
these proteins on the insulin receptor substrate (IRS)
(Dominici et al. 2005) and on JAK2, controlling the
PI3K/Akt and the JAK/STAT pathways, respectively
(Himpe and Kooijman 2009). On the other hand,
SOCS proteins do not regulate the proliferative MEK/
ERK signalling pathway for GH, as well as for IGF-1
(Himpe and Kooijman 2009). In our model, it is
likely that the MEK/ERK pathway presents an
increased activation level due to the probable block-
age of the PI3K/Akt and JAK/STAT pathways caused
by SOCS! and 3 proteins. Coolican et al. (1997),
utilizing inhibitors for the PI3K/Akt and MEK/ERK
pathways in rat myoblasts, demonstrated that when
one pathway is blocked, activation increases in
another. Since the MEK/ERK pathway is prolifera-
tive, it is likely that the increase in MRF genes
expression observed in transgenics of the present
work is related to a possible increase in the activation
of this pathway.

Based on our results on one line of transgenic fish,
we can conclude that the increase in GHR expression
in muscle tissue does not necessarily implies an
elevation of autocrine/paracrine IGF-1 production.
The PI3K/Akt pathway is apparently regulated by
SOCS proteins, which most likely also regulate
intracellular signalling induced by circulating IGF-1.
Furthermore, the decrease in IGF-1 signalling led to a
reduction in the synthesis of some of the main muscle
proteins, causing a diminution in muscle fiber diam-
eter that characterized hyperplasic growth. Therefore,
it is evident that GHR represents a key point in the
muscle growth process, being partially used to
activate the IGF-1 pathway that culminates in protein
synthesis and hypertrophic growth (PI3K). and par-
tially used to activate the MEK/ERK pathway, which
culminates in the activation of the MRFs responsible
for myoblast proliferation. In this sense, hypertrophy
and hyperplasia seems to follow two different
pathways, both of them triggered by GHR activation,
but regulated by different mechanisms.

In order to obtain a balanced hypertrophic/hyper-
plasic muscle growth, it seems to be necessary that
both the PI3K/Akt and MEK/ERK pathways be
activated in an equivalent manner. Perhaps, as
proposed by Ishtiag Ahmed et al. (2011), an
interesting alternative could be to associate transgen-
ics to a molecular design of constitutively activated
proteins in specific tissues. In the case of muscle
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tissue, the design of GH or IGF-I receptors resistant
to the modulatory action of SOCS proteins could
favour the proliferation of myoblasts accompanied by
an adequate protein synthesis in order to sustain
elevated hypertrophic growth.
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