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Desenvolvimento de ferramentas moleculares para elucidacao de
mecanismos de ajustes fisiologicos do pacu submetido a jejum

RESUMO - A aquicultura brasileira apresenta-se como atividade comercial em
franca ascenséo e, dentre as espécies nativas, o pacu, Piaractus mesopotamicus,
destaca-se como uma das mais cultivadas nas regides Sul, Sudeste e Centro
Oeste do Brasil. Contudo, a semelhanca do que ocorre com as demais espécies
de interesse comercial, a producdao do pacu enfrenta problemas ao longo do
processo produtivo, tais como a alta densidade populacional utilizada,
fornecimento incorreto de racdes e estresse, que resultam em reducédo da
produtividade e aumento na taxa de mortalidade. Uma das estratégias estudadas
para melhorar o manejo alimentar em peixes consiste na utilizacdo da privacao
alimentar por tempo determinado com a finalidade de promover compensacao do
crescimento, durante o periodo de realimentagdo. Entretanto, informacdes
relacionadas as respostas fisioldgicas, de modulacdo celular e de possiveis
alteracées na microbiota intestinal provocada por este tipo de manejo ainda séo
discordantes. A compreensdo destas informacbes € necessaria para o
desenvolvimento de estratégias que minimizem o estresse ocasionado pela
privacdo alimentar. Diante do exposto, a proposta deste trabalho foi avaliar o
impacto do jejum prolongado, seguido de curto periodo de realimentacao, sobre
os parametros fisiologicos, expressdo de genes relacionados ao processo de
crescimento e estresse, prevaléncia de determinados grupos bacterianos na
mucosa e conteudo intestinal, além da clonagem, identificacdo e validacao de
genes de referéncia para normalizacdao de dados de expressdo génica em
estudos com pacus. Os resultados obtidos demonstraram que o0 pacu apresenta
grande capacidade de mobilizagdo das reservas enddgenas, porém a
recuperacdo das mesmas é mais rapida em peixes de menor tamanho. O
presente estudo apresenta as primeiras comparacdes experimentais para
validacdo de genes de referéncia para o pacu. Os genes clonados, sequenciados
e validados serao utilizados em futuros estudos de expressdo génica com esta
espécie. Além disso, este trabalho fornece as primeiras informacdes a respeito
das alterac6es da microbiota intestinal em pacus. A utilizagdo da gqPCR para
deteccdo e quantificacdo de grupos bacterianos especificos demonstrou ser uma
importante ferramenta para avaliacdo das alteracbes nas comunidades
bacterianas na mucosa e conteudo intestinal dos peixes.

Palavras-chave: privacao alimentar, fisiologia, peixes, microbiota, RNAm, gPCR
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Development of molecular tools to elucidate physiological adjustments in
fasted pacu

ABSTRACT - The Brazilian aquaculture is as a commercial activity on the rise.
Among the native species, pacu, Piaractus mesopotamicus, stands out as one of
the most reared in the southern, central and northeastern Brazil. However, similar
to what occurs with other commercial species, the production of pacu experience
problems during the production process, such as high population density used,
incorrect food supply and stress, resulting in reduced productivity and increased
mortality. One of the strategies investigated to improve the management of fish
feeding is the use of dietary restrictions for a certain time to promote growth
compensation during the refeeding period. However, information related to
physiological responses and cell modulations caused by this type of management
are still unknown. Understanding this information is necessary for the development
of strategies to minimize the stress caused by food restriction. The purpose of this
study was to evaluate the impact of prolonged fasting, followed by short refeeding
on the physiological parameters, gene expression related to growth and stress, the
prevalence of certain bacterial groups in the mucosa and intestinal content and
cloning, identification and validation of reference genes for normalization of gene
expression data in studies with pacu. The results showed that the pacu has great
capacity for mobilization of endogenous reserves, but their recovery is faster in
smaller fish. This study presents the first experimental comparisons for validation
of reference genes for pacu. Cloned, sequenced and validated genes will be used
in future studies of gene expression with this species. In addition, this study
provides the first information about the changes in intestinal microbiota in pacu.
The use of gPCR for the detection and quantification of specific bacterial groups
proved to be an important tool for assessing changes in bacterial communities in
the mucosa and intestinal contents of fish.

Keywords: food deprivation, physiology, fish, microbiota, mRNA, gPCR
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais
1. INTRODUGCAO

A aquicultura brasileira apresenta-se como atividade comercial em franca
ascensao, visto que o pais apresenta um grande de numero de fatores favoraveis
como: clima, variedade e disponibilidade de alimentos, abundancia de recursos
hidricos e existéncia de espécies de grande interesse comercial. Segundo dados
do Ministério da Aquicultura e Pesca (MPA), a producéo total de peixes oriundos
da aquicultura continental atingiu o valor de 544.490 toneladas em 2011.

Dentre as espécies nativas, o pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg,
1887), destaca-se como uma das mais cultivadas nas regides Sul, Sudeste e
Centro Oeste do Brasil (MPA, 2011), apresentando alto valor comercial, visto que
apresenta rapido crescimento, facil adaptacdo a alimentacao artificial, carne de
excelente sabor e ser bastante apreciado para a pesca esportiva (Jomori et al.,
2005; Abimorad e Carneiro, 2007).

Os estudos na area de nutricdo do pacu tém demonstrado que essa espécie
nao exige niveis elevados de proteina, a qual pode ser tanto de origem animal
quanto vegetal, e aproveitam com eficiéncia os carboidratos ndo estruturais,
tolerando a inclusao de fibra em niveis relativamente altos na dieta (Abimorad e
Carneiro, 2007; Bicudo et al., 2012, Urbinati et al., 2013 ). No entanto, as técnicas
de producdo desta espécie necessitam ser mais fundamentadas, principalmente
no que se refere a fase de engorda destes animais. E importante salientar que,
em relacdo aos custos de producdo em aquicultura, a alimentagao possui posicao
de destaque, podendo representar de 50% até 70% dos custos totais de producgao
(Kubitza e Ono, 2003).

Dentre as praticas preconizadas para melhorar o manejo alimentar em peixes,
destaca-se a utilizacao da privacédo da alimentagao por tempo determinado, com a
finalidade de promover compensacao do crescimento, durante o periodo de
realimentacdo. Somado a isto, a reducao na oferta de alimento pode proporcionar
diversos beneficios, tais como manutencado da qualidade da agua e reducao dos
custos associados com racdo e mao-de-obra.

Entretanto, informacdes a respeito das respostas fisioldgicas e da modulacao
celular provocada por este tipo de manejo ainda nao estdo completamente
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elucidadas. A compreensdo destas informacdes é necessaria para o
desenvolvimento de estratégias que minimizem o estresse causado pela privagéo

alimentar.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Privacao alimentar e respostas metabdlicas

Tanto na natureza quanto na aquicultura, o pacu pode passar por periodos
de privagdo alimentar ou jejum. Nos habitats naturais, a reducao da ingestdo de
alimento pode ser uma ocorréncia comum durante o ciclo de vida de algumas
espécies de peixes, principalmente aqueles que realizam migracdo para desova
(Mackenzie et al., 1998). Na aquicultura, o pacu pode estar em jejum durante
processos inerentes ao processo produtivo, como manipulagdo e transporte, e
também em alguns regimes de alimentacdo que utilizam a restricdo alimentar,
com a finalidade de promover o ganho compensatério (Souza et al., 20083;
Takahashi et al., 2011).

Dependendo da espécie, 0s peixes apresentam estratégias distintas para
lidar com os periodos de privacao alimentar e jejum, variando a utilizacdo de
carboidratos, lipideos e proteinas de diferentes compartimentos corporais
(Bandeen e Leatherland, 1997). Como revisado por Czesny et al. (2003), durante
0 jejum, algumas espécies de peixes (Anguilla anguilla, Carassius auratus, e
Pleuronectes platessa) utilizam a proteina muscular como fonte secundaria de
combustivel, enquanto outras (Esox lucius, Rutilus rutilus, e Macquaria ambigua)
utilizam os lipideos. Em ambas as situagdes, os carboidratos armazenados sob a
forma de glicogénio no figado aparentam ser a fonte priméaria de energia (Navarro
e Gutierrez, 1995). A extensdo na qual essas reservas sao utilizadas depende de
diversas variaveis, incluindo o tamanho do peixe, o histérico reprodutivo, da
temperatura do ambiente e da disponibilidade e tipo de alimentacado (Metcalfe e
Thorpe, 1992; Hutchings et al., 1999).

Especificamente para o pacu, Souza et al. (2000) demonstraram que
juvenis submetidos a longos periodos de privacdo alimentar (60 dias)
apresentaram reducao do glicogénio hepatico ao inicio da restricao, sugerindo
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que esta € uma reserva prontamente disponivel para a manutencdo da
homeostase glicémica, sendo mantida ou restabelecida por meio da mobilizacao
de outras fontes de energia, como proteinas e lipideos. Os autores também
constataram que, em periodos de privacao longos, a concentracao de lipideos no
figado, visceras e musculo diminuiram, os &acidos graxos livres plasmaticos
aumentaram e a glicose sanguinea permaneceu inalterada. Esta elevagdo de
acidos graxos livres pode inibir competitivamente a utilizagdo de glicose pelos
tecidos e consequentemente a liberacao de glicose pelo figado (Takahashi, 2007).

Em estudo posterior com a mesma espécie, Souza et al. (2002)
observaram que juvenis submetidos a ciclos de quatro e seis semanas de
restricdo alimentar, seguidas de nove e sete semanas de realimentacao,
respectivamente, apresentaram a mesma dindmica de mobilizacdo de reservas
energéticas durante o periodo de privacao alimentar. Somado a isto, os depésitos
energéticos hepaticos foram rapidamente recuperados quando o fornecimento de
alimento foi restabelecido, evidenciando desta maneira que a capacidade de uma
espécie de sobreviver a periodos de restricdo alimentar depende da eficiéncia na
utilizacao e posterior reposicéo de suas reservas enddgenas.

A mobilizacao das reservas energéticas em condi¢des de estresse causado
pela privacao de alimento esta intimamente ligada ao controle endécrino. Como
observado nos demais vertebrados, a regulacdo hormonal do metabolismo em
peixes € um processo complexo, envolvendo diversos fatores, dentre eles o
cortisol (Mommsen et al., 1999) e os horménios tireoidianos (Power et al., 2001).

Estudos prévios ja demonstraram que os niveis dos horménios tireoidianos
diminuem significativamente durante o periodo de privacao de alimento em peixes
(Farbridge e Leatherland, 1992), porém estes niveis sao restabelecidos em
diferentes taxas durante a realimentacdo. Adicionalmente, € relatado que estes
horménios estdo associados a um mecanismo de sobrevivéncia, por promoverem
a reducao de mobilizacdo metabdlica das reservas de energia (Navarro e
Gutiérrez, 1995; Mackenzie et al., 1998; Blanton e Specker, 2007). Takahashi et
al. (2011) observaram reducao dos niveis de triiodotironina (T3) circulantes em
juvenis de pacu submetidos a ciclos curtos de privacao alimentar e realimentacao,
no entanto, o comportamento dos horménios tireoidianos em longos periodos de

jejum para esta espécie ainda é desconhecido.
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Em estudos com mamiferos, os niveis plasmaticos de cortisol sao
frequentemente caracterizados por uma elevacao em resposta ao jejum (Ortiz et
al., 2002; Viscarra e Ortiz, 2013). Entretanto seu papel especifico em peixes ainda
nao estd completamente compreendido (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et
al., 1999; Aluru e Vijayan, 2009), e as respostas encontradas sao contraditorias.
Existem resultados na literatura que relataram aumento nos niveis de cortisol
plasmaticos (Peterson e Small, 2004; Barcellos et al., 2010; Caruso et al., 2012).
Outros autores observaram redugéo nos niveis de cortisol (Small, 2005) ou ainda
nenhum efeito da privacao alimentar sobre estes niveis em peixes (Jgrgensen et
al., 1999).

Em estudo recente, Gimbo et al. (2015) avaliaram os efeitos da privagcao
alimentar prolongada (30 dias) sobre os niveis de cortisol plasmatico em juvenis
de pacu, verificando niveis mais elevados em peixes sob jejum, indicando um
possivel envolvimento deste hormdnio em processos catabdlicos, sendo acionado
para producao de energia durante o periodo de privagao alimentar.

Os efeitos da privacado de alimento nos niveis de cortisol plasmatico estao
relacionados diretamente ao periodo de duracdo do jejum (Peterson e Small,
2004). Além disso, a idade dos peixes parece ser outro fator determinante nas
respostas do cortisol. De acordo com estudo de Koakoski et al. (2012), embora os
peixes em diferentes estagios de desenvolvimento tenham apresentado um
padrdao semelhante de elevacao do cortisol plasmatico em resposta a um agente
estressor agudo (manipulacdo), os tempos de resposta apresentaram-se de
maneira distinta, sendo mais rapidos em alevinos e juvenis quando comparados

aos peixes adultos.

2.2. Privacao alimentar e crescimento

2.2.1. Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)

Os peixes sdo capazes de se adaptar a longos periodos de restricao de
nutrientes, em parte, devido a modulacao da expressdo de uma variedade de
genes associados com o sistema GH/IGF-1 (Mackenzie et al., 1998; Wood et al.,
2005; Gabillard et al., 2006). Quando o aporte de alimento é restrito, a energia
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destinada ao crescimento e armazenamento é desviada para suportar os
processos fisiolégicos essenciais (Fox et al, 2010). Em muitos animais
vertebrados, o jejum aumenta os niveis do horménio do crescimento (GH) no
plasma, deslocando o metabolismo de mobilizagcdo de substratos energéticos
(lipdlise) para manutencdo do metabolismo basal (Fox et al, 2010).
Simultaneamente, ocorre a diminuicéo de IGF-1 plasmatico, e a expressao génica
de IGF-1 e GH-R hepaticos sdo reduzidas em um estado catabdlico, inibindo as
acoes do GH e IGF-1 (Fukada et al., 2004).

O IGF-1 é produzido principalmente no figado, e estudos de privacao
alimentar em peixes demonstram que este é um dos primeiros érgaos a serem
afetados (Power et al., 2000). O IGF-1 é frequentemente relatado como um
promotor de crescimento em peixes, com estudos indicando uma correlacédo
positiva entre as taxas de crescimento e 0s seus niveis circulantes (Pérez-
Sanchez e Le Bail, 1999; Pierce et al., 2001; Uchida et al., 2003; Fox et al., 2006).
Em varias espécies de peixes o jejum prolongado promove uma reducao de IGF-1
no plasma e da expressao hepatica de RNAm de IGF-1 (Pierce et al, 2005; Small
e Peterson, 2005), com subsequente ativacdo da gliconeogénese no figado e
reducao das taxas de utilizacdo de glicose (Navarro e Gutiérrez, 1995).

Este tipo de resposta, no entanto, pode variar de acordo com a espécie € a
duracdo do periodo de jejum. Em juvenis de stripped bass hibridos (Morone
chrysops x Morone saxatilis), Picha et al. (2006) relataram um aumento na
expressao génica de IGF-1 hepético e reducado dos niveis de IGF-1 plasmaticos
em animais privados de alimentacdo. De maneira semelhante Ayson et al. (2007)
e Pedroso et al. (2009) relataram um aumento significativo dos niveis RNAmM
hepaticos de IGF-I a partir do 3° dia de jejum em rabbitfish (Siganus guttatus) e
Seriola  quinqueradiata, respectivamente. Em  tilapias  (Oreochromis
mossambicus), nao foram verificados efeitos consistentes do jejum sobre a
expressao relativa de RNAm de IGF-1 no figado, entretanto, a expressao de
RNAm de IGF-1 muscular foi extremamente reduzida, tendo o0s niveis
restabelecidos apdés duas semanas de realimentagdo (Fox et al, 2010). Os
mecanismos subjacentes desta regulacdo inversa de RNAm de IGF-1 em

condi¢des de jejum ainda sdo desconhecidos.

2.3. Privacao alimentar e estresse
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2.3.1. Proteinas de choque térmico (HSPs)

As informacdes a respeito do estresse causado devido a restricao da
ingestao de alimento ainda sédo escassas, € a compreensao da modulacao celular
em peixes € necessaria para o desenvolvimento de estratégias que visem
minimizar o estresse ocasionado pela privacao alimentar. Neste contexto, a
expressao de proteinas de choque térmico (HSPs - Heat Shock Proteins) como
indicadores de estresse e estado de saude dos animais parece ser bastante
promissora (lwama et al., 2004).

Quando um organismo encontra-se em condicoes de estresse, a resposta
€ caracterizada pela rapida liberacdo de horménios, incluindo cortisol e
catecolaminas, resultando na mobilizacdo das reservas de energia, em uma
tentativa de restabelecer a homeostase (Wendelaar Bonga, 1997; Fabbri et al.,
1998; Mommsen et al., 1999). Além disso, existe um sistema de resposta
generalizado de estresse a nivel celular, que inclui a acdo de diversas proteinas
de choque térmico (lwama et al., 1999; Goligorsky, 2001). Além das variaveis
mencionadas, a resposta ao estresse celular pode variar de acordo com o tecido
e a familia de HSPs.

As HSPs sdao um grupo de proteinas intracelulares que possuem elevado
nivel de identidade ao nivel de aminoacidos, entre os diversos organismos. Como
esta familia de proteinas é induzida por outros fatores de estresse, além da
temperatura, elas também sao referidas como “proteinas de estresse” (lwama et
al., 1998). As HSPs sao induzidas por uma grande diversidade de fatores
estressores, incluindo hipertermia, estresse osmotico, exposicdo a metais
pesados (Feder e Hoffman, 1999), andxia, hipbéxia (Currie e Tufts, 1997),
densidade (Gornati et al., 2004) e privacdo de alimento (Cara et al., 2005;
Antonopoulou et al., 2012). Diversos estudos tém tentado estabelecer uma
relacdo entre as respostas fisioldégicas e celulares, mas os resultados sao
inconsistentes entre esses dois tipos de resposta. Desta maneira, os peixes
podem apresentar uma resposta fisioldégica a um estressor e ndo revelar qualquer
alteragéo celular no perfil das HSPs (Basu et al., 2002). Em um animal nao
estressado, as HSPs possuem funcbes celulares constitutivas que séao
importantes em varios aspectos do metabolismo de proteina (Basu et al., 2002).

8
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Os grupos mais abundantes e amplamente estudados de proteinas de estresse
sado aqueles que pertencem a familia das proteinas HSP70 (70 kDa), englobando
a forma constitutiva, assim como as isoformas indutiveis. Também ¢é a proteina de
estresse mais comumente induzida em resposta as condicoes fisioldégicas sub-
otimas (Hutchison et al., 1994).

A HSP70 é conhecida por auxiliar na dobragem da cadeia de polipeptideos
nascentes, agindo como um “chaperone” molecular e participar dos processos de
reparacao e degradacdao de proteinas alteradas ou desnaturadas (Kiang e
Tsokos, 1998). Por sua vez, a HSP90, pertencente a outra familia de proteinas de
choque térmico, é ativa no suporte/apoio a varios componentes do citoesqueleto,
enzimas e receptores de horménios esterdides (Young et al., 2001). Outras HSPs
de baixo peso molecular possuem diversas funcdes e tem sido proposto que
atuam como “chaperones” moleculares, prevenindo a agregacao irreversivel de
proteina (lwama et al., 2004).

A compreensdo completa dos mecanismos subjacentes a detec¢do de um
estressor e a regulacdo das HSPs ainda nao esta clara. Estudos com HSP70 tém
demonstrado que a regulacao da expressao deste gene ocorre principalmente a
nivel transcricional (Mayer e Bukau, 2005). A analise dos genes HSPs e uma
comparacao com suas sequéncias promotoras em diversos organismos levaram a
identificaggo de um elemento de choque palindrémico (HSE):
CNNGAANNTTCNNG (Bienz e Pelham, 1987). Tem sido demonstrado que a
inducéo das proteinas de choque térmico é resultado principalmente da ligacao de
um fator de transcricdo — HSF (Heat Shock Factor). O mecanismo de acédo do
HSF compreende a ativacao (trimerizacao) de monémeros, a translocagdao dos
trimeros para o nucleo e a inducéo da transcricdo por meio da ligacao do HSF ao
HSE, dentro da regido promotora das HSPs (Westwood et al., 1991, Morimoto et
al., 1992).

Estudos relacionando a expressdo de HSPs em resposta a privacao
alimentar em peixes sdo escassos, e 0s resultados obtidos tém sido controversos.
Existem relatos que a expressdo das proteinas de choque térmico,
especificamente a HSP70 e a HSP90, possui o potencial de ser utilizada como
indicador de estresse nutricional em larvas de gilthead sea bream e trutas arco-
iris (Cara et al., 2005) e em juvenis de sea bass europeu (Antonopoulou et al.,

2012). Entretanto, ndo se observou nenhuma alteracdo especifica na expressao

9
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de RNAmM de HSP70 em larvas de salméo (Zarate e Bradley, 2003) ou em juvenis
de catfish (Weber e Bosworth, 2005), submetidos a restricdo alimentar. Portanto,
verifica-se a necessidade de um maior numero de estudos com diferentes
espécies de peixes, com a finalidade de elucidar a validade da utilizagdo destas
proteinas como indicadores de estresse.

2.4. Privacao alimentar e alteracées na microbiota intestinal

A distribuigdo da microbiota gastrintestinal tem sido estudada
extensivamente em diversas espécies de animais para diferentes fins. De acordo
com Rastall (2004), a microbiota gastrintestinal refere-se normalmente a um
ecossistema extremamente complexo e dinamico que coloniza o trato
gastrointestinal (TGl) de um animal. Além disso, com a evolucao das ferramentas
moleculares e biotecnoldgicas, este complexo ecossistema esta comecando a ser
desvendado em diversas espécies, incluindo os peixes.

A microbiota gastrintestinal apresenta uma grande variedade de funcdes e
sua importancia estd associada diretamente a nutricio e saude do hospedeiro,
promovendo o fornecimento de nutrientes, evitando a colonizacdo de agentes
infecciosos, participando da homeostase energética e manutencdo da imunidade
da mucosa intestinal, sendo bem documentada em mamiferos (O’Mahony et al.,
2009; Tremaroli e Backhed, 2012; Okada et al., 2013). Embora a presenca da
microbiota gastrintestinal em peixes tenha sido reconhecida, pouco se sabe sobre
as comunidades bacterianas, sua diversidade e, sobretudo, o seu papel na
nutricdo e saude dos peixes (Nayak, 2010).

A privagao alimentar ndo afeta somente o estado nutricional e saude dos
peixes, mas também o perfil de microrganismos no intestino (Xia et al., 2014). As
alteracoes fisiol6gicas que ocorrem durante este periodo resultam em uma rapida
resposta de adaptacéo do hospedeiro e de seus microrganismos intestinais frente
a esta situacao (Okada et al., 2013). O equilibrio da microbiota intestinal pode
sofrer alteragdes devido a uma série de fatores, dentre eles o estresse (O’Mahony
et al., 2009), antibiéticos (Tanaka et al., 2009), idade (Hopkins et al., 2002),
infeccoes bacterianas (Dethlefsen et al., 2006) e o estado nutricional (Turnbaugh
et al., 2009).

A dieta possui papel determinante na formacdo da microbiota intestinal,
promovendo alteragcdes no tamanho das populacdes de espécies simbiontes, e

10



Doutorando Gustavo Henrique Squassoni Orientador — Luiz Roberto Furlan

consequentemente, alteracbes bioldégicas no hospedeiro (Brown et al., 2012).
Estas modificacbes no perfil de microrganismos do TGI podem ocasionar
alteracées na resposta imune do hospedeiro, favorecendo a ocorréncia de
doencas (Morgan et al., 2012).

Dois grupos distintos de microrganismos sdo normalmente encontrados no
TGl dos peixes, os autdctones (aderentes) e os aldctones (transitorios). O
primeiro grupo de bactérias, em virtude da sua capacidade de tolerar o baixo pH
em sucos gastricos e resisténcia a acao dos acidos biliares, conseguem colonizar
a superficie epitelial do estémago, do intestino delgado e grosso, e se fixam
firmemente a mucosa intestinal para formar a microbiota autéctone do hospedeiro
(Savage, 1977). O segundo grupo de bactérias esta presente transitoriamente no
trato gastrointestinal, e é hipotetizado que ndo sdo capazes de colonizar a
camada de muco e/ou a superficie epitelial (Ringe e Birkbeck, 1999), ou sdo tao
inefetivas que nao conseguem competir com outras bactérias presentes no
muco/epitélio (Nayak, 2010).

As tradicionais técnicas de isolamento e cultivo de bactérias intestinais
realizadas em meios de cultura especificos apresentam diversas limitacbes. A
principal delas deve-se ao fato de que a maioria das bactérias intestinais nao
pode ser cultivada em condigdes laboratoriais, porque as exigéncias ambientais
para o seu cultivo em condi¢des in vitro ainda sdo desconhecidas, e também
porque dependem da presencga de outras bactérias para o seu desenvolvimento
(Abbot, 2004). Diante destas limitages, novas técnicas moleculares utilizando a
andlise filogenética dos acidos nucléicos tém sido utilizadas com a finalidade de
caracterizacdo das comunidades microbianas, do estabelecimento das funcdes
dentro do ecossistema e suas relagdes com o hospedeiro (Oviedo-Rondon, 2009).

Um importante avango na area de ecologia microbiana foi a utilizagdo da
subunidade 16S do DNA ribossomal (16S DNAr), que pode ser utilizada em
diferentes técnicas moleculares para identificar e quantificar microrganismos
(Amann et al., 1995). O 16S DNAr esta entre as moléculas mais conservadas em
todos os sistemas vivos, ja que nao possui transferéncia entre espécies (Abbot,
2004), e também possui regides variaveis e tamanho apropriados (cerca de 1500
pares de base) para andlises de filogenia (Amann et al., 1995). Atualmente existe

um grande banco de dados de sequéncias do gene 16S DNAr, sendo o marcador
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mais utilizado em estudos de metagenémica (Heilig et al., 2002; Bartosch et al.,
2004; Rintilla et al., 2004).

Embora as técnicas de sequenciamento em larga escala sejam consideradas
atualmente as melhores ferramentas para avaliacdo da diversidade de
comunidades bacterianas complexas, especialmente no que concerne a taxons
raros, elas ndo sao ideais para a quantificacdo (Kwon e Ricke, 2011). Dentre as
diversas técnicas utilizadas, a quantificacdo absoluta por meio da PCR
quantitativa em tempo real (qPCR) apresenta-se como uma ferramenta
interessante, pois fornece valores absolutos, especificos, rapidos e altamente
sensiveis do numero de cépias do alvo desejado (Yu et al., 2005; Ritalahti et al.,
2006). Além disso, atualmente existem nucleotideos iniciadores universais para o
gene 16S DNAr, validados biologicamente para amplificar o DNA de diversos
grupos e espécies de bactérias (Heilig et al., 2002; Bartosch et al., 2004; Rintilla et
al., 2004).

2.5. Avaliacao de estabilidade de genes de referéncia em estudos de

expressao génica

Em pesquisas biologicas, o PCR quantitativo em tempo real (QPCR) é a
técnica de maior sensibilidade, exatidao e especificidade para a analise de
expressao génica, e tém sido amplamente utilizada para medir e comparar niveis
de transcricdo dos genes (Bustin, 2002; Bustin et al., 2009; Derveaux et al., 2010).
Embora a técnica de gPCR seja extremamente precisa, a qualidade dos
resultados pode ser influenciada por diversas variaveis, como a estabilidade,
quantidade e pureza do RNA, e da eficiéncia da reacdo de PCR (Bustin e Nolan,
2004; Mahoney et al., 2004). Para evitar erros neste tipo de analise, foram
propostas diversas estratégias para a normalizacdo dos dados obtidos, entre elas
a amostragem de peso de tecido semelhante para as amostras (Hugget et al.,
2005), utilizacdo de DNA genémico (Talaat et al., 2002) e de moléculas de RNA
artificial (Bustin e Nolan, 2004). Entretanto todas estas técnicas apresentam
limitac6es e permanecem como um ideal teérico ndo validado. Neste sentido, o
método mais adequado para a quantificacdo de RNAm consiste na inclusdo de

padrdes internos, denominados genes de referéncia ou endégenos.
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Os niveis de transcricdo dos genes de referéncia frequentemente avaliados
em estudos de expressao relativa incluem o 18S RNA ribossomal (18S rRNA), a
B-actina (ACTB), fator de alongamento 1-alfa (EF1-a) e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (Radonic’et al., 2004), e por muito tempo assumiu-se
que seus niveis de expressao nao eram afetados pelas condicbes ambientais,
pois estes genes sdo necessarios nos processos celulares fundamentais (Thellin
et al, 1999). No entanto, a expressdo de alguns genes de referéncia pode
apresentar grande variacao e instabilidade em diferentes condi¢des experimentais
(Bas et al.,, 2004; Small et al., 2008). Além disso, 0s niveis de transcritos de
RNAmM podem diferir da expressdo real em até 20 vezes, caso o gene de
normalizacdo seja regulado pelas condicbes experimentais (Kosir et al., 2010).
Portanto, € um ponto chave assegurar que a expressao dos genes de referéncia
internos ocorra em um nivel constante. Além disso, os genes enddégenos devem

ser validados para cada organismo e experimento especifico (Yang et al., 2014).

Atualmente, a utilizacdo de multiplos genes de controle interno é
considerada como essencial para uma normalizacdo precisa dos dados
(Vandesompele et al., 2002). Neste sentido, algoritmos estatisticos, como o
Genorm (Vandesompele et al., 2002), o Normfinder (Andersen et al., 2004) e o
método utilizando modelos lineares mistos (Steibel et al., 2009), foram
desenvolvidos com o intuito de facilitar a avaliagdo do potencial de expressao e
estabilidade dos genes de referéncia em diferentes condicées experimentais.

Recentemente, o pacu tem sido utilizado em numero consideravel de
estudos de expressao génica (Almeida et al., 2008; Almeida et al., 2010, Leitdo et
al, 2011, Paula et al, 2014). Entretanto, apenas duas sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores (18S rRNA e ACTB) foram descritas até o presente
momento para a normalizacdo dos dados de quantificacdo relativa de RNAm para

esta espécie.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
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Avaliar os efeitos do jejum prolongado, seguido de curto periodo de
realimentacdo sobre as respostas de crescimento, metabdlicas e hormonais em
animais de pesos corporais diferentes, quantificar a prevaléncia de grupos
bacterianos especificos na mucosa e conteudo intestinal, bem como identificar e
validar genes de referéncia apropriados para a quantificacdo relativa de RNAm
hepatico em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus).

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar as respostas metabdlicas ao jejum sobre os indices morfométricos
(fator de condicdo, indice hepatossomatico e indice gorduro-
viscerossomatico), sanguineos (glicemia, triglicerideos, colesterol e
proteinas totais) e nos tecidos muscular e hepatico (lipideos, proteinas e
glicogénio);

e Avaliar as respostas hormonais (cortisol, T3 e T4), durante a restricdo
alimentar e apés a realimentacao;

e Avaliar a prevaléncia de grupos bacterianos especificos na mucosa e
conteudo intestinal (Enterobacteriaceae, Enterococcus, Actinobacteria e
Lactobacillus) de pacus;

e Clonar, sequenciar e validar potenciais genes de referéncia (B-actina,
GAPDH, ACOX-3 e EEF1-A), para utilizagdo em estudos quantitativos de
expressao génica em pacus;

e Clonar, sequenciar e caracterizar genes envolvidos no processo de
crescimento e estresse de pacu (IGF-1, HSP70, e HSP90), cujos padrdes
de expressao serdao quantificados pela técnica de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR) no presente estudo.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DA PRIVACAO ALIMENTAR PROLONGADA E
REALIMENTACAO SOBRE AS RESPOSTAS METABOLICAS EM PACUS
(Piaractus mesopotamicus) DE DIFERENTES TAMANHOS

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do tamanho
corporal sobre a dindmica metabdlica de juvenis de pacu durante o jejum
prolongado (21 dias) seguido de realimentacéao (7 dias). Para isso, peixes de duas
categorias de peso distintas (peixes com aproximadamente 150g e 350¢g) foram
amostrados para avaliacdo dos parametros morfométricos  (indice
hepatossomatico, indice gorduro-viscerossomaticoe fator de condigcéo),
metabdlitos sanguineos (glicose, triglicérides, colesterol, proteina total), reserva
tecidual (glicogénio hepatico, lipideos e proteinas do figado e musculo) e
respostas hormonais (cortisol, T3 e T4). De maneira geral, os peixes mantidos em
jejum apresentaram redugado do peso corporal, IHS, IGVS, glicose e triglicérides
sanguineas, e nos teores de lipideos no musculo e figado, e aumento nos niveis
de colesterol plasmaticos. As respostas de cortisol frente ao jejum foram
diferentes nos dois ensaios: em peixes menores verificou-se redugcdo dos niveis
séricos de cortisol, e peixes maiores apresentaram aumento dos niveis desse
horménio. O jejum promoveu reducao dos niveis de T3, porém nenhum efeito foi
verificado nos niveis de T4. Nenhum efeito do jejum ou realimentacao foi
observado para K, glicogénio hepatico ou proteina muscular. Entretanto, a
recuperacdo das reservas mostrou comportamento distinto nos dois
experimentos. Os resultados obtidos sugerem que 0 pacu possui grande
capacidade de mobilizacdo de suas reservas enddgenas, independente do
tamanho corporal. Porém, ao final do periodo de realimentacdo, as taxas de
recuperacao destes estoques foram mais eficientes em peixes menores,
sugerindo que a utilizacao de jejum para obtencdo de ganho compensatério é
mais efetiva nas fases iniciais de engorda. Além disso, a restricdo de alimento
parece ser uma pratica interessante, no sentido de reduzir os teores lipidicos da
carne de pacu.

Palavras-chave: jejum, metabolismo, lipideos, glicogénio, cortisol, triiodotironina,

tiroxina
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CHAPTER 2 — EFFECTS OF LONG FOOD DEPRIVATION AND REFEEDING
ON THE METABOLIC RESPONSES IN PACU (Piaractus mespotamicus) WITH
DIFFERENT SIZES

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the influence of body size on the
metabolic dynamics of pacu juveniles during prolonged fasting (21 days) followed
by refeeding (7 days). For this, fish in two different weight classes (fish with
approximately 150g and 350g) were sampled for evaluation of morphometric
parameters (hepatossomatic index, mesenteric fat index and condiction factor),
blood metabolites (glucose, triglycerides, cholesterol, total protein), tissue reserves
(glycogen liver, lipids and liver and muscle protein), and hormones (cortisol, T3
and T4). In general, fasted fish decreased body weight, IHS, IGVS, blood glucose
and triglycerides, and lipid concentrations in muscle and liver, and increased
plasma cholesterol levels were observed. The cortisol responses in fasting were
different in the two experiments: in smaller fish there was a reduction of serum
levels, and larger fish showed an increase in cortisol levels. Prolonged fasting
promoted reduction of T3 levels, but no effect was observed in T4 levels. No effect
of fasting and refeeding was observed for condition factor, hepatic glycogen and
muscle protein. However, the recovery of reserves showed different responses in
both experiments. The results suggest that the pacu has great capacity to mobilize
their endogenous reserves, regardless of body size. However, in the refeeding
period, the recovery rates of these stocks were more effective in smaller fish,
suggesting that the use of fasting for obtaining a compensatory gain is more
effective in the early stages of growout phase. Moreover, the food restriction

seems to be an interesting practice to reduce the lipid content of pacu meat.

Keywords: fasting, starvation, metabolism, lipid, glycogen, cortisol, triiodotironine,

tiroxine
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1. Introducao

A produgdo de peixes de agua doce no Brasil tem aumentado
significativamente nos ultimos anos (MPA, 2011). Dentre as espécies onivoras
nativas de interesse comercial, o pacu Piaractus mesopotamicus figura entre as
de maior importancia para sistemas de producao intensivos, por apresentar rapido
crescimento e facilidade de adaptacao a dietas formuladas.

Tanto em condi¢cdes naturais quanto na aquicultura, o pacu pode passar por
longos periodos de restricdo alimentar ou jejum. Na natureza, a reducédo na
ingestao de alimento € uma ocorréncia comum nesta espécie, caracterizada por
realizar migracao para desova. Na aquicultura, o pacu pode estar sujeito ao jejum
em alguns regimes de alimentacdo, com o objetivo de inducdo do ganho
compensatério (Takahashi et al., 2011).

O periodo de jejum envolve uma série de adaptacbes fisioldgicas com a
finalidade de promover o ajuste biolégico do animal a esta condicdo e suas
consequéncias finais sao altamente dependentes da espécie considerada, das
condicOes experimentais (Love, 1980; Weatherley e Gill, 1987), dieta e duragao
do jejum (Machado et al. 1988) e também da idade/tamanho dos peixes (Love,
1980; Blasco et al., 1991). Desta maneira, € muito dificil encontrar uma resposta
metabdlica geral ou comum em peixes (Blasco et al., 1992). A estratégia de jejum
seguida de realimentagdo consiste em uma ferramenta para manipulacéao destas
alteragdes bioquimicas e metabdlicas (Baldan, 2008).

As macromoléculas desempenham duplo papel em sistemas vivos: durante
periodos de balanco energético positivo, apresentam fungdes estruturais e
funcionais; e sofrem degradacdo em condicdes de balango energético negativo
(Guderley et al., 2003). Em situacdes de privacdo de alimento, os peixes
redirecionam suas reservas energéticas para manutencdo dos processos vitais,
em detrimento ao crescimento (Sumpter et al.,, 1991). A dinamica de utilizagéao
destas reservas de energia no figado e musculo esquelético permite que os
peixes possam lidar com o aumento de demanda energética durante periodos de
estresse (Menezes et al, 2015). A tolerAncia dos peixes ao jejum esta
diretamente relacionada com as taxas de consumo destas reservas (Barcellos et
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al., 2010; Liew et al, 2012), e quando estas sao insuficientes, a biomassa
estrutural pode ser consumida até determinado ponto (Rios et al., 2011).

Na maioria das espécies de peixes, a primeira reserva energética a ser
mobilizada durante o jejum é o glicogénio (Navarro e Gutiérrez, 1995). As fases
subsequentes sao definidas principalmente pelo tipo de combustivel metabdlico
catabolizado e podem ser descritas pelas seguintes caracteristicas: a) uma fase
transitéria de curta duracdo, onde tanto as reservas de proteinas quanto de
lipideos sdo mobilizadas; b) um estagio mais longo e estavel, com mobilizacao de
gordura como principal fonte de energia, até que os estoques lipidicos atinjam um
limiar critico e ¢) um estagio em que a mobilizacao de proteinas nos tecidos é

mais acentuada, tornando-se a principal fonte energética (Bar e Volkoff, 2012).

Os niveis de cortisol plasmatico sao frequentemente caracterizados por uma
elevacao em resposta a privagdo alimentar em mamiferos (Viscarra e Ortiz,
2013). No entanto, o tipo de resposta observado em peixes € muitas vezes
contraditério. Existem relatos frequentes na literatura de aumento nos niveis
plasmaticos de cortisol (Peterson e Small, 2004; Barcellos et al., 2010; Caruso et
al., 2012, Gimbo et al., 2015). Outros autores verificaram reducado nos niveis de
cortisol (Small, 2005) ou ainda nenhum efeito da privacdo alimentar sobre os
niveis de cortisol em peixes (Vijayan et al., 1993; Reddy et al., 1995; Jorgensen et
al., 1999). Além disso, a idade dos peixes também parece ser um fator
determinante na resposta hormonal frente ao jejum. Recentemente, Koakoski et
al. (2012) demonstraram que embora os peixes em diferentes estagios de
desenvolvimento tenham apresentado um padrdao semelhante de elevacdo do
cortisol plasmatico em resposta a diferentes agentes estressores, os tempos de

resposta do hormonio apresentaram-se de maneira distinta.

Os horménios tireoidianos (triiodotironina-T3 e tiroxina-T4) desempenham um
importante papel metabdlico, por promoverem reducdo da mobilizagcdo de
reservas energéticas, atuando como um mecanismo de sobrevivéncia (Navarro e
Gutiérrez, 1995; Mackenzie et al.,, 1998, Blanton e Specker, 2007). Estudos
prévios em peixes ja demonstraram que os niveis dos horménios tireoidianos
diminuem significativamente durante o periodo de privacédo de alimento (Farbridge
e Leatherland, 1992), entretanto estes niveis sao restabelecidos em diferentes
taxas durante o periodo de realimentacao (Takahashi et al., 2011).
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar se a
restricdo alimentar prolongada (21 dias), seguida de curto periodo de
realimentacao (7 dias), promove respostas de crescimento, metabdlicas (indice
hepatossomatico, indice gorduro-viscerossomatico e fator de condicao; glicose,
colesterol, triglicérides, proteinas totais sanguineas; glicogénio hepatico, proteinas
e lipideos totais de musculo e figado) e hormonais (cortisol, T3 e T4)

diferenciadas em pacus de pesos corporais diferentes.

2. Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica
Animal (CEUA) e realizados conforme as orientacées dos principios éticos em
experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
(COBEA).

2.1. Peixes e condicoes experimentais

Experimento 1

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Laboratério de Tilapicultura,
Jaboticabal, Sdo Paulo, durante o periodo de 11 de setembro a 9 de outubro de
2013.

Foram utilizados 120 juvenis de pacu, com peso médio inicial de 143,04+49,23
g e 18,47+2,20 cm, provenientes do Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP).
Os juvenis foram estocados em 12 aquarios experimentais com volume util de 150
L, dotados de sistema de recirculacdo de agua e aeracdo constante, na
densidade de 10 peixes/aquario e entdo foram submetidos a um periodo de
aclimatacado de trés semanas as condicbes experimentais antes do inicio dos
tratamentos. Durante o periodo de aclimatacao, os peixes foram alimentados com
dieta comercial para espécies onivoras, em uma frequéncia de duas vezes ao dia.

Semanalmente, foram determinadas as variaveis de qualidade de &gua:
temperatura, oxigénio dissolvido (YSI- Yellow Springs Instruments 550A) e pH
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(YSI — Yellow Springs Instruments/Ecosense pH 100A). Durante esta mesma
ocasiao foi coletada amostras de agua para determinacdo de amdnia (Koroleff,
1976), nitrato e nitrito (Mackereth et al., 1978). Os parametros fisico-quimicos da
agua sao apresentados na Tabela 1. O fotoperiodo foi de 12 h de luz: 12h de

eSscuro.

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos da agua durante o periodo experimental (11

de setembro a 9 de outubro de 2013).

pH Oxigénio Temperatura Amonia Nitrato Nitrito
Tratamento Semana dissolvido
mg.L™ °C ug.L’ ug.L” ug.L”
1 7,57+0,02 6,45+0,13  24,63+0,10 136,50+28,00 348,00+2,97  5,00+0,71
Controle 2 7,57+0,05 4,88+0,46  26,60+0,08  245,10+34,79 381,30+20,36 11,35+1,63
3 7,45+0,05 4,38+0,52  26,25+0,19  491,85+52,26 541,20+29,84 10,40+0,01
1 7,61£0,02 6,53+0,05  24,63+0,05 54,65+8,27  364,50+43,70 3,70+1,70
Jejum 2 7,61£0,02 5,23+0,24  26,65+0,06  107,85+36,70 359,35+41,37 3,80+1,98
3 7,78410,04 6,10+0,29  26,38+0,05  117,00£19,23 490,05+19,16 3,55+0,35
1 7,58+0,03 6,75+0,20  24,42+0,10 57,5+18,24  352,55+43,63 3,60+0,56
2 7,59+0,02 6,23+0,10  24,50+0,08 67,30+35,50 375,15+32,60 3,30+0,85
Realimentado
3 7,70+0,02 5,63+0,34  26,58+0,10 70,90+48,65  356,1+17,54  3,10+0,57
4 7,80£0,03 6,15+0,25  26,45+0,06 291,10+124,88 507,95+10,11 7,50+0,14

Experimento 2

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP), Laboratério de Nutricado de
Organismos Aquaticos (LANOA), Jaboticabal, Sdo Paulo, durante o periodo de 17
de fevereiro a 17 de marco de 2014. O fotoperiodo foi de 13 h de luz: 11 h de

eScuro.

Foram utilizados 30 juvenis de pacu, com peso médio inicial de 346,77 + 25,82
g, € comprimento 25,86 + 0,72 cm, provenientes do Centro de Aquicultura da
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Unesp (CAUNESP). Os juvenis foram estocados em trés aquarios experimentais
de fibrocimento com volume util de 500 L, dotados de fluxo continuo de agua e
aeragao constante, na densidade de 10 peixes/aquario e entdo foram submetidos
a um periodo de aclimatacdo de 3 semanas as condicées experimentais antes do
inicio dos tratamentos. Durante o periodo de aclimatacdo, os animais foram
alimentados duas vezes ao dia, com dieta comercial formulada para espécies

onivoras.

De maneira similar ao primeiro experimento, semanalmente foram aferidos os
parametros fisicos e quimicos da agua: temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
amdnia, nitrito e nitrato. Os parametros fisico-quimicos monitorados durante o
periodo experimental sdo apresentados na Tabela 2. Em ambos os experimentos,
os parametros fisico-quimicos da agua mantiveram-se dentros dos niveis

aceitaveis para espécies de peixes neotropicais (Boyd, 1981).

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios experimentais (17 de
fevereiro a 17 de marco de 2014).

pH Oxigénio Temperatura Amonia Nitrato  Nitrito
Tratamento  Semana dissolvido

mg.L™ °C ug.L” ug.L’ ug.L’

1 7,74 57 31,2 270,31 152,54 14,19

Controle 2 7,67 4,8 30,8 263,13 126,26 9,86
3 7,40 3,0 30,7 540,69 158,63 21,23

1 8,02 6,4 31,5 44,49 113,12 0,93

Jejum 2 8,05 6,1 31,0 61,79 101,70 0,66

3 8,03 6,1 30,7 64,39 131,78 1,06

1 8,00 6,3 31,0 45,68 110,82 0,78

. 2 8,08 6,5 31,2 38,43 102,46 0,93
Realimentado 4 8,10 6,2 30,6 2632 9542 0,62
4 7,57 4,2 30,5 196,33 116,93 3,77

2.2. Delineamento experimental e amostragem

Os peixes foram distribuidos em trés grupos: (1) Alimentados continuamente
por um periodo de 21 dias (Controle); (2) Privacéo alimentar por um periodo de 21
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dias (Jejum); e (3) Privacdo alimentar de 21 dias seguida de realimentacédo por
um periodo de 7 dias (Realimentado), conforme esquema representado na Figura
1. Os peixes dos tratamentos controle e submetidos a realimentacdo foram
alimentados com dieta comercial formulada, contendo 32% de proteina bruta (Fri-
Aqua Onivoros®, Crescimento Inicial, 4-6mm no experimento 1; 6-8mm no
experimento 2), em uma frequéncia de duas vezes ao dia (9:00 e 17:00), até a
saciedade aparente . Ao inicio do periodo experimental, os peixes foram
anestesiados com benzocaina, na proporcdo de 0,1 g. L' de A&gua, para

realizacdo das medidas individuais de peso e comprimento total.

Jejum

Realimentado

| f
21 dias 7 dias T
- Continuamente alimentado Coletas

I:l Jejum

Figura 1. Esquema experimental.

Ao final do periodo experimental, 10 peixes de cada tratamento, mantidos
previamente em jejum por 16 horas antes do periodo de coleta, foram
anestesiados (benzocaina 0,1 g. L"), para retirada de sangue e mensuragdes de
peso € comprimento, para determinacdo do fator de condicdao (K)
[(peso/comprimento®) x 100]. O sangue, extraido a partir de vasos caudais, foi
dispensado em microtubos contendo anticoagulante (plasma) e microtubos sem
anticoagulante (soro). O plasma foi separado por centrifugacdo imediata do
sangue (3000 g, durante 10 minutos a 4°C), e o soro foi obtido apds o sangue ser
mantido a temperatura ambiente durante 3 horas para coagular, e entdo em

seguida centrifugado (3000 g, durante 10 minutos a 4°C) e armazenado a -20°C.

Ap6s a amostragem de sangue, os peixes foram sacrificados (benzocaina 0,4
g. L") e a gordura mesentérica, o figado e musculo branco da porcdo dorsal

foram retirados. A gordura mesentérica e o figado foram pesados para
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determinacdo do indice  gorduro-viscerossomatico (IGVS) e indice
hepatossomatico (IHS) [(peso do tecido)/(peso corporal) x 100]. O musculo branco
foi processado para determinar a concentracao de lipideos e proteinas, enquanto
o figado foi dividido em duas porcées, uma utilizada para determinacdo de
lipideos, proteinas e glicogénio, e outra porcdo foi armazenada a -70°C até o
momento de extragdo do RNA (Capitulo 4).

2.3. Procedimentos especificos
Metabodlitos sanguineos e teciduais

O plasma foi utilizado para a determinacédo das concentragdes de glicose e
triglicérides sanguineas (Labtest Kit®, cédigos 84 e 87, respectivamente) e 0 soro
para determinacao das concentracoes de colesterol e proteinas totais do sangue
(Labtest Kit®, codigos 76 e 99, respectivamente). As concentracées foram
determinadas pelo método enzimatico, de acordo com recomendagdes fornecidas
pelo fabricante. O glicogénio hepatico foi determinado por lise em
amiloglicosidase apds extracdo com acido perclérico a 7% (Moon et al., 1989). Os
niveis de lipideos de figado e musculo foram determinados apoés extragdo em
solucao cloroférmio/metanol (Bligh e Dyer, 1959) e as concentracdes de proteinas

no figado e musculo foram determinadas pelo método de Bradford (1976).

Hormobnios

As concentracdes de cortisol, T3 e T4 séricos foram determinadas por ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), utilizando-se kits comerciais para uso
em humanos e validados para peixes (DRG International, Inc.®, cédigo EIA —
1887; DS-EIA-Thyroid-T3-Total, cédigo TH-152; e DS-EIA-Thyroid-T4-Total,
cédigo TH-252, respectivamente), seguindo os protocolos fornecidos pelos
fabricantes. As concentragdes de hormaonios tireoidianos nao foram determinadas

no Experimento 1, devido a quantidade insuficiente de sangue obtido.
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2.4. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado composto por trés tratamentos com dez réplicas cada (n=10), e os
resultados foram analisados por one-way ANOVA. As médias, quando
significativamente diferentes, foram comparadas pelo teste de Tukey. A
normalidade dos erros e homoscedasticidade das variancias foram verificadas
pelos testes de Cramer Von-Mises e Brown-Forsythe, respectivamente. P <0,05
foi utilizado como o nivel de significancia estatistica. Os valores nas figuras

correspondem as médias * erro padrao da média (e.p.m).

3. Resultados

3.1. Peso médio final
Experimento 1

Os valores de peso médio final dos peixes referentes ao primeiro ensaio séo
apresentados na Figura 2. Verificou-se reducdo significativa do peso corporal
(aproximadamente 45%) nos animais em jejum (P<0,05). Nao foi verificada
recuperacao do peso ao final de 7 dias de realimentacdo, sendo que as médias
foram semelhantes ao peixes em jejum (P<0,05).

Peso final
2504
2004

150+

1004

Peso (Q)

Controle Jejum Realimentado

Figura 2. Peso médio final de pacus (peso médio inicial: 143,04+49,23g; comprimento médio
inicial: 18,47+2,20cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados por 7
dias, apds 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Os valores correspondem as médias + erro padrdao da média (n=10).
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Experimento 2

Os valores de peso médio final dos peixes referentes ao segundo ensaio séo
apresentados na Figura 3. Verificou-se reducéo significativa do peso corporal
(aproximadamente 45%) nos animais em jejum (P<0,05). Ao final do periodo de
realimentacdo, os peixes apresentaram maior peso (P<0,05) em relacdo ao grupo
em jejum, entretanto ndo foi observada recuperacgéao total do peso corporal.

Peso final

Controle Jejum Realimentado

Figura 3. Peso médio final de pacus (peso médio inicial: 346,77+25,82g; comprimento médio
inicial: 25,86x0,72cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados por 7
dias, apds 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Os valores correspondem as médias + erro padrdao da média (n=10).

3.2. indices morfométricos
Experimento 1

Os valores dos indices morfométricos referentes ao primeiro ensaio sao
apresentados na Figura 4. Ao final do periodo experimental, verificou-se redugéao
significativa do IHS (aproximadamente 49%) (p < 0,05), tendo os valores
restabelecidos ap6s 7 dias de realimentacdo. O IGVS apresentou reducdo no
grupo submetido ao jejum (aproximadamente 35%), porém os valores foram
restabelecidos (p<0,05). Nao foram encontradas diferencas para o fator de

condicao (K) entre os tratamentos.
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Figura 3. indices morfométricos de pacus (peso médio inicial: 143,04+49,23g; comprimento médio
inicial: 18,47+2,20cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados por 7
dias apds 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos.
Os valores correspondem as médias + erro padrdao da média (n=10).

Experimento 2

Os valores dos indices morfométricos referentes ao segundo ensaio sdo
apresentados na Figura 5. Ao final do periodo de 21 dias de jejum, verificou-se
reducdo de aproximadamente 70% do IHS (p < 0,05), e os niveis ndo foram
restabelecidos ao final do periodo de realimentacdo. O IGVS apresentou reducéo
no grupo submetido ao jejum (aproximadamente 32%), nao diferindo
significativamente do grupo realimentado (p<0,05). Nao foram encontradas

diferencas para o fator de condicao (K) entre os tratamentos.
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Figura 5. indices morfométricos de pacus (peso médio inicial: 346,77+25,82g; comprimento
médio inicial: 25,86+0,72cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados
por 7 dias apés 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferengas (p < 0,05) entre os
tratamentos. Os valores correspondem as médias + erro padréao da média (n=10).

3.3. Composicao tecidual
Experimento 1

Os teores de proteina e lipideos no musculo e figado e glicogénio hepatico
referente ao primeiro ensaio sdo apresentados na Figura 6. Verificou-se reducao
nos teores de lipideos no figado dos animais em jejum (aproximadamente
60%),mas os valores foram restabelecidos ap6s 7 dias de realimentagéo (p<0,05).
Diminuicdo nos teores de lipideos também foi observada no muasculo dos peixes
em jejum (aproximadamente 55%), entretanto n&o se observou o
restabelecimento dos niveis basais apds o periodo de realimentacdo. Nao foram
verificados efeitos do jejum ou realimentacao nos teores de glicogénio hepatico ou

nos niveis de proteina no figado e musculo (p<0,05).
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Figura 6. Composicéao tecidual de figado e mulsculo de pacus (peso médio inicial: 143,04+49,23g;
comprimento médio inicial: 18,47+2,20cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e
realimentados por 7 dias apés 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05)
entre os tratamentos. Os valores correspondem as médias + erro padrdo da média (n=10).

Experimento 2

Os teores de proteina e lipideos no musculo e figado e glicogénio referente ao
segundo ensaio sao apresentados na Figura 7. Verificou-se redugdo nos teores
de lipideos (39%) no figado dos animais em jejum, sendo que os valores foram
restabelecidos apo6s 7 dias de realimentacdo. Os teores de lipideos musculares,
apesar de numericamente menores (37%) nos peixes em jejum, nao diferiram
estatisticamente em relacdo ao grupo controle e realimentado (p<0,05). Foi

verificada uma ligeira elevacao nos niveis de proteina no figado dos peixes em
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jejum, e reduzidos aos niveis basais apos o periodo de realimentacdo. Nao foram
observados efeitos do jejum e realimentacdo nos teores de proteina muscular e

glicogénio hepatico entre os tratamentos (p<0,05).

Lipideos figado Lipideos misculo

%
IS
L

%

Controle Jejum Realimentado Controle Jejum Realimentado
Proteina figado Proteina masculo
200+ 60+
150 B A B 7
- - 40+
)] ‘o
% 1004 &
E E
20-
504
0- - . 0-
Controle Jejum Realimentado Controle Jejum Realimentado

Glicogénio hepatico

%

i |
# k

Realimentado

Controle Jejum

Figura 7. Composicao tecidual de figado e musculo de pacus (peso médio inicial:346,77+25,829;
comprimento médio inicial: 25,86+0,72cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e
realimentados por 7 dias apés 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05)
entre os tratamentos. Os valores correspondem as médias + erro padrdo da média (n=10).

3.4. Metabdlitos sanguineos
Experimento 1

Os valores das concentragcdes de metabdlitos no sangue referentes ao
primeiro ensaio sdo apresentados na Figura8. Os valores de glicose plasmatica
foram significativamente reduzidos durante o periodo de jejum, e ao final do
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periodo de realimentacdo, estes niveis foram superiores aos niveis basais
(p<0,05). Observou-se uma tendéncia de reducao nos niveis de triglicérides de
pacus em jejum, embora nao significativa (p<0,05), e ao final de 7 dias de
realimentacdo estes niveis foram superiores em relacdo aos peixes privados de

alimentacao (p<0,05).

Verificou-se um aumento nos niveis plasmaticos de colesterol durante o
periodo de privacao alimentar, e reducao apés a realimentacao, mas com valores
ainda significativamente maiores em relacdo aos niveis basais (p<0,05). Um
aumento nos niveis de proteinas totais sanguineas também foi observado em
peixes em jejum, no entanto estes niveis foram restabelecidos ao final do periodo
de realimentagéao.
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Figura 8. Metabdlitos sanguineos de pacus (peso médio inicial: 143,041£49,23g; comprimento
médio inicial: 18,47+2,20cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados
por 7 dias apés 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferengas (p < 0,05) entre os
tratamentos. Os valores correspondem as médias + erro padrdao da média (n=10).

Experimento 2

Os valores das concentragcdes de metabdlitos no sangue referentes ao

segundo ensaio sdo apresentados na Figura 9. Os valores de glicose plasmatica
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foram significativamente reduzidos durante o periodo de jejum, e ao final do
periodo de realimentacdo, estes niveis foram restabelecidos (p<0,05). Os niveis
de triglicérides sanguineos também foram significativamente reduzidos durante o
jejum, no entanto, ap6s o0 periodo de realimentacdo estes valores foram

superiores aos niveis basais (p<0,05).

Verificaram-se elevagbes nos niveis plasmaticos de colesterol durante o
periodo de privagédo alimentar (p<0,05), e estes valores foram restabelecidos ao
final do periodo de realimentacdo. Nao foram verificados efeitos do jejum ou

realimentacao nos niveis de proteinas totais sanguineas.
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Figura 9. Metabdlitos sanguineos de pacus (peso médio inicial: 346,77+25,82g; comprimento
médio inicial: 25,86x0,72cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados
por 7 dias apds 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05) entre os
tratamentos. Os valores correspondem as médias + erro padrdo da média (n=10).

3.5. Cortisol
Experimento 1

Os valores de cortisol sérico referentes ao primeiro ensaio sdo apresentados
na Figura 10. Os niveis de cortisol foram significativamente maiores (p<0,05) no

grupo continuamente alimentado (controle), sendo que nao foram verificadas
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diferencas nos niveis de cortisol entre os grupos de peixes em jejum e

realimentados (p<0,05).

Cortisol

Controle Jejum Realimentado

Figura 10. Cortisol sérico de pacus (peso médio inicial: 143,04149,23¢g; comprimento médio inicial:
18,47+2,20cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados por 7 dias
apés 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos. Os
valores correspondem as médias + erro padrdo da média (n=10).

Experimento 2

Os valores de cortisol sérico referentes ao segundo ensaio sdo apresentados
na Figura 11. Nao foram verificadas diferencas significativas nos niveis de cortisol
nos peixes mantidos em jejum e ao final do periodo de realimentacdao, quando

comparados ao grupo continuamente alimentado (p<0,05).
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Figura 11. Cortisol sérico de pacus (peso médio inicial: 346,77+25,82g; comprimento médio inicial:
25,86%0,72 cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e realimentados por 7 dias
apds 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos. Os
valores correspondem as médias + erro padrdo da média (n=10).
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3.6. Triiodotironina e tiroxina
Experimento 2

Os valores de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) séricos referentes ao segundo
ensaio sao apresentados na figura 12. Verificou-se reducao dos niveis de T3 em
peixes submetidos ao jejum, e estes niveis ndo foram restabelecidos ao término
do periodo de realimentagao (p<0,05). Nao foram verificados efeitos da privacao
alimentar ou realimentacao nos niveis de T4 séricos (p<0,05).
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Figura 12. Triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) séricos de pacus (peso médio inicial: 346,77+25,82g;
comprimento médio inicial: 25,86+0,72 cm) continuamente alimentados ou em jejum por 21 dias, e
realimentados por 7 dias apds 21 dias de jejum. Letras diferentes indicam diferengas (p < 0,05)
entre os tratamentos. Os valores correspondem as médias * erro padrao da média (n=10).

4. Discussao

No presente estudo investigou-se o efeito do tamanho corporal dos peixes nas
respostas relacionadas ao crescimento, metabolismo e hormonais durante o
periodo de privacdo alimentar prolongada e realimentacdo. De maneira geral,
observou-se uma reducao de peso corporal e mobilizacdo intensa de nutrientes,
principalmente lipideos, dos diferentes compartimentos corporais do pacu,
durante o periodo de jejum. Ao final do periodo de realimentacao, verificaram-se
respostas diferentes em relagao as taxas de reposicao dos estoques energéticos,
dependendo do tamanho dos animais.

Em peixes, assim como em outras espécies de animais, a privacao de
alimento promove redugdo do armazenamento de energia, que € redirecionada
para a manutencdo da homeostase metabdlica (Pujante et al., 2015). Isto implica

em uma grande variedade de respostas fisiolégicas, como a reducao nas taxas de
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crescimento, e alteracdes no peso de diferentes érgaos e do tecido adiposo, bem
como o aumento da mobilizagdo de metabdlitos/nutrientes (Navarro e Gutiérrez,
1995).

A dinamica do processo de utilizacao de energia durante os periodos de jejum
e realimentacdo em peixes pode ser monitorada por meio da determinacdao dos
indices biométricos e da quantificacao dos nutrientes presentes nos tecidos e de
metabdlitos sanguineos. De maneira geral, as determinacdes destes parametros
permitem a avaliacao do estado nutricional e saude dos peixes (Gaylord e Gatlin,
2000).

As necessidades energéticas dos peixes para manutengdo dos processos
vitais durante o periodo de jejum sdo atendidas por meio da mobilizacao das
reservas energéticas corporais, que eventualmente ocasionam a perda de peso
corporal (Navarro e Gutiérrez, 1995; Vigliano et al., 2002). De fato, o jejum
prolongado promoveu reducdo de peso em pacus, independente do
tamanho/idade, e esta reducéao foi similar e da ordem de 1,8 vezes. Em ambos os
ensaios nao foi observada mortalidade dos peixes durante o periodo

experimental.

De maneira geral, no presente estudo, verificaram-se as mesmas tendéncias
de mobilizagdo das reservas energéticas durante o periodo de jejum,
independente do tamanho/idade dos peixes, embora as magnitudes destas
diferencas tenham sido diferentes.

Observou-se que as reservas de lipideo no figado foram prontamente
mobilizadas no periodo de jejum, em ambos os experimentos. Entretanto, em
peixes menores a redugao no teor de lipideos foi mais acentuada (2,5 vezes
menor), quando comparada a peixes maiores (1,6 vezes menor). Os teores de
lipideos musculares também foram reduzidos no periodo de privacdo de alimento,
porém esta mobilizagdo se apresentou de maneira constante, aproximadamente
duas vezes menor em relacdo ao grupo alimentado, em ambos 0s experimentos.
Nao foi verificado efeito do jejum prolongado sobre os niveis de proteinas no
figado ou musculo de juvenis de pacu. Redugdes similares nos teores de lipideos
hepaticos foram previamente relatadas em sea bream (Sparus aurata),
submetidos a jejum de 21 dias (Power et al, 2000) e de lipideos hepatico e
muscular em juvenis de pacu mantidos em jejum por 30 dias (Gimbo et al., 2015).
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Quanto a mobilizacdo do estoque de gordura mesentérica dos peixes em
jejum, verificou-se uma diminuicdo do IGVS em ambos os experimentos, e este
indice nao foi afetado pelo tamanho/idade dos animais, uma vez que a redugao se
apresentou em uma taxa constante (aproximadamente 1,5 vezes menor em
relacdo ao grupo controle). Estes resultados evidenciam o importante papel da
mobilizacdo das reservas lipidicas mesentéricas em pacus durante o periodo de
jejum prolongado. Nao foram verificados efeitos significativos do jejum sobre o
fator de condicao de Fulton (K), independente da categoria de peso, indicando,
como proposto por Love (1980), que este € um parametro insuficiente de
avaliacao durante o jejum fisiolégico.

Em ambos os experimentos, verificou-se diminuicao do IHS apés 21 dias de
jejum, de aproximadamente duas vezes para peixes menores e de 3,2 vezes para
peixes maiores, em relacdo aos peixes continuamente alimentados. Esta redugéo
no peso do 6érgdo estd diretamente relacionada a mobilizagdo e utilizagdo das
reservas de nutrientes no tecido hepatico. Em condicdes de privacao de alimento,
o figado € um dos primeiros 6rgaos a serem afetados, pois é o local onde ocorre 0
armazenamento e distribuicdo das reservas energéticas (Navarro e Gutiérrez,
1995). A reducdo do volume do figado, e consequentemente do IHS, esta
diretamente relacionada a diminuicdo do volume celular dos hepatdcitos, com
perdas de material armazenado do citoplasma e reducdo da atividade nuclear
(Power et al., 2000), sendo que a intensidade destes eventos é altamente
dependente da espécie (Segner, 1985; Segner e Braunbeck, 1988; Striissmann e
Takashima, 1990), da idade e do tamanho dos peixes (Storch e Juario, 1983). A
diminuicao do IHS provocado pelo jejum ja foi previamente relatada em diversas
espécies de teledsteos (Pérez-Jiménez et al., 2007; Barcellos et al., 2010; Costas
et al., 2011; Rossi et al., 2015).

Quando o suprimento de glicose dietética é insuficiente o glicogénio é
quebrado enzimaticamente e transportado para tecidos extra-hepaticos na forma
de glicose. A deplecao de glicogénio hepatico é frequentemente relatada em
peixes mantidos em jejum, como previamente observado em trutas arco-iris
(Pottinger et al.,, 2003), sunshine bass (Davis e Gaylord, 2011) e jundias
(Barcellos et al., 2010). Entretanto, no presente estudo nao foi observada reducao

significativa dos estoques de glicogénio no figado de pacus durante o periodo de
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jejum, embora tenha sido verificada uma tendéncia de deplecao de 1,13 vezes
para peixes menores e 1,05 vezes para peixes maiores. Gimbo et al. (2015)
observaram comportamento semelhante para esta espécie, sugerindo que o pacu
utiliza preferencialmente os lipideos como fonte de energia, atuando como um

mecanismo poupador de glicogénio hepatico durante os periodos de inanigcéo.

O jejum prolongado provocou diminui¢cdo (duas vezes) dos niveis glicémicos
sanguineos de pacus, independente do tamanho corporal. A reducao dos niveis
de glicose plasmatica induzida pela privagdo alimentar estd de acordo com a
maioria dos estudos em peixes (Soengas et al., 2006; Furné et al., 2012; Pérez-
Jiménez et al., 2012; Rossi et al., 2015; Gimbo et al., 2015).Power et al. (2000)
sugeriram que o processo de gliconeogénese, responsavel pela manutencao dos
estoques de glicogénio e dos niveis de glicose circulantes podem estar
inoperantes ou ocorrendo em um nivel reduzido. Em situacdo de jejum
prolongado, os juvenis de pacu utilizaram prontamente as reservas energéticas

disponiveis, principalmente a partir do figado metabolicamente ativo.

No caso das concentracdes de triglicerideos sanguineos, observou-se uma
diminuicdo mais intensa em peixes de maior tamanho (2,5 vezes), quando
comparados a peixes menores (1,6 vezes). Em condi¢cdes de jejum prolongado,
verifica-se uma intensa hidrélise de triglicerideos, notadamente no figado, para a
producédo de glicerol durante o processo de gliconeogénese, e de acidos graxos
que sao oxidados para a producdo de energia (Pérez-Jiménez et al., 2012).

Verificou-se aumento dos niveis circulantes de colesterol durante o jejum, em
ambos o0s ensaios, da ordem de 2,2 vezes maiores em peixes de menor tamanho,
e de 1,5 vezes em peixes de maior tamanho. Estes dados corroboram com relatos
de Gimbo et al. (2015), para esta mesma espécie, e podem ser explicados pelo
acumulo de grandes quantidades de acetil Co-A produzida durante a B-oxidacéo
de acidos graxos (Maita et al., 2006) que servem como substrato para a sintese
de colesterol, sugerindo que a producao de corpos cetbnicos ndo é uma via
preferencial em pacu, como também relatado para outros teledsteos (Segner et
al., 1997).

No presente estudo observou-se que o jejum promoveu pequena elevagao dos

niveis de proteinas totais séricas em peixes de menor tamanho/idade, e nenhuma
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alteracdo destes niveis em peixes maiores, apesar do catabolismo proteico
evidente, demonstrado principalmente pela reducao dos valores de IHS. Os dados
deste estudo sao discordantes com os relatados para algumas espécies de
peixes, como Ciprinus carpio (Shimeno et al., 1997) e Dentex dentex (Pérez-
Jiménez et al., 2012), onde a restricao alimentar provocou depressao dos niveis
de proteinas totais plasmaticas. Gimbo et al. (2015) sugeriram que este fendmeno
pode estar associado a um possivel mecanismo de protecdo de proteinas em

pacus.

Quanto ao efeito do jejum sobre os niveis de cortisol séricos, 0 tamanho dos
peixes promoveu um comportamento distinto. Em peixes menores verificou-se
diminuicdo de duas vezes nos niveis circulantes em relacdo aos pacus
continuamente alimentados. Em peixes maiores, apesar da elevacdo dos niveis
circulantes (aproximadamente 1,35 vezes), ndo foram observadas diferengas
significativas quando comparados com os animais do grupo controle (alimentado).
Em espécies homeotérmicas, os niveis de cortisol plasmatico sao frequentemente
relatados por uma elevacdo em resposta ao jejum ou desnutricdo (Chang et al.,
2002). Entretanto, em peixes esta resposta é variavel, e apresenta diferentes
fases dependendo da duracédo do agente estressor (Mommsen et al. 1999; Barton
2002). Resultados semelhantes de diminuicdo dos niveis cortisol circulantes
também foram observados em tainhas (Chelon labrosus) (Pujante et al., 2015) e
em gilthead sea bream (Sparus aurata) (Martos-Sitcha et al., 2014), submetidos a
um periodo de 14 dias de jejum. Os resultados obtidos sugerem que apéds 21 dias
de jejum os pacus ainda se encontravam em uma fase de resisténcia ao cortisol,
e possivelmente um tempo maior seja necessario para que 0s peixes entrassem
na fase seguinte, caracterizada por elevacoes destes niveis plasmaticos.

Os efeitos da reducao da ingestdo de alimento e jejum no metabolismo de
horménios da tireoide ja sdo bem conhecidos e diversos estudos tem
demonstrado que a privacado alimentar provoca uma regulagdo negativa do eixo
hipotalamo-hipo6fise-glandula tireoide em peixes (Farbridge et al, 1992;
Leatherland e Farbridge, 1992; Holloway et al., 1994; Takahashi et al., 2011), e
estas alteracbes promovem uma reducdo geral nos niveis plasmaticos dos
hormonios tireoidianos. Adicionalmente verifica-se uma reducdo da sensibilidade
do tecido tireoidiano ao horménio estimulador da tiredide (TSH) e baixa atividade
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de desiodase hepatica (Le-Bail e Boeuf, 1997). No presente estudo somente os
niveis de T3 e T4 circulantes foram mensurados e o efeito do jejum sobre os
niveis de T3 foram semelhantes aos observados previamente em estudos com
Oncorhynchus mykiss (Leatherland, 1994), sea bream (Power et al., 2000) e
também em pacus submetidos a ciclos curtos de restricdo alimentar e
realimentacdo (Takahashi et al, 2011). Apesar de nao ser estatisticamente
significativo, verificou-se tendéncia semelhante de reducao dos niveis circulantes
de T4 nos peixes em jejum. Apds 7 dias de realimentagdo nado foi verificada
recuperacao dos niveis circulantes de T3, sugerindo que o sistema enddcrino
necessita de um tempo maior de adaptacdo as alteracdes no estado nutricional

em pacus.

Ao final do periodo de realimentacao (7 dias), verificou-se comportamento
distinto entre os experimentos para o peso final dos pacus. Em peixes menores,
nao se observou aumento de peso corporal em relacdo aos animais em jejum,
porém em peixes de maior tamanho este aumento foi da ordem 1,3 vezes. No
entanto, ndo se verificou recuperacéo total do peso corporal, ndo sendo atingido o
peso dos animais continuamente alimentados. Estes resultados corroboram com
os obtidos por Pujante et al. (2015), que ndo observaram compensacéao total do
crescimento em Chelon labrossus submetidos a 14 dias de jejum e
posteriormente a 7 dias de realimentacdo. Os resultados sugerem que para o
pacu é necessario um maior periodo de realimentacdo para recuperagdao das
taxas de crescimento.

Verificou-se uma elevagao dos teores de lipideos hepaticos ao final do periodo
de realimentacdo (duas vezes), independente do tamanho dos peixes, e estes
estoques foram restabelecidos, sendo similares ao grupo controle (alimentado
continuamente). Porém néo foi verificada a recuperacdo dos estoques lipidicos
musculares, apds a realimentagdo. Neste sentido verifica-se uma importante
aplicacdo zootécnica na cadeia produtiva de pacus. Esta espécie, apesar de
possuir uma série de caracteristicas favoraveis na aquicultura, quando produzida
em condicées de cativeiro, apresenta alto teor lipidico na carne, atingindo em
média 12% de gordura em sua composi¢ao, o que a classifica como um pescado
gordo (Fujimoto et al., 2007; Tanamati et al., 2009). Os resultados obtidos no

presente estudo sugerem que a aplicagao do jejum em um periodo que precede o
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abate poderia ser uma ferramenta interessante, no sentido de reduzir os teores de

gordura no produto final.

Nao foi verificada recuperacado dos estoques de gordura mesentérica ao final
do periodo de realimentagao, independentemente do tamanho/idade dos pacus, e
os valores de IGVS foram estatisticamente similares aos peixes mantidos em
jejum. De acordo com Collins e Anderson (1995), a recuperacao deste depdsito
energético nao é tao rapida quando comparada com o figado, sugerindo que este
o6rgao é utilizado como fonte inicial de energia endbégena, e os depdsitos
mesentéricos sdo utilizados posteriormente. Os resultados obtidos no presente
estudo sugerem que a mobilizacdo dos estoques lipidicos mesentéricos apresenta
uma menor plasticidade, tanto em termos de valores criticos de mobilizacéo,
quanto em termos de restabelecimento destas reservas apds a realimentacao.

O retorno de oferecimento de alimento promoveu um aumento de duas vezes
nos valores de IHS nos peixes, em ambos 0s experimentos. No entanto, verificou-
se que em pacus de menor tamanho, estes valores foram completamente
recuperados, sendo similares ao grupo controle. Nos peixes de maior tamanho,
nao foi verificada a recuperacao completa do IHS, apresentando valores inferiores
aos animais continuamente alimentados. De fato, esses resultados séao
consistentes, visto que as exigéncias energéticas para manutencao (diferenca
entre a energia absorvida e a depositada nos tecidos) aumentam de acordo com o
maior tamanho ou idade dos peixes.

Os niveis circulantes de glicose e triglicérides apresentaram elevacao ao final
do periodo de 7 dias de realimentacao e, em alguns casos, estes valores foram
superiores aos niveis observados nos animais continuamente alimentados. As
concentragdes de colesterol plasmatico foram reduzidas (aproximadamente 1,5
vezes) em ambos os experimentos. Nao foi verificado efeito da realimentagéo
sobre o0s niveis circulantes de proteinas totais, independente do tamanho/idade
avaliado, e estes dados sdo semelhantes aos relatados por Souza (1998), em
juvenis de pacu realimentados por 30 dias, ap6s 60 dias de jejum.

Para os niveis séricos de cortisol, as respostas observadas apds a
realimentacdo foram diferentes dependendo do tamanho corporal. Em peixes
menores nao foi observada diferencas ao final da realimentacdo, porém em

peixes maiores verificou-se uma queda dos niveis séricos de cortisol (1,7 vezes),
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em relacao aos peixes mantidos em jejum, e estes niveis néo diferiram do grupo
continuamente alimentado. Neste mesmo sentido, Pottinger et al. (2003) também
nao verificaram diferengas entre os niveis de cortisol plasmaticos de trutas arco-
iris em jejum ou realimentadas, e estes autores sugeriram que a mobilizacao de
energia durante o jejum possa ocorrer sem o envolvimento do cortisol.

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram que durante o periodo de
jejum, a mobilizacdo de lipideos de diferentes compartimentos corporais
apresentou-se como a principal fonte energética para os pacus, independente do
tamanho corporal. Entretanto, em periodos de realimentacdo de curta duracgao,
nao foi verificada recuperacao total do peso corporal, € as taxas de reposicao dos
estoques energéticos foram mais eficientes em peixes de menor tamanho. Estas
informacdes sdao de fundamental importdncia do ponto de vista zootécnico,
sugerindo que a privagao de alimento pode ser uma ferramenta interessante para
reducado dos teores de gordura na carne de pacu. Além disso, de acordo com 0s
resultados observados, a utilizagdo de protocolos alimentares que utilizam o jejum
para obtencao de ganho compensatério parece ser mais efetiva nas fases iniciais

de engorda do pacu.
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CAPITULO 3 - ALTERACOES DA MICROBIOTA INTESTINAL EM JUVENIS DE
PACU (Piaractus mesopotamicus) SUBMETIDOS A PRIVACAO ALIMENTAR
E REALIMENTACAO

Resumo- O jejum € uma ocorréncia comum em peixes, e este processo ndo afeta
somente o estado nutricional e a saude dos animais, mas também a microbiota
intestinal do hospedeiro. Atualmente, diversos estudos de caracterizagdo da
microbiota intestinal por meio de sequenciamento next-generation tém sido
realizados, entretanto este método ndao € o mais indicado para a quantificacéo de
microrganismos. Diante disso, a proposta do presente estudo foi de avaliar os
efeitos da privacdo alimentar e realimentacdo no perfil de grupos bacterianos
especificos  (Lactobacillus,  Actinobacteria, = Enterococcus e  Familia
Enterobacteriaceae) presentes na mucosa e conteudo intestinal de pacus. As
contagens do numero de cépias do grupo Lactobacillus e Actinobacteria e da
familia Enterobacteriaceae presentes na mucosa intestinal foram reduzidas no
grupo em jejum, e ao final do periodo de realimentacao, observou-se um maior
nuamero de copias para o grupo Lactobacillus em relagédo ao grupo continuamente
alimentado. As contagens do numero de cépias de 16S do grupo Lactobacillus no
conteudo intestinal foram maiores no grupo realimentado, quando comparados ao
grupo controle. Nao foram verificados efeitos da realimentagdo no numero de
copias do gene 16S DNAr para o grupo Actinobateria e familia
Enterobacteriaceae no conteudo intestinal de pacus. O presente trabalho fornece
as primeiras informacdes a respeito das alteracées da microbiota intestinal em
pacus, em condicoes de jejum e apos a realimentacéo. A utilizacao da técnica de
gPCR para deteccdao e quantificacdo de grupos bacterianos especificos

demonstrou ser uma ferramenta importante em estudos de microbiota.

Palavras-chave: jejum, 16S, DNAr, Lactobacillus, Actinobacteria, Enterococcus,
Enterobacteriaceae
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CHAPTER 3 - CHANGES IN THE GUT MICROBIOTA OF PACU (Piaractus
mesopotamicus) IN RESPONSE TO FOOD DEPRIVATION AND REFEEDING

Abstract- Fasting is a common occurrence in fish, and this process affects not
only the nutritional status and animal health, but also the intestinal microbiota of
the host. Currently, many studies for the characterization of intestinal microbiota
by next-generation sequencing have been applied, but this method is not the most
suitable for the microorganism’s quantification. Therefore, the purpose of this
study was to evaluate the effects of food deprivation and refeeding on specific
bacterial groups (Lactobacillus, Actinobacteria, Enterococcus  and
Enterobacteriaceae) in the mucosa and intestinal content pacu. Counts of the
number of copies of the Lactobacillus, Actinobacteria and Enterobacteriaceae in
the intestinal mucosa were reduced in the fasting group. At the end of refeeding,
there were a higher number of copies to the Lactobacillus compared to to fish fed
continuously. The number of copies 16S Lactobacillus in the intestinal content was
higher in the refeeding animals when compared to the control group. No effect of
the refeeding in the number of copies of the 16S rDNA gene was observed for
Actinobateria and Enterobacteriaceae in the intestinal content of pacus. The
present work provides the first information of changes in the intestinal microbiota
in pacu. qPCR is an important tool for detection and quantification of specific
groups of bacteria in the microbiota.

Key-words: starvation, 16S, DNAr, Lactobacillus, Actinobacteria, Enterococcus,
Enterobacteriaceae
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INTRODUCAO

Espécies de peixes nativas como o pacu (Piaractus mesopotamicus)
podem estar muitas vezes expostas a condi¢cdes de estresse nutricional devido a
alteracdes nos fatores ambientais (como temperatura da agua e concentracao de
oxigénio) ou em atividades relacionadas ao processo de producdo, como a
utilizacdo de ciclos alternados de privacdo alimentar e realimentacdo para
promover o ganho compensatério. O jejum afeta ndo somente o estado nutricional
e saude dos peixes, mas também o perfil de microrganismos intestinais (Xia et al.,
2014). As alteracoes fisiolégicas que ocorrem durante o periodo de privagéao
alimentar resultam em uma rapida resposta de adaptacdo do hospedeiro e de
seus microrganismos intestinais frente a esta situagao (Okada et al., 2013).

A composicdo e interacbes da microbiota intestinal podem afetar
diretamente a quantidade e o aproveitamento de energia proveniente da dieta
(Tremaroli e Backhed, 2012), desempenhando papel importante no metabolismo
dos substratos dietéticos (Kelly, 2010). O equilibrio da microbiota intestinal pode
sofrer alteracdes devido a uma série de fatores, como o estresse (O'Mahony et
al., 2009), antibiéticos (Tanaka et al., 2009), idade (Hopkins et al., 2002),
infeccoes bacterianas (Dethlefsen et al., 2006) e o estado nutricional (Turnbaugh
et al,, 2009). A dieta possui papel determinante na formacdo da microbiota
intestinal, promovendo alteracbes no tamanho das populacdes de espécies
simbiontes, resultando em alteracbes biolégicas no hospedeiro (Brown et al.,
2012). Estas modificagdes no perfil de microrganismos no trato gastrintestinal
(TGI) podem ocasionar alteragdes na resposta imune do hospedeiro, favorecendo
a ocorréncia de doencas (Morgan et al., 2012).

Dois grupos distintos de microrganismos sao normalmente encontrados no
TGl dos peixes, os autdctones (aderentes) e os aldctones (transitorios). O
primeiro grupo de bactérias, em virtude da sua capacidade de tolerar o baixo pH
em sucos gastricos e resisténcia a acdo dos acidos biliares, conseguem colonizar
a superficie epitelial do estbmago, do intestino delgado e grosso, podendo se fixar
firmemente a mucosa intestinal para formar a microbiota autéctone do hospedeiro
(Savage, 1989). O segundo grupo de bactérias esta presente transitoriamente no
trato gastrointestinal, e hipotetiza-se que é incapaz de colonizar a camada de
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muco ou a superficie epitelial, ou sdo tao inefetivas que ndo conseguem competir

com outras bactérias presentes no muco/epitélio (Ringe & Birkbeck, 1999).

Tradicionalmente, a analise de microbiota intestinal é realizada através de
cultura de microrganismos in vitro em meios especificos. Estes métodos, apesar
de terem contribuido para uma visdo consideravel da microbiota intestinal,
apresentam diversas limitac6es. A principal delas deve-se ao fato de que a
maioria das bactérias intestinais ndo pode ser cultivada em condi¢des
laboratoriais, porque as exigéncias ambientais para o seu cultivo em condi¢des in
vitro ainda sao desconhecidas. Diante destas limitacdes, novas técnicas
moleculares utilizando a analise filogenética dos &acidos nucléicos tém sido
utilizadas com a finalidade de caracterizacdo das comunidades microbianas, do
estabelecimento das funcdes dentro do ecossistema e suas relagcdes com o
hospedeiro (Oviedo-Rondén, 2009).

Para a maioria destas técnicas moleculares empregadas, a regido mais
amplamente utilizada € a 16S da subunidade ribossomal do DNA (16S DNAr),
devido ao fato de ser uma das macromoléculas mais conservadas em todos os
sistemas vivos, e por nao apresentar transferéncia lateral entre espécies, além de
conter tamanho suficiente (cerca de 1500 pares de bases) para a realizacdo de
analises filogenéticas (Amann et al., 1995).

As aplicagdes destas técnicas nao se limitam somente ao sequenciamento
da comunidade bacteriana total, que consiste em um processo demorado,
complexo e de custo elevado. Sdo passiveis de utilizacdo em processos mais
simples, como identificacdo e quantificacdo de alteracbes na comunidade por
meio da utilizacdo de primers especificos para as cepas de interesse (Amit-
Romach et al.,, 2004). Dentre as diversas técnicas utilizadas, a quantificacao
absoluta por meio da PCR quantitativa em tempo real (QPCR) parece ser uma
ferramenta interessante, pois torna possivel a avaliagdo do numero de coépias do
transcrito de interesse baseado numa curva padrdao construida a partir de uma
amostra com numero de cépias conhecido. Este método pode ser utilizado em
casos onde o interesse seja o valor real de numero de cépias, seja de um
patdbgeno viral ou bacteriano, ou para avaliagdo de géneros microbianos
existentes em determinada comunidade (Huijsdens et al., 2002; Stubner et al.,
2002; Dumonceaux et al., 2006; Lunedo et al., 2014).
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A maioria dos estudos relacionados ao microbioma intestinal tem se
concentrado em espécies terrestres e seres humanos, e informacgdes a respeito
das alteracbes da microbiota em situacdes de privagao alimentar em organismos
aquaticos é relativamente escassa, e restrita a um pequeno nimero de espécies
(Ringa et al., 2000; Xia et al., 2014; Kohl et al., 2014). Diante do apresentado, a
proposta deste trabalho foi de avaliar os efeitos da privagdo alimentar e
realimentacao no perfil de grupos bacterianos especificos presentes na mucosa e
conteudo intestinal de pacus.

MATERIAL E METODOS
Peixes e condicbes experimentais

Foram utilizados 45 juvenis de pacu, com peso médio inicial de 346,77 +
25,82 g, e comprimento 25,86 + 0,72 cm. O local, manejo, dieta, condi¢des
ambientais e desenho experimental sdo os mesmos descritos no Capitulo 2, nos
itens “2.1. Peixes e condigdes experimentais — Experimento 2° e “2.2.

Delineamento experimental e amostragem”.

Coleta de amostras

Para a andlise da microbiota associada a mucosa e conteddo foram
utilizadas amostras de cinco repeticées por tratamento, sendo que cada amostra
foi formada pelo material coletado de trés peixes (“pool”), totalizando 15 peixes
por tratamento. O numero de animais foi determinado seguindo recomendagdes
de Zhou et al. (2007), que estudou diferentes tamanhos de amostragem em
analises de microbiota para frangos de corte, para se obter boa
representatividade da populacdo microbiana em estudo, diminuindo o efeito
especifico de individuo.

Os peixes foram abatidos (benzocaina 0,4 g L") e o trato gastrintestinal foi
exposto. O intestino foi delimitado arbitrariamente em trés porcdes (anterior,
média e posterior), isolado e acondicionado em uma placa de petri contendo PBS
esterilizado (8 mM NaxHPQ,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH.PQOy; pH
7,4). As placas com os segmentos foram mantidas em ambiente resfriado e com
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fluxo continuo de CO, até o inicio da manipulacdo da amostra para a formacgéo do
pélete bacteriano. Este cuidado foi tomado com a finalidade de diminuir a
proliferacdo das colbnias presentes nos tecidos coletados e também evitar a
proliferacao de bactérias aerdbias nao colonizadoras do trato durante o periodo

entre a coleta das amostras e sua manipulagao laboratorial.

Analise da microbiota intestinal

Preparo do pélete bacteriano

O processamento das amostras de microbiota associada ao conteudo e
mucosa intestinal foi realizada de acordo com metodologia proposta por
Kurokawa et al. (2007), com pequenas modificacdes. O conteudo presente nas
porcdes do intestino dos peixes que compuseram cada amostra foi retirado por
meio de pressao externa, colocado em um recipiente, homogeneizado e 8 g deste
colocadas em um tubo Falcon contendo 30 mL de tampdo PBS. As amostras
foram totalmente dissolvidas em tampao por agitacdo vigorosa. Apds, foram
filtradas em membrana de 100um de porosidade, e o filtrado centrifugado a 27000
g por 10 minutos a 4°C. Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 mL de TE
10:1 (10mM Tris-HCI e 1mM EDTA; pH 8,0), novamente centrifugados e os
sedimentos armazenado a -80°C. Para a coleta das amostras de microbiota
associada a mucosa intestinal foi utilizada metodologia descrita por Gong et al.
(2002). Neste procedimento, as mesmas por¢cées das quais foi retirado o
conteudo foram abertas longitudinalmente, presas em uma base de isopor limpa,
lavadas com solucdo PBS e colocadas em um mesmo tubo com 30 mL de
solucdo PBS (1% Tween80). Ap6s agitacdo vigorosa por um minuto, os
segmentos de cada pool foram retirados do tubo e a solucao centrifugada a 27000
g por 20 minutos, formando um pélete bacteriano. Os péletes foram
ressuspendidos em TE 10:1 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA; pH8,0), centrifugados a
20000 g por 20 minutos, o sobrenadante descartado e os péletes bacterianos
congelados a -80°C até a extracdo de DNA. De acordo com os autores, esta
metodologia de coleta é capaz de recuperar mais de 95% das células bacterianas

presentes no material coletado.
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Extracdo de DNA das amostras de microbiota intestinal

A extracdo do DNA total das amostras coletadas foi realizada com o
AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit® (Axygen), seguindo as instrucdes
do fabricante. Uma aliquota de 25 mg do pélete bacteriano de mucosa e 100 mg
de conteudo intestinal foi pesada e dissolvida em 150 uL do buffer S (contendo
RNAse A) por vigorosa homogeneiza¢cao em vortex. Foram adicionados 20 uL da
enzima lisozima (50 mg mL™"), 25 uL da enzima proteinase K (20 mg mL™") e 60 pL
de EDTA (0,25M; pH 8,0). Os tubos foram homogeneizados e incubados a 37°C
durante 30 minutos. Apds a incubacao, as amostras foram resfriadas em gelo, e
adicionou-se 450 pL de buffer G-A (responséavel pela finalizacdo da lise das
células bacterianas e exposicdo do DNA). A mistura foi agitada em vortex por 15
segundos e novamente incubada a 65°C por 10 minutos. Apéds a lise, adicionou-se
400uL do buffer G-B, o qual se complexa com as proteinas presentes nas
amostras, e 1 mL do buffer DV, que separa o DNA das proteinas complexadas.
Ap6s centrifugagcdo, a fase superior, contendo o tampao e as proteinas foi
descartado e mais 1 mL do buffer DV adicionado, repetindo a centrifugacao. A
fase superior com o tamp&o foi novamente descartada, e a fase inferior, contendo
o DNA extraido, recuperada e transferida para um “spin-filter”, passando por
posterior centrifugacdo. Ao filtrado, foram adicionados 400uL do “buffer’” de
ligacdo BV, a solucdo homogeneizada e transferida para uma coluna, seguido de
posterior centrifugacdo. Descartou-se o filtrado e foram realizadas: uma lavagem
com o “buffer” W1 e duas lavagens com o “buffer” W2. Apds as lavagens, a
coluna foi transferida para um novo tubo e o DNA eluido da coluna pela adi¢ao de
50uL agua ultrapura aquecida a 65°C. A qualidade do DNA extraido foi verificada,
uma amostra de trabalho diluida a 10ng pL™ para os procedimentos iniciais, e as
amostras concentradas congeladas a -20°C. A concentracdo das amostras de
DNA foi determinada mediante leitura da absorbancia em espectrofotémetro
(NanoDrop®, Thermo Fisher Scientific) no comprimento de onda de 260nm e por
fluorometria (Qubit 1.0 fluorometer® , Life Technologies). Foram avaliadas
também as relacbes dos comprimentos de onda 260/280 e 260/230 pelo
espectrofotbmetro, a primeira estima a contaminacao por proteinas, a segunda
por sais (Sambrook et al., 1989).

57



Doutorando Gustavo Henrique Squassoni Orientador — Luiz Roberto Furlan

A partir da quantificagdo por fluorometria, as amostras de DNA foram
diluidas a uma concentragéo de 2,50 ng uL' em &gua ultrapura, e estas solucdes

de trabalho armazenadas a -20°C para a utilizagcao no ensaio de qPCR.

Oligonucleotideos iniciadores utilizados e cobertura de estirpes

Para a realizagdo do ensaio de PCR quantitativo, foram escolhidos quatro
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores previamente descritos na literatura
(Tabela 1). Foram escolhidos iniciadores que contemplam os principais grupos
bacterianos presentes no intestino de peixes, para possibilitar a analise das

variagdes globais na microbiota deste ambiente.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de qPCR.

Microorganismo T. T. T. Sequéncia (573 Referéncia
Alvo am. an. m.
(pb)' («C)* (eC)’
) ) F*: AAACTCAAAGGAATTGACGG Schéafer et
Classe Actinobacteria 275 55 84,5 5
R’: CTTCCTCCGAGTTGACCC al., (2010)
Familia 195 63 829 F:ATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC Bartosch et
Enterobacteriaceae ’ R: CTCTACGAGACTCAAGCTTGC al. (2004)
F: CCCTTATTGTTAGTTGCCATATT Rinttila et al.
Género Enterococcus 144 61 80,4
R: ACTCGTTGTACTTCCCATTGT (2004)
Heilig et al.
) F: CACCGCTACACATGGAG (2002)
Género Lactobacillus 341 58 82,6
R: AGCAGTAGGGAATCTTCCA Walter et al.
(2001)

'T. am.: Tamanho do “amplicon” em pares de bases.

2T, an.: Temperatura de anelamento dos oligos para gPCR.

%T. m.: Temperatura média de melting dos “amplicons” obtidos a partir das curvas de dissociacéo.

*F: forward primer

°R: reverse primer

Para a classe Actinobacteria, Schafer et al, (2010) verificaram a

especificidade do conjunto de iniciadores com as cepas Amycolatopsis,

Pseudonocardia,  Streptomyces, = Saccharopolyspora, = Promicromonospora,

Arthrobacter,  Jiangella, = Nocardiopsis, = Nocardioides,  Actinopolymorpha,
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Nesterenkonia,  Brevibacterium,  Yania, = Microbacterium, Yonghapatrkia,
Blastococcus, Rubrobacter, Brachybacterium, Lentzea, Microlunatus,
Saccharomonospora,  Actinomycetospora,  Stackebrandtia, = Aeromicrobium,
Klugeriella, Rathayibacter, Ruania, Agrococcus, Conexibacter, Glaciibacter,
Leifsonia, Nocardia, Rhodococcus, Actinoalloteichus, Agromyces, Clavibacter,
Georgenia, Goodfellowiella, Kocuria, Kribella, Microcella, Micromonospora,
Mycetocola, Mycobacterium, Propionibacterium, Solirubrobacter e Umezawaea.

Bartosch et al. (2004) confirmaram a especificidade do conjunto de
iniciadores para a familia Enterobacteriaceae com cepas de Escherichia, Shigella
e Salmonella. Além destes géneros, este grupo também inclui géneros como
Yersinia, Klebsiella, Enterobacter, Morganella, Pantoea, Proteus e Serratia.

Heilig et al. (2002), Rintilla et al. (2004) e Walter et al. (2001), verificaram a
especificidade do conjunto de iniciadores para o género Lactobacillus, e
confirmaram a amplificacdo das seguintes cepas: L. acetotolerans, L. acidophilus,
L. agilis, L. alimentarius, L. amylolyticus, L. amylophilus, L. amylovorus, L.
animalis, L. aviarius, L. bifermentans, L. brevis, L. buchnei, L. casei, L. collinoides,
L. coryniformis, L. crispatus, L. curvatus, L. delbrueckii, L. farciminis, L.
fermentum, L. fermentus, L. fructivorans, L. gasseri, L. helveticus, L. johnsonii, L.
kefiri, L. mali, L. manihotivorans, L. mucosae, L. murinus, L. oris, L. panis, L.
paracasei, L. pentosus, L. perolens, L. plantarum, L. pontis, L. reuteri, L.
rhamnosus, L. ruminis, L. sakei, L. salivarius, L. sharpeae, L. vaginalis, L. zeae.
Além destas, este par de primers também anelou com os géneros Leuconostoc
spp., Pediococcus spp. e Weissella spp.

Para o género Enterococcus, Rintilla et al. (2004) verificaram a
especificidade do conjunto de iniciadores com as cepas: E. asini, E. avium, E.
azikeevi, E. canis, E. casseliflavus, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E.
flavescens, E. gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hermanniensis, E.
hirae, E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundltii, E. pallens, E. phoeniculicola, E.
pseudoavium, E. raffinosus, E. rottae, E. saccharolyticus, E. villorum.

A especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados também foi
avaliada in silico, utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Além disso, ap6s a amplificagao
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via reacdo em cadeia de polimerase (PCR) com amostras de DNA do presente
estudo e clonagem em vetor plasmideo, a especificidade foi confirmada pelo

sequenciamento dos insertos obtidos.

Amplificagdo das amostras de DNA genémico

As amostras de DNA gendémico foram amplificadas via PCR com cada par
de iniciadores em estudo (Tabela 1). Para cada reagdo de PCR, utilizaram-se 50
ng de DNA gendmico, tampao (10mM Tris-HCI, 50mM KCI), 0,2mM de cada
dNTP, 1,5mM de MgCl,, 66 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5U de taq
DNA polimerase e agua ultra-pura para um volume final de 25 pL. A reagéo de
PCR foi realizada utilizando a seguinte sequéncia de termo-ciclos: 94°C por 5
minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento especifica
para cada primer (Actinobacteria e Lactobacillus spp. 52°C; Enterobacteriaceae e
Enterococcus spp. 62°C) por 40 segundos, 72°C por 1:30 minutos e 72°C por 7
minutos. Os amplicons gerados foram confirmados por eletroforese em gel de
agarose a 2%, diluido em tampao TAE 1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM; pH
8,0), conforme as recomendacgdes de Sambrook e Russell (2001). Previamente a
clonagem os produtos de PCR foram purificados através do Kit “QlAquick® Gel

Extraction Kit” (QlAgen), conforme protocolo recomendado pelo fabricante.

Clonagem em vetor plasmideo TOPO TA®

Apébs a obtencdo dos “amplicons”, os fragmentos amplificados por PCR
foram clonados utilizando o kit comercial TOPO TA® (Invitrogen), especifico para
clonagem de produtos de PCR, seguindo as instrucdes do fabricante. Apds a
insercao, 3 uL da reacao de ligacao foram adicionados a células quimicamente
competentes de Escherichia coli DH10B, a solu¢do incubada no gelo por 30
minutos, € um choque térmico provocado colocando os tubos em banho-Maria a
42°C por 45 segundos, inserindo assim o plasmideo na célula competente. Para
recuperacao e multiplicacdo das células transformadas, foi adicionado 1 mL de
meio SOC (triptona, extrato de levedura, 9,2mM de NaCl, 2,5mM de KCI, 37mM
MgCI2, 0,75% de glicose), e os tubos incubados a 37°C, com agitacao constante

de 220rpm durante 90 minutos.
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Placas de Petri foram preparadas com meio de cultura 2xTY (1,2% de
agar), acrescido de 50 ug mL™ do antibiético canamicina. Apés solidificacdo do
meio, 40uL de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) e 25 uL
de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) foram espalhados sobre o meio
com o auxilio de uma alga de Drigalski esterilizada, com o objetivo de identificar
as colbnias de bactérias que continham o inserto ligado ao vetor plasmideo. Apo6s
secagem da solucao IPTG — X-GAL, 200uL das células transformadas cultivadas
em meio SOC foram aplicados nas placas de Petri com o auxilio de uma alca de
Drigalski, e as placas incubadas a 37°C durante 16 horas.

Cultivo de clones bacterianos e extragdo de DNA plasmidial

Uma colbnia positiva (contendo o inserto) e isolada de cada placa foi
coletada com o auxilio de palitos de madeira esterilizados e transferida para um
tubo contendo meio de cultura 2xTY, acrescido de 50 ug mL™' do antibiético
canamicina. O meio foi incubado sob agitacdo constante (220rpm), a 37°C,
durante 16 horas.

O DNA plasmidial dos clones foi extraido utilizando o kit comercial
QlAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), segundo as recomendacdes do fabricante.
Ap6s a extragdo, a concentragdo de DNA plasmidial foi mensurada
espectofotometricamente através do aparelho NanoDrop® (Thermo Fisher
Scientific), e as amostras diluidas para uma solucéo de trabalho de concentracédo
100 ng pL™, a qual foi encaminhada para sequenciamento.

Sequenciamento dos clones e comprovacdo da especificidade dos

iniciadores

A reacdo de sequenciamento foi realizada com a enzima AmpliTaq
polimerase e BigDye Terminator (Applied Biosystems) conforme as
recomendagdes do fabricante, utilizando o conjunto de oligonucleotideos
iniciadores M13, especificos para a regiao do vetor TOPO TA (Invitrogen) que
flanqueia o inserto. O sequenciamento foi realizado em aparelho ABI PRISM 7900
(Applied Biosystems).

61



Doutorando Gustavo Henrique Squassoni Orientador — Luiz Roberto Furlan

As sequéncias obtidas foram visualizadas e manipuladas no programa
Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation). As sequéncias direta e inversa foram
filtradas respeitando um minimo de 85% de correspondéncia entre as sequéncias
e sobreposicao minima de 20%. Em seguida, com auxilio do programa Chromas
1.45 (Griffith University, Australia) a localizagdo exata dos iniciadores foi
encontrada. Utilizando a ferramenta BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento clonado foi comparado com
as sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/),
admitindo-se concordancia de no minimo 95% para confirmacao da especificidade
da sequéncia. Apds confirmacdao da sequéncia clonada, os plasmideos foram

purificados e preparados para confecgao das curvas-padrao.

Purificacao e linearizacao dos plasmideos para a construcdo das curvas-
padrdo

O DNA plasmidial foi aplicado em gel de agarose padrdo a 1,5% fundido
em tampao TAE 1X (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA; pH 8,0), seguindo as
recomendacgdes de Sambrook e Russell (2001). As bandas de DNA plasmidial
visualizadas foram identificadas e cortadas do gel com auxilio de Iamina estéril.
Entdo, o DNA plasmidial presente no fragmento de gel foi purificado utilizando o
kit QlAprep® Spin Miniprep (QIAGEN), conforme o protocolo descrito no kit.

Com base no mapa da regiao do gene “LacZ operon” do vetor utilizado e o
auxilio do programa Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation), foi verificada a
inexisténcia de sitios de restricdo para as enzimas candidatas nas sequéncias dos
insertos clonados. Os plasmideos foram linearizados com a enzima de restricao
BamHI. Para a reacdo de restricdo, incluiu-se 5 uL de 10X “fast digest buffer”
(Fermentas), 1 uyg de DNA plasmidial, 3 yL da enzima BamHI e 4gua ultra-pura
para um volume final de 50 pyL de reacdo. Os tubos foram incubados a 37°C
durante 16 horas e entdo a enzima inativada por incubacao de 20 minutos a 80°C.
Uma aliquota de 2 pL do produto da reacao de restricao foi visualizado em gel de
agarose padréao a 1,5% fundido em tampao TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA; pH 8,0), em corrida realizada seguindo as recomendagdes de Sambrook e
Russell (2001).
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Apbs confirmagdo da digestao total, os plasmideos linearizados foram
purificados com o kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), seguindo
as recomendacodes do fabricante.

Construgdo da curva padrao e quantificacao absoluta

As curvas-padrao foram construidas a partir de plasmideos linearizados,
contendo o inserto alvo previamente confirmado por sequenciamento. A partir da
soma do tamanho do inserto e do vetor plasmidial, calculou-se o numero de
cépias do gene em cada ponto da curva-padrdo a partir da seguinte equacgao:

x gde DNA

= x6,022x10%
tamanho do plasmideo em pbx 660

moléculas/ reagdo

Onde: tamanho do plasmideo corresponde a soma do vetor mais o inserto;
660 é a média do peso molecular em Daltons de um par de bases de DNA dupla
fita; 6,022 x 10%° é a constante de Avogadro.

Para cada gene sob estudo foi gerada uma curva-padrado, através de 7
diluicoes do DNA de plasmideo contendo o inserto especifico com concentragdes
de 2,45 x 10" a 2,45 x 10’ cépias do gene 16S rRNA para a classe Actinobacteria,
1,94 x 10" a 1,94 x 10" copias para Enterobacteriaceae, 1,88 x 10° a 1,88 x 10°
copias para o género Lactobacillus e 2,02 x 10" a 2,02 x 10 cépias para o género
Enterococcus.

Reacbes de PCR em tempo real

As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas em um equipamento
ABI 7900HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems), em um volume final
de 12,5 pl contendo 6,25uL do reagente 2X KAPA SYBR® FAST gqPCR Master
Mix Universal (Kapa Biosystems), 50X ROX High (Kapa Biosystems), 2,5uM de
cada oligonucleotideo iniciador especifico, 5ng de DNA metagenémico e agua
ultra-pura para completar o volume de reacdo de 12,5 pyL. As condigdes de
amplificagdo incluiram um periodo inicial de 50°C por 2 minutos, depois 10
minutos a 95 °C, seguida por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, temperatura de
anelamento especifica (Tabela 1) por 1 minuto. Ao final da reagéo foi empregado
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um ciclo de vinte minutos com temperatura crescente de 60 a 95°C para obtencao
da curva de dissociacao dos produtos da amplificacao.

Analise de threshold e eficiéncia das curvas-padrao

Os valores de Cqg foram obtidos e analisados pelo software ABI 7900HT
Sequence Detection System v2.4.1 (Applied Biosystems). Para definicdo do
threshold de cada curva-padrdo, foi realizada analise conjunta da eficiéncia
destas curvas, a partir do valor de de inclinacao da reta, conforme equacgéo

abaixo.

e=10 (-1/inclinagéo) _ 1
Onde: e = eficiéncia

Todas as curvas apresentaram valor de inclinacdo entre -3,6 e -3,1, ou
seja, os valores de eficiéncia ficaram entre 90 e 110% conforme recomendado por
Livark e Schmittgen (2001). Os valores de inclinagdo da reta, as equacoes e
demais informacoes sobre as curvas-padrao sdo apresentados na Tabela 2. Ap6s
definido na curva-padrdao, o “threshold” foi aplicado a todas as amostras
avaliadas, e os valores de Cq guardados. Além disso, para cada curva também foi
definida uma faixa de deteccédo, a partir da analise das curvas de dissociacéo e
dos controles. As estimativas do niumero de cépias para o género Enterococcus
ficaram abaixo do limite de deteccdo do método (20 copias / 5 ng de DNA) em

todos os tratamentos, motivo pelo qual nao foram incluidas nas tabelas.

Tabela 2. Equagdes das curvas-padrdo e valores de inclinacdo da reta, r* e
eficiéncia dos grupos bacterianos estudados.

Grupo de bactérias Inclinagao Equacao r e
Classe Actinobacteria -3,34 Y=-334x + 39439 0,98 0,99
Familia _

Enterobacteriaceae - 3,44 Y =-344x + 35438 0,99 0,95
Género Enterococcus -3,52 Y=-352x+ 36,054 0,99 0,92
Género Lactobacillus -3,33 Y=-333x + 34,063 0,99 0,99

e = eficiéncia da reacdo de gPCR
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Apés todas as andlises, os valores de Cq foram transformados em nuamero
de cépias a partir da equacéo linear resultante das curvas-padréao estimadas, pela

seguinte férmula:

N=10 (Cg-b)/a

Onde: N = numero de cépias na amostra; Cq = ciclo de quantificacao; a =
inclinacao; b = intercepto.

Analise estatistica

A analise estatistica utilizada neste trabalho € a mesma descrita para as
variaveis laboratoriais do Capitulo 2 (item 2.4).

RESULTADOS

Os resultados do jejum prolongado (21 dias) e do periodo de realimentacao
(7 dias) sobre o numero de copias da regiao variavel do gene 16S DNAr, de
microorganismos pertencentes a classe Actinobacteria, familia
Enterobacteriaceae e género Lactobacillus presentes na mucosa intestinal de
pacus sao apresentados na Tabela 3.

A privacao de alimentos por 21 dias causou uma reducéo significativa (p <
0,05) no numero de copias do gene 16S DNAr dos taxons Enterobacteriaceae e
Lactobacillus, mas ndo afetou o numero de cépias da classe Actinobacteria, cujo

valor foi estatisticamente igual ao do tratamento controle.

Por outro lado, verifica-se que a realimentacdo teve um efeito positivo
sobre o numero de cépias do 16S DNAr, haja vista que, em relacdo aos peixes
mantidos em jejum, houve um aumento significativo desse parametro (P<0,05)
nos trés taxons estudados. Entretanto, esse efeito positivo favoreceu de maneira
mais intensa a classe Actinobacteria e 0 género Lactobacillus, uma vez que 0
numero de copias do gene 16S DNAr de ambos os tdxons foram maiores (p <
0,05) nos peixes realimentados do que naqueles que fizeram parte do grupo

controle.
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Tabela 3. Numero de coépias’ do gene 16S DNAr para Actinobacteria,

Enterobacteriaceae e Lactobacillus (n=5) na mucosa intestinal de pacus.

Tratamento Classe Familia Género

Actinobacteria  Enterobacteriaceae  Lactobacillus

Controle 5,19+0,08B 434+0,10 A 3,02+0,20B
Jejum 5,30+ 0,07 B 2,96 £+0,09B 2,05+0,20C
Realimentado 5,92 £ 0,07 A 4,04 £0,09 A 3,92 +0,20 A

'log10 do nlimero de cépias do gene 16S DNAr em 5,0ng de DNA gendmico;
®Média * erro padrdo da média;

ABCvalores seguidos de letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

As magnitudes das diferencas supracitadas, expressas em fold-change,
tendo como referéncia o grupo continuamente alimentado (controle), séo
apresentadas na Figura 1, onde se observa que o taxon Enterobacteriaceae, que
teve uma reducao de aproximadamente 66 vezes no numero de copias do 16S
DNAr, foi 0 mais afetado pela privacdo de alimentos por 21 dias, seguido pelo
género Lactobacillus, cuja reducao nesse parametro foi da ordem de 18 vezes.

Ao final do periodo de realimentacdao, os taxons Actinobacteria e
Lactobacillus apresentaram aumentos no numero de cépias de pequena
magnitude (1,5 e 5,5 vezes, respectivamente), enquanto que a variagao no fold-
change foi negativo para a familia Enterobacteriaceae (5 vezes menor), embora
tenha sido estatisticamente igual ao controle (Figura 1).
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Figura 1. Valores de fold-change para o nimero de cépias de 16S DNAr na mucosa intestinal de
pacus continuamente alimentados (Controle), em jejum por 21 dias (Jejum) e realimentados por 7
dias apods 21 dias de jejum (Realimentado).

Os valores de fold-change do numero de copias do gene 16S DNAr na
mucosa intestinal de pacus realimentados, tendo como referéncia os peixes
mantidos em jejum, sdo apresentados na Figura 2, na qual se observa que esse
indice foi positivo para os trés tdxons, sendo que as maiores magnitudes foram
verificadas para o género Lactobacillus (101 vezes) e familia Enterobacteriaceae

(13 vezes).
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Figura 2. Valores de fold-change para o nimero de copias de 16S DNAr na mucosa intestinal de
pacus em jejum por 21 dias (Jejum) e realimentados por 7 dias apdés 21 dias de jejum

(Realimentado).

Na Tabela 4 sao apresentados os numeros de cépias do 16S DNAr no
conteudo intestinal de pacus submetidos a 7 dias de realimentacdo. Entre os trés
taxons estudados, somente o género Lactobacillus apresentou aumento
significativo dessa variavel em relacao ao controle (P<0,05). Quando expresso em
valores de fold-change (Figura 3), verifica-se que o aumento no numero de copias
do 16S DNAr de Lactobacillus teve a magnitude de aproxidamente 200 vezes.

Tabela 4. Numero de coépias’ do gene 16S DNAr de Actinobacteria,

Enterobacteriaceae e Lactobacillus (n=5) no conteudo intestinal de pacus.

Tratamento Classe Familia Género
Actinobacteria  Enterobacteriaceae  Lactobacillus

Controle 6,53 +0,14 4,78 +0,23 3,06+0,21 B
Realimentado 6,86 £ 0,14 4,10 £ 0,23 5,80 +£0,24 A

'log10 do nimero de cépias do gene 16S DNAr em 5,0ng de DNA gendmico;
*Média + erro padrdo da média;
A8 Valores seguidos de letras iguais no diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05);
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Figura 3. Valores de fold-change para as cépias de 16S DNAr no conteudo intestinal de pacus
continuamente alimentados (Controle), e em jejum por 21 dias e realimentados por 7 dias
(Realimentado).

DISCUSSAO

O presente trabalho utilizou a técnica de quantificagdo absoluta do numero
de cépias do gene 16S DNAr por qPCR para monitorar as variacdes nas
populacées de microorganismos pertencentes a classe Actinobacteria, familia
Enterobacteriaceae e géneros Lactobacillus e Enterococcus na mucosa € no
conteudo intestinal de juvenis de pacu mantidos em jejum por 21 dias e, ap6s

esse periodo, realimentados por 7 dias.

Essa metodologia vem sendo frequentemente utilizada para a analise
quantitativa dos diversos taxons que compdéem a microbiota intestinal (Walter et
al., 2001; Heilig et al,, 2002; Rintilla et al, 2004; Amit-Romach et al., 2004;
Lunedo et al., 2014), porém, dentro do nosso conhecimento, foi utilizada uma
Unica vez em estudo com peixes (Li ef al.,, 2013). Assim, além de escassas, as
informacdes existentes sobre os aspectos quantitativos da microbiota intestinal de
peixes foram obtidas em estudos sobre diversidade taxonémica, cuja metodologia
(sequenciamento em larga escala) ndo é apropriada para a realizacao de analises

quantitativas (Kwon e Ricke, 2011).
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A privagédo de alimento consiste em um desafio fisiologico enfrentado por
diversas espécies de peixes, que afeta diretamente a composicdo de sua
microbiota intestinal (Kohl et al, 2014; Xia et al., 2014). Dois fatores séao
determinantes para as alteragbes da abundancia relativa de populacdes
microbianas nesta condicdo: (i) a redugcdo na disponibilidade de nutrientes, que
gera uma “crise de energia” para os microrganismos (McCue, 2012) e (ii) a
reducdao do comprimento e massa Umida do intestino em resposta ao jejum
(Zaldua e Naya, 2014), que limita a disponiblidade de espago para o

desenvolvimento da microbiota.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o jejum
ocasionou uma drastica reducdo nas populagdes de microorganismos
pertencentes aos taxons Lactobacillus e Enterobacteriaceae associadas a
mucosa intestinal do pacu, porém nao as eliminou completamente desse
ambiente, evidenciando que ambos os taxons fazem parte da microbiota

autdctone dessa espécie.

A familia Enterobacteriaceae é composta por bactérias fermentadoras,
anaerodbias facultativas, que sobrevivem no TGl de peixes em condi¢des de baixo
pH e abundancia nutrientes (Holt et al., 1994). Em hospedeiros saudaveis e bem
nutridos, um grande numero de representantes desta familia sdo integrantes
nativos da microbiota de peixes de agua doce (Huber et al., 2004; Kim et al.,
2007). Assim sendo, € compreensivel que 0s microorganismos pertencentes a
esse taxon tenham sido os mais afetados pelo jejum, apresentando uma reducgao
de aproximadamente 66 vezes quando comparada ao controle (Figura 1).

Embora n&o haja informacdes detalhadas sobre a forma como os
integrantes da familia Enterobacteriaceae reagem ao jejum, é razoavel supor que
eventuais alterac6es nos fatores bidticos e abidticos do ecossistema intestinal,
tais como interacbes entre diferentes taxons (sinergismo e/ou competicao),
mudancas na osmolaridade e pH, entre outros, também tenham contribuido para
a drastica reducéao populacional desse grupo de microorganismos apos 21 dias de
jejum. Contudo, nossos resultados sugerem que o periodo de sete dias de
realimentacdo foi suficiente para recompor as condi¢cdes ideais para sua
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proliferacao, haja vista que o numero de copias do gene 16S DNAr dos peixes

realimentados foi semelhante ao dos peixes continuamente alimentados.

E preciso ressaltar que essa resiliéncia aos efeitos do jejum prolongado
demonstrada pelos integrantes da familia Enterobacteriaceae pode ter
implicagbes negativas para o hospedeiro, uma vez que diversos integrantes desse
taxon, dentre os quais bactérias dos géneros Escherichia, Serratia, Yersinia,
Salmonella, Hafnia e Edwardsiella, entre outros, sdo patégenos oportunistas de
peixes, notadamente em situacdes de estresse, quando o sistema imunoldgico se
torna debilitado (Sekirov e Finlay, 2009).

O jejum prolongado também afetou negativamente a populagdo de
Lactobacillus na mucosa intestinal do pacu, ocasionando uma reducao
populacional da ordem de aproximadamente 18 vezes, quando comparada ao
tratamento controle. Efeito semelhante foi observado em tilapias-do-nilo
submetidas ao jejum por 21 dias, que apresentaram um decréscimo significativo
na populacao de Lactobacillus presente no ceco desses peixes (Kohl et al., 2014).

No entanto, a presenca da populacdo de Lactobacillus no trato intestinal
dos pacus submetidos ao jejum prolongado, ainda que numericamente reduzida,
comprova a autoctoneidade desse taxon, haja vista que estes microorganismos
sao dependentes do aporte de diversos nutrientes (aminoacidos, peptideos,
derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sais, ésteres de acidos graxos e
carboidratos fermentaveis) para se desenvolverem (Kandler e Weiss, 1986;
Walter, 2008).

Ainda que os representantes desse género sejam frequentemente descritos
como organismos de crescimento fastidioso, caracteristica limitante para o
estabelecimento de uma populacdo permanente no trato intestinal (Walter, 2008),
os resultados do presente trabalho indicam que os Lactobacillus sao bem
adaptados ao ambiente intestinal do pacu, uma vez que apds um curto periodo de
realimentacdo (apenas 7 dias), a populacdo desse taxon apresentou um
crescimento significativo, da ordem de aproximadamente 101 vezes em relacéo
aos peixes mantidos em jejum, sendo inclusive 5,6 vezes maior (p< 0,05) do que
a populacéo de Lactobacillus do controle.
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E preciso salientar que esse aumento na populacdo de Lactobacillus
observado ao final do periodo de realimentacdo ndo se deve apenas a
proliferacao da populacdo remanescente do periodo de jejum, mas também ao
aporte dietético de Lactobacillus naturalmente presente no alimento, decorrente

do retorno ao arragcoamento.

E sobejamente conhecido que os integrantes desse género possuem
elevado potencial de utilizagdo como probidticos na alimentagdo animal, uma vez
que apresentam a capacidade de inibir a colonizacdo de bactérias patogénicas,
por meio de exclusdo competitiva (Ringe et al, 2005; Balcazar et al., 2006;
Gomez & Balcazar, 2008) e pela producao de acidos organicos (Atrih et al., 2001),
compostos antifungicos (Corsetti et al., 1998) e bacteriocinas (Ringg et al., 2005;
Gatesoupe, 2008).

Contudo, Wu et al. (2011) sugeriram que a utilizagdo de Lactobacillus como
probidticos ndo seria eficiente, pois as cepas nao seriam capazes de se proliferar
no TGI apds a interrupcdo do seu fornecimento na dieta. Contrariando essa
percepcao, os resultados apresentados no presente estudo evidenciam que
integrantes desse tdxon sdo capazes de permanecer no trato intestinal de peixes
durante longos periodos, mesmo em condicoes adversas, 0 que € uma
caracteristica altamente desejavel para canditados a probiético.

Assim sendo, um possivel desdobramento desse trabalho seria efetuar a
caracterizacao taxonémica da populagdao de Lactobacillus presente na mucosa
intestinal dos pacus mantidos em jejum e identificar aquelas com potencial para

serem utilizadas como probidticos para peixes.

Nesse contexto, € preciso lembrar que diversos integrantes da classe
Actinobacteria sao capazes de produzir metabdlitos secundarios que apresentam
potente atividade antibiética (Ventura et al., 2007), fato que também lhes confere

potencial para serem usados como probibticos para peixes (Das et al., 2008).

Diferentemente do que ocorreu com as populacdes de Lactobacillus e
Enterobacteriaceae, o jejum prolongado ndo afetou a populacado de Actinobacteria
associada a mucosa intestinal do pacu, que permaneceu estavel apés o periodo
de jejum. Um dos fatores que concorre para essa estabilidade € o constante
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processo de colonizacdo do trato intestinal dos peixes pelas bactérias
pertencentes a classe Actinobacteria, uma vez os integrantes desse taxon se
encontram amplamente distribuidos no ambiente aquatico (Wu et al., 2012).
Devido a sua prevaléncia e distribuicao universal, esse taxon faz parte do “core”
da microbiota intestinal de peixes (Zhou et al., 1998, Han et al., 2010, Wu et al.,
2012).

Os resultados do presente trabalho sugerem ainda que a populacao de
Actinobacteria responde positivamente ao aumento na disponibilidade de
nutrientes, haja vista que o nimero de cépias do 16S DNAr desse taxon foi 50%
maior nos peixes realimentados do que naqueles do controle, contrapondo-se aos
resultados relatados por Li et al. (2013), que observaram um aumento na
populacao desse taxon no intestino de carpas capim submetidas a privacao de

nutrientes.

O presente estudo fornece as primeiras informagdes a respeito das
alteracdes do microbioma intestinal em pacus submetidos ao jejum prolongado e
realimentacdo. Embora a microbiota tenha grande influéncia nos processos de
digestdo e absorcado de nutrientes, poucos estudos na literatura avaliaram as
modificagdes da microbiota intestinal em peixes nestas condi¢cdes. Este estudo
identificou modificacées importantes, como a redug¢dao do numero de cépias de
16S do género Lactobacillus e familia Enterobacteriaceae durante o periodo de
jejum, e restabelecimento destas populagcbes ao final do periodo de
realimentacdo, com aumento significativo da populacdo de Lactobacillus na
mucosa e conteudo intestinal. A quantificacdo de grupos bacterianos especificos
por meio da técnica de qPCR demostrou ser uma importante ferramenta para
avaliacdo das alteracdes das comunidades microbianas na mucosa e conteudo

intestinal de pacus.
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CAPITULO 4 - CLONAGEM, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE GENES
DE REFERENCIA PARA NORMALIZACAO EM ESTUDOS DE PCR
QUANTITATIVO EM TEMPO REAL EM PACUS (Piaractus mesopotamicus)

RESUMO - O PCR quantitativo em tempo real (QPCR) é um método de alta
sensibilidade e exatiddo em ensaios para quantificacao da abundancia de RNAm.
No entanto, existem diversos fatores que podem comprometer a interpretacdo dos
resultados. O principal deles consiste na selecao incorreta de genes de controle
interno para a normalizacdo dos dados de expressdao génica. Neste estudo
realizou-se a clonagem, caracterizacdo e a selecdo de genes de referéncia
adequados em estudos de privagcdo alimentar com pacus. A estabilidade de
expressao de quatro genes de referéncia [B-actina (ACTB), gliceraldeido-fosfato-
desidrogenase (GAPDH), fator de alongamento embrionario 1-alfa (EEF1) e Acil
CoA-oxidase 3 (ACOX3)] foram verificadas utilizando os algoritmos geNorm,
Normfinder e a metodologia de modelos lineares mistos, em dois ensaios de
privagao alimentar e realimentacdo, considerando duas classes de peso distintas
(150g e 350g). Os genes de referéncia selecionados para a quantificacdo de
RNAm foram testados e validados para a expressdo do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), e de proteinas de choque térmico (HSP70 e
HSP9O0). As combinagdes de EEF1-A/GAPDH/ACTB/ACOX3 e
GAPDH/ACTB/ACOX3 foram validadas como as melhores combinacdes para a
normalizacdo de dados de expressdao de RNAm em gPCR em figados pacu, para
peixes menores e maiores, respectivamente. Estes genes de referéncia serao
utilizados para normalizacao em estudos futuros de expressao génica para esta

espécie.

Palavras-chave: ACTB, GAPDH, EEF1-A, ACOX3, IGF-1, HSP70, HSP90, jejum
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CHAPTER 4 - CLONING, CHARACTERIZATION AND ASSESSMENT OF
REFERENCE GENES FOR QUANTITATIVE PCR NORMALIZATION IN PACU
(Piaractus mesopotamicus)

ABSTRACT - The quantitative real-time PCR (gPCR) is a high sensitivity and
accuracy method in assays to quantify the abundance of mRNA. However, there
are several factors that may compromise the interpretation of results. The main
problem is the incorrect selection of internal control genes for normalization of
gene expression data. In this study, we proceeded to cloning, characterization and
selection of the suitable reference genes in food deprivation studies with pacu.
The stability of four reference gene expression [B-actin (ACTB), glyceraldehyde-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), embryo elongation factor 1-alpha (EEF1)
and Acyl-CoA oxidase 3 (ACOX3)] were verified using geNorm and Normfinder
algorithms, and the methodology of mixed linear models, in two experiments of
starvation and refeeding, considering two different weight classes (150g and
350q). The selected reference genes for quantification of mMRNA were tested and
validated for expression of the insulin-like growth factor | (IGF-1), and heat shock
proteins (HSP70 and HSP90). Combinations of EEF1-A/GAPDH/ACTB/ACOX3
and GAPDH/ACTB/ACOX3 have been validated as the best combinations for
normalizing mRNA expression in gqPCR data in pacu livers of smaller and larger
juveniles, respectively. These reference genes will be used for normalization in

future studies of gene expression for this species.

Keywords: ACTB, GAPDH, EEF1-A, ACOX3, IGF-1, HSP70, HSP90, starvation
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1. Introducao

Em pesquisas bioldgicas, o PCR quantitativo em tempo real (QPCR) é a
técnica mais reprodutivel e sensivel para a analise de expressao génica, e tem
sido extensivamente utilizada para medir e comparar niveis de transcricdo dos
genes (Bustin et al., 2009; Derveaux et al., 2010). Para isto, sdo necessarios
genes de referéncia internos adequados para a normalizagdo das taxas de
expressao dos genes-alvo. Os genes de referéncia mais amplamente utilizados e
descritos em estudos de expressao génica incluem a B-actina (ACTB), fator de
alongamento embrionario 1-alfa (EEF1-A), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e o0 18S RNA ribossomal (18S rRNA) (Radonic’ et al., 2004).

Em teoria, este controle interno deve apresentar niveis de expressao
constante em todos os tipos de células e condi¢des experimentais (Thellin et al.,
1999). Entretanto, diversos estudos tém relatado que a estabilidade dos genes de
referéncia pode variar significativamente entre tratamentos experimentais e nos
diferentes tipos de tecidos (Schmittgen e Zakrajsek, 2000; Bas et al., 2004;
Huggett et al., 2005). Além disso, a utilizacdo de um unico gene referéncia para a
normalizagdo dos dados pode levar a erros relativamente grandes (Kosir et al.,
2010; Matouskova et al., 2014). Diante disto, verifica-se a necessidade de
validacdo dos genes de referéncia ou enddgenos para cada organismo e
condicao experimental especifica (Cicinnati et al., 2008; Yang et al., 2014).

A condicao primordial para a realizacao de estudos de expressao génica por
meio da técnica de qPCR €& a pré-existéncia de sequéncias de genes e/ou
transcritos devidamente caracterizadas, que servirdo de molde para o desenho
dos oligonucleotideos iniciadores que serdao utilizados nas reacdes de
amplificacdo. O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie nativa que vem
sendo utilizada recentemente como modelo experimental em diversos estudos de
expressao génica (Almeida et al., 2008; Almeida et al., 2010; Leitdo et al., 2011;
Paula et al, 2014). Entretanto, esta espécie possui apenas 115 sequéncias
depositadas no Genbank, das quais cinco sdo sequéncias parciais que codificam
RNAs mensageiros (RNAm), ou seja, sequéncias de proteinas (Miostatina,
Miogenina, MyoD, GH e IGF-1), e apenas uma sequéncia parcial da unidade
ribossomal 18S do RNA (18S rRNA). As demais sequéncias correspondem a

DNA mitocondrial e marcadores moleculares
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?cmd=search&term=Piaractus; data de
acesso: 14/04/2015).

O pacu estéa sujeito a periodos de jejum, tanto na natureza, devido a fatores
como reducgao da temperatura da agua, flutuacoées na disponibilidade de alimento
ou durante os processos migratérios para reproducdo, quanto na aquicultura,
durante processos inerentes ao processo produtivo. Esta capacidade de lidar com
longos periodos de restricdo de nutrientes deve-se em parte a modulacdo da
expressao de uma variedade de genes associados ao eixo GH/IGF-1 (Mackenzie
et al., 1998; Wood et al., 2005; Gabillard et al., 2006). O IGF-1 medeia a maioria
das acdes anabolicas do GH, promovendo o crescimento celular, e em conjunto
com outros fatores de crescimento, estimula a diferenciacao das células, além de
exercer multiplos efeitos metabdlicos, como reducdo de glicose sanguinea,
inibicao da lipolise e retardamento da degradacao proteica (Thissen et al., 1999).
Entretanto, as respostas de modulacdo celular em peixes tém se mostrado
contraditérias. Diversos autores relataram reducdo no numero de transcritos no
figado (Pierce et al., 2005; Fox et al., 2006; Peterson e Waldbieser, 2009; Sinha et
al.,, 2012), enquanto outros nao verificaram nenhuma diferengca nas taxas de
expressao génica de IGF-1 (Hevray et al., 2011; Pujante et al.,2015).

Adicionalmente, em condicbes de estresse, um sistema de resposta
generalizado existe a nivel celular, que inclui a acdo de diversas proteinas de
choque térmico (HSPs). As HSPs s&o um grupo de proteinas intracelulares
induzidas por uma grande diversidade de agentes estressores, como temperatura
(Kondo et al., 2004; Perez et al., 2008), inflamacgdes e infeccoes (Ackerman e
Iwama, 2001; Deane e Woo, 2005; Zhang et al., 2011), poluentes ambientais
(Verma et al., 2007) e restricdo alimentar (Cara et al., 2005; Antonopoulou et al.,
2012). No entanto, estudos da expressdo de HSPs em condi¢cdes de jejum séo
discordantes. Estudos prévios relataram aumento da expressdo de HSP70 e
HSP90 em larvas de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e dourada (Sparus
aurata) em jejum, ou nenhuma alteragdo nos niveis de RNAm de HSP70 em
juvenis de bagre-do-canal (/ctalurus punctatus) (Weber e Bosworth, 2005), ou em
larvas de salmao-do-atlantico (Salmo salar) (Zarate e Bradley, 2003) em

condi¢des de estresse nutricional.
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Diante do exposto, o presente estudo objetivou a clonagem, caracterizacao e
avaliacdo de genes enddgenos (ACTB, GAPDH, EEF1-A e ACOX3) adequados
para quantificacdo relativa de RNAm, em estudos para o pacu. Todos os
resultados de gPCR foram obtidos em conformidade com as diretrizes MIQE
(Bustin et al., 2009). Os genes de referéncia foram utilizados em um estudo
posterior para avaliagdo dos perfis de expressdo de genes relacionados ao
crescimento (IGF-1) e estresse (HSP70 e HSP90), em juvenis de pacu
submetidos a privacdo alimentar e realimentacdo, em duas classes de peso
distintas (1509 e 350g, aproximadamente).

2. Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) e realizados de acordo com as orientacdes dos principios
éticos em experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo (COBEA).

2.1.Peixes e condicdes experimentais

As condigbes experimentais foram descritas detalhadamente no Capitulo 2 da
presente tese. Resumidamente, no experimento 1, foram utilizados 120 juvenis de
pacu (143,04 + 49,23¢), estocados em 12 aquarios experimentais com volume Uutil
de 150L (10 peixes aquario™”), e entdo submetidos a um periodo de aclimatagao
de uma semana as condicbes experimentais antes do inicio dos tratamentos.
Durante o periodo experimental, a temperatura da agua (26 + 1°C), pH (7,6 £ 0,1),
oxigénio dissolvido (> 5,0 mg L), aménia (175,8+ 43 mg L), nitrato (413 + 76 mg
L™ e nitrito (5,7 + 3,2 mg L") foram monitorados.

No experimento 2, foram utilizados 30 juvenis de pacu (346,77 + 25,829),
estocados em 3 aquarios experimentais de fibrocimento com volume util de 500 L
(10 peixes aquéario’) e entdo submetidos a um periodo de aclimatagdo (1
semana) as condicoes experimentais antes do inicio dos tratamentos. Durante o
periodo experimental, a temperatura da agua (30 £ 1°C), pH (7,8 £ 0,2), oxigénio
dissolvido (> 5,0 mg L"), aménia (167,3 + 70 mg L™), nitrato (122 + 22 mg L") e

nitrito (5,9 + 2,5 mg L") foram monitorados.
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2.2. Delineamento experimental e amostragem

Os peixes foram distribuidos em trés grupos: (1) Alimentados continuamente
por um periodo de 21 dias (Controle); (2) Privagao alimentar por um periodo de 21
dias (Jejum); e (3) Privacado alimentar de 21 dias seguida de realimentacao por
um periodo de 7 dias (Realimentado). Os peixes dos tratamentos controle e
realimentados foram alimentados com dieta comercial formulada para espécies
onivoras, em uma frequéncia de duas vezes ao dia (9:00 e 17:00), até a
saciedade aparente. Ao término do periodo experimental, 10 peixes de cada
tratamento foram sacrificados (benzocaina 0,4 g L") para remogdo imediata do
figado, sendo o 6rgdo embalado em papel aluminio, previamente identificado,
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -70°C até o momento da
extracdo do RNA.

2.3.Procedimentos especificos
Extracao, quantificacdo e avaliagcdo da qualidade do RNA total

As extracoes de RNA total das amostras de figado foram realizadas utilizando
o kit RNeasy Mini Kit® (Qiagen), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
Aproximadamente 50 mg do tecido foi pulverizado em almofariz contendo
nitrogénio liquido. Apés maceragdo, as aliquotas foram transferidas para tubos
estéreis de 1,5 mL, congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente mantidas
em freezer -70°C até o inicio da extracdo de RNA. O protocolo em questao sofreu
apenas uma modificacdo, que consistiu na adicdo de um tratamento com DNase,
para eliminar os fragmentos de DNA, entre as duas lavagens que antecedem a
eluicdo do RNA presente na coluna ceramica. Para tanto, a coluna foi incubada
por 30 minutos a 37°C com uma solucdo composta por 5 uL da enzima RQ1 —
“RNase-free” DNase (Prodimol®, 1U pL"), 8 pL de 10x “Reaction buffer”
(Prodimol®) e 67 uL de agua DEPC (0,1% de dietilpirocarbonato).

A concentracdo e a pureza das amostras de RNA foram determinadas
mediante leitura em fluorimetro Qubit® (Life Technologies). As mesmas amostras
foram utilizadas para quantificacado de DNA e proteinas, para avaliagcdo de pureza
da extragéo.
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A integridade do RNA foi avaliada pela razdo entre as intensidades das
bandas 28S e 18S, determinadas por eletroforese microfluidica (tecnologia Lab-
on-a-chip), com deteccdo de fluorescéncia induzida a laser, utilizando-se o

equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Genes referéncia para PCR em tempo real

Os genes escolhidos como candidatos a genes referéncia foram GAPDH
(Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase), ACTB (B-actina), EEF1-A (Fator de
alongamento embrionario 1-alfa) e ACOX3 (Acil-CoA oxidase 3). Para selecionar
um gene ou a combinacado de genes de referéncia adequados, a estabilidade de
expressdao foi analisada estatisticamente com trés softwares: geNorm (http:
//medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), Normfinder (http://moma.dk/norminder-
software) e pelo método de modelos lineares mistos proposto por Steibel et al.
(2009). Para as analises no geNorm e Normfinder, os valores de ciclo de
quantificagao (Cq) foram transformados em quantidades relativas - o formato de
entrada de dados necessario. O nivel maximo de expressdao (menor valor de Cq)
de cada um dos genes foi utilizado como controle e ajustado para o valor de 1. Os
niveis de expressao relativa foram entdo calculados a partir dos valores de Cq
utilizando a férmula: 2 “2°¥ (ACq = valor correspondente de Cq — valor minimo de
Cq). Os dados obtidos foram analisados adicionalmente com geNorm e
Normfinder. As analises de modelos lineares mistos, baseada na avaliacdo das
variancias residuais e das repeticdes dos genes ou suas combinagdes, foram
realizadas por meio do procedimento PROC MIXED do SAS (INSTITUTE, 2011).
Para o ranking consenso de todos os candidatos a genes de referéncia, as
médias geométricas dos rankings das trés andlises foram calculadas.

Os estudos de expressao génica para validacao dos genes de referéncia foram
realizados a partir dos dados de 10 réplicas bioldégicas de cada tratamento. Os
valores relativos e normalizados foram calculados manualmente em Microsoft
Excel, a partir dos valores de ciclo de quantificacdo (Cq), importados do software
RQ Manager 1.2.1 (Applied Biosystems). Os valores de Cq foram analisados pelo
método 2-AACt (Livark e Schmittgen, 2001). Os dados de expressdao foram

importados para o software GraphPad Prism v6 (GraphPad Software, Inc.).
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Reacao de transcricao reversa e PCR quantitativo em tempo real

A sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) por transcricao
reversa (RT) foi realizada utilizando-se o Kit comercial First Strand cDNA
Synthesis Kit® (Thermo Scientific, USA), a partir de 3,0 ug de RNA total de figado
e utilizando-se oligo(dT) como iniciador. Para tanto, foram adicionados em um
microtubo especifico para rea¢des de PCR, 3 ug de RNA total, 1 puL de oligo (dT)
18 (100 pM), e agua tratada com DEPC, para um volume final de 11 pL.

A reacao de sintese do cDNA em termociclador (Applied Biosystems Veriti 96
Well Thermal Cycler), compreendeu uma desnaturagao inicial de 65°C por 5
minutos, seguida de anelamento dos iniciadores a 20°C por 5 minutos.
Posteriormente, as amostras foram mantidas no gelo, adicionando-se a cada
reacdo um mix composto por 4 pL de 5X Reaction Buffer, 1 yL de RibolLock
RNase Inhibitor (20u uL™"), 2 uL de dNTP Mix (10 mM) e 2 uL de M-MuLV Reverse
Transcriptase (20u pl™"). A reagdo prosseguiu com a extensio da fita a 37°C por

60 minutos, seguida de inativacao da enzima a 70°C por 5 minutos.

Posteriormente a sintese do cDNA, as fitas molde de RNA foram removidas
por meio de digestdo com a enzima Ribonuclease H (1U), por 22 minutos a 37 °C.
A segquir, adicionou-se a cada amostra, 1 uyL de EDTA (5M, pH 8,0) e 3 pL de
agua milli-Q autoclavada, seguindo-se de rapida centrifugacdo. As amostras
foram transferidas para tubos estéreis de 1,5 mL devidamente identificados. Para
iniciar o processo de precipitacdo do cDNA, adicionou-se por reagao 25 uL de
agua milli-Q autoclavada, 5 yL de acetato de sédio (3M; pH 5,2) e 125 uL de
alcool etilico absoluto gelado. Apds a mistura, os tubos foram mantidos em
freezer a -20°C overnight (12 horas). No dia seguinte, as amostras foram
submetidas a centrifugacao por 20 minutos, a 4°C, a 16000 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de alcool etilico 70% gelado. As
amostras foram novamente submetidas a centrifugacdo por 6 minutos, a 4°C, a
16000 g, descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi seco em bomba a
vacuo por 10 minutos e ressuspendido em 30 uL de agua milli-Q autoclavada. Os
cDNAs foram quantificados em espectrofotdbmetro (ND-1000 NanoDrop
Technologies), e armazenados em freezer a -20°C para posterior realizacao do

PCR em tempo real.
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Amplificacdo por PCR dos fragmentos especificos para os genes estudados

Para a confirmacdo da cobertura e fidelidade dos iniciadores utilizados, as
amostras de cDNA foram amplificadas pela reagdo de polimerase em cadeia
(PCR). Para cada reacao, utilizaram-se 50ng de cDNA, tampéao (10mM Tris-HCI,
50mM KCI), 0,2mM de cada dNTP, 1,5mM de MgCl,, 66 ng de cada
oligonucleotideo iniciador, 1,0 U de Taq DNA polimerase e agua ultra-pura para
um volume final de 20 pL. A reacdo de PCR foi realizada utilizando a seguinte
sequéncia de termo-ciclos: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
T°C de annealing especifica para cada primer (IGF-1, 50°C; HSP70, 55 °C;
HSP90, GAPDH, ACTB e EF1-a, 52°C) por 40 segundos, 72°C por 1:30 minutos e
72°C por 7 minutos. Os iniciadores utilizados nas reagbes de PCR foram
elaborados com base nas sequéncias de nucleotideos de outras espécies de
peixes depositadas no Genbank, em regides de alta conservacao interespécies,
utilizando-se o software “Genamics Expression 1.1” (Tabela 1). A especificidade
desses iniciadores foi avaliada in silico, utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Os amplicons gerados foram confirmados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, diluido em tampao TAE 1x (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM; pH 8,0). Foram
aplicados a cada pogo do gel, 5 uL de produto de PCR, 1uL de tampéao de corrida
(10mM Tris-HCI, 60mM EDTA, 0,03% azul de bromofenol, 0,03% xileno cianol,
60% glicerol) e 0,5 yL de GelRedTM (Biotium) 20X. A corrida foi realizada
seguindo as recomendagdes de Sambrook et al. (2001).
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Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na reacao de PCR, descrigdo e tamanho do amplicon (pb).

Sequéncia dos

N° acesso oligonucleotideos (5'—3'), Tamanho do
Gene Descricao do gene Genbank Espécie F/R amplicon (pb)
fator de crescimento NM_001123623.1 Salmo salar GGTCATTTCTTTCAGTGGCAT 506
IGF-1 semelhante a insulina tipo 1 / CTTCCCCCTGTGTTTCCT
proteina de choque térmico NM_001124745.1 Oncorhynchus mykiss =~ ATCCCCAAGGTCCAGAAGC / 475
HSP70 70 TCTTGTTCTCTTTGCCCGTG
proteina de choque térmico NM_131310.3 Danio rerio CTGAGACCTTTGCCTTCC/ 802
HSP90 90 TGGTCGATGTACTTCTCCTC
NM_001124246.1 Oncorhynchus mykiss =~ CGGTCGTTACAAAGGTGAGG 731
T/
gliceraldeido 3 fosfato CAAAGATGGAGGAGTGGGTG
GAPDH  desidrogenase T
NM_001124235.1 Oncorhynchus mykiss ~ CCTTCAACACCCCTGCCAT/ 451
ACTB  B-actina citoplasmatica TCGTGGATACCGCAAGACTC
Fator de alongamento NM_001279647.1 Oreochromis niloticus ~ TCGTTGCTGCTGGTGTTGG / 660
EEF1-A  embrionario 1-alfa TGGGTGGGTCGTTCTTGCC
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Clonagem dos genes alvo e enddgenos utilizados no estudo

Os fragmentos dos genes amplificados por PCR foram clonados utilizando
o kit comercial TOPO TA® (Invitrogen), especifico para clonagem de produtos de

PCR, seguindo as instrucdes do fabricante.

Uma aliquota de 3uL do produto de PCR foi adicionada a 1 puL de Salt
Solution e 1 pL de agua ultra-pura. Apés homogeneizagdo, 1 pL do vetor
TOPQOTA foi adicionado a mistura, e a mesma incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente para a inser¢cdo dos fragmentos nos vetores. Apds a
insercdo, 3 uL da reacao de ligacao foram adicionados a células quimicamente
competentes de E. coli DH10B, a solucao incubada no gelo por 30 minutos, e um
choque térmico provocado colocando os tubos em banho-maria a 42°C por 45
segundos, inserindo assim o plasmideo na célula competente. Para recuperagéao
e multiplicagcdo das células transformadas, foi adicionado 1 mL de meio SOC, e os
tubos incubados a 37°C, com agitagao constante de 220 rpm durante 90 minutos.

Placas de petri foram preparadas com meio de cultura 2xTY (1,2% de
agar), acrescido de 50 pg mL™ do antibiético canamicina. Apés solidificacdo do
meio, 40uL de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) e 25 uL
de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) foram espalhados sobre 0 meio
com o auxilio de uma alga de Drigalski esterilizada, com o objetivo de identificar
as colbnias de bactérias que continham o inserto ligado ao vetor plasmideo. Ap6s
secagem da solucado IPTG/X-GAL, 200 pyL das células transformadas cultivadas
em meio SOC foram aplicados nas placas de petri com o auxilio de uma alca de

Drigalski, e as placas incubadas a 37°C durante 16 horas.

Cultivo de clones bacterianos e extragdo de DNA plasmidial

Uma colbnia positiva e isolada de cada placa foi coletada com o auxilio de
palitos de madeira esterilizados por autoclavagem e transferida para um tubo
contendo meio de cultura 2xTY, acrescido de 50 pg mL' do antibiético
canamicina. O meio foi incubado sob agitacdo constante (220 rpm), a 37°C,
durante 16 horas.
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O DNA plasmidial dos clones foi extraido utilizando-se o kit comercial
QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) seguindo protocolo recomendado pelo
fabricante. A concentracdo de DNA nas amostras foi mensurada
espectrofotometricamente através do aparelho NanoDrop® (Thermo Fisher
Scientific), e as amostras diluidas para uma solugéo de concentragdo 100 ng pL™,

a qual foi encaminhada para sequenciamento.

Sequenciamento dos clones e comprovacao da especificidade dos iniciadores

Os plasmideos contendo os insertos de interesse foram amplificados com a
enzima Taq DNA Polimerase (Thermo Scientific) conforme as recomendagbes do
fabricante, utilizando o conjunto de oligonucleotideos iniciadores M13, especificos
para a regiao do vetor TOPOTA® que flanqueia o inserto. O sequenciamento foi
realizado em aparelho ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram visualizadas e manipuladas no programa
Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation). Primeiramente, as por¢des iniciais e
finais das sequéncias foram trimadas, mantendo apenas a porcao de alta
qualidade. Apoés limpeza das sequéncias, foi realizado alinhamento das fitas
forward e reverse de dois clones de cada conjunto de iniciadores, respeitando um
minimo de 85% de correspondéncia entre as sequéncias e sobreposicdo minima
de 20%. A posicao do alinhamento foi guardada e as sequéncias visualizadas no
programa Chromas 1.45 (Giriffith University, Australia). A localizacdo exata dos
iniciadores foi encontrada, uma sequéncia no formato fasta exportada e o inserto
do produto de PCR selecionado. Utilizando a ferramenta BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento clonado foi comparado com
as sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/),
admitindo-se identidade de no minimo 95% para confirmacao da especificidade
da sequéncia.

Reacébes de PCR em tempo real

As reacbdes de gPCR utilizaram o reagente Kapa Sybr® FAST gPCR kit
Master Mix (2x) Universal e foram realizadas em aparelho ABI 7900HT Real-Time

PCR System (Applied Biosystems), de acordo com protocolo descrito por
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Coussens et al. (2003). Os iniciadores utilizados nas reacées de gPCR foram
elaborados com base nas sequéncias de nucleotideos dos genes para pacu
obtidos no presente estudo, utilizando-se o software Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems) (Tabela 2). A especificidade desses iniciadores foi avaliada in silico,
utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

2.4. Analise estatistica

As andlises de expressdo génica para validacdo dos genes de referéncia
foram realizadas utilizando-se o0 método one way ANOVA, com efeito fixo de
tratamento, sendo incluido o bloco de andlises como efeito aleatério (repeti¢ao).
Para as comparagdes dos tratamentos com o controle utilizou-se o teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%. A analise estatistica seguiu 0 modelo:

Yi=u+ Rep + Trt + e;

Em que:

Yj; é a observacao referente ao bloco i e tratamento j;

U € a média geral do experimento (efeito fixo);

Rep; é o efeito aleatorio do bloco i;

Trt € o efeito do tratamento j; efeito fixo, com 3 niveis de tratamento;

ejj € 0 erro experimental.
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Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacao de gPCR, descricdo e tamanho do amplicon (pb).

Gene Descricéo do gene Sequéncia dos oligonucleotideos (5'—3'), FFR Tamanho do amplicon (pb)
IGF-1  fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 TTCAGCAAGCCAACAGGTTATG/ 61
CCACGATGCCACGGTTGT
HSP70 proteina de choque térmico 70 CAGCATTTGTGACGATCTTTCC/ 62
GGTGCTCACCAAAATGAAGGA
HSP90 proteina de choque térmico 90 GAAAGGACCTGAAGATTGACATCAT / 80
GGTCATGCCGATTCCAGTGT
GAPDH gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase ATGCCTCTTGCACTACCAACTG / 74
GCCCTCAATGATGCCAAATT
ACTB B-actina citoplasmatica CTTGATGTCACGGACAATTTCC/ 65
TCCTGACCGAGAGAGGCTACA
EEF1A fator de alongamento embrionario 1-alfa CGCTGACTTCCTTGGTGATCTC/ 58
TCCACCGAGCCCCCTTAC
ACOX3 acil-CoA oxidase 3 GCACAAACAGCAGGGTAAAGG / 79

CAGAATCCTGTTCCAGTCATCCA
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3. Resultados

3.1.Clonagem e caracterizacao das sequéncias parciais dos genes de
pacu utilizados no estudo

As informagbes que caracterizam os cDNAs que foram clonados e
sequenciados para se desenhar os iniciadores utilizados no estudo de expressao

génica por PCR em tempo real (QPCR), sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagdo dos cDNAs clonados e sequenciados.

cDNA Numero de Similaridade No acesso Valorde Identidade
bases e (%)
IGF-1 414 Astyanax mexicanus XP007241889.1 6°%° 87
HSP70 475 Carassius carassius AEQ29955.1 1876 98
HSP90 800 Amphiprion ocellaris BAK20463.1 18133 96
GAPDH 711 Misgurnus anquillicaudatus ~ BAF43305.1 9164 96
ACTB 325 Odontesthes hatcheri ABF47513.1 8o 100
EEF1-A 598 Astyanax mexicanus XP007245773.1 9142 100
ACOX3 410 Astyanax mexicanus XP007248073.1 o84 94

Parametros da pesquisa: Blastx; banco de dados de sequéncias proteicas ndo redundantes (nr);
organismo: teledsteos (Taxid:7898). Data: 14/04/2015.

De acordo com dados apresentados, verificou-se que 40% dos cDNAS
clonados do pacu apresentou maior similaridade com sequéncias de Astyanax
mexicanus, que, a semelhanca do pacu, pertence a ordem dos Characiformes. E
importante salientar que os outros 60% também apresentaram alto grau de
semelhanca com sequéncias de espécies taxonomicamente relacionadas a esta
ordem. Todos os transcritos clonados neste estudo apresentaram elevado grau de
identidade de aminoéacidos (acima de 87%) com as sequéncias depositadas no
Genbank.

3.2. Perfis de expressao dos genes de referéncia

Os valores de ciclo de quantificacdo (Cq) obtidos a partir dos dois ensaios de
gPCR foram extraidos do programa RQ Manager 1.2.1 (Applied Biosystems) e
representados em graficos de caixa (boxplot), conforme demonstrado nas
Figuras 1 e 2, respectivamente. No caso do experimento 1, verificou-se uma
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expressao elevada dos genes EEF1-A e GAPDH (menores valores de Cq) (Figura

1). Para o experimento 2, verificou-se maiores taxas de expressao para 0s genes
ACTB e GAPDH (Figura 2).
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Figura 1. Variagdo dos valores de ciclo de quantificacdo (Cq) dos genes candidatos a genes de
referéncia em amostras de RNAm de figado de pacus, para o experimento 1 (n=10). Os valores
correspondem as médias dos Cts do qPCR. As caixas representam os percentis 25% e 75%,
enquanto as barras representam o desvio padrdo da média.
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Figura 2. Variagao dos valores de ciclo de quantificacdo (Cq) dos genes candidatos a genes de
referéncia em amostras de RNAm de figado de pacus, para o experimento 2 (n=10). Os valores
correspondem as médias dos Cgs do qPCR. As caixas representam os percentis 25% e 75%,
enquanto as barras representam o desvio padrdo da média.

3.3. Classificacao de genes de referéncia de acordo com a estabilidade
de expressao

O software geNorm (Vandesompele et al., 2002) fornece uma classificacao dos
genes testados baseada na sua estabilidade de expressao (M), que consiste na
variagdo média pareada de um determinado gene com todos 0s outros genes de
controle. Valores de M inferiores a 0,5 séo tipicamente observados para genes
expressos de maneira estavel (Hellemans et al., 2007). As médias de estabilidade
de expressao (M) para os genes de referéncia estudados nos experimentos 1 e 2
sdo apresentados nas figuras 3 e 4, respectivamente. Observou-se que as
combinacdes de genes mais estaveis expressos no figado de pacus foram: ACTB,
GAPDH e ACOX3 e EEF1-A, ACTB e ACOX3, no experimento 1, e ACTB e
GAPDH e ACTB,GAPDH e ACOX, no experimento 2.
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Figura 3. Médias das estabilidades de expressdo (M) dos candidatos a genes de

calculados pelo geNorm, para o experimento 1.
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Figura 4. Médias das estabilidades de expressao (M) dos candidatos a genes de referéncia

calculados pelo geNorm, para o experimento 2.
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O Normfinder (Andersen et al., 2004) emprega uma abordagem baseada em
um modelo que, além da variagdo dos niveis de expressdo, também leva em
consideracao as variacdes intra- e intergrupos dos genes candidatos a avaliacéo
da estabilidade de expressdo. Utilizando este algoritmo, verificou-se que o
agrupamento de todos os genes: ACTB, GAPDH, EEF1-A e ACOX3 (Tabela 4) e
ACTB, GAPDH e ACOX3 (Tabela 5) apresentaram maior estabilidade, para o

experimento 1 e 2, respectivamente.

Apesar dos softwares geNorm e Normfinder serem extensivamente utilizados
em analises de quantificacao relativa dos dados de qPCR, estes algoritmos néo
apresentam flexibilidade e propriedades estatisticas para a realizagdo de
inferéncias validas em diversas situacoes experimentais. Neste sentido, Steibel et
al. (2009) apresentaram um novo método para analises destes dados, que
consiste na andlise dos valores de Cq para os genes alvo e referéncia, utilizando
a metodologia de modelos lineares mistos. De acordo com os autores, este
método possui maior precisao e flexibilidade estatistica, sendo especialmente Util
em estudos envolvendo multiplos fatores ambientais e delineamentos

experimentais complexos.

As combinagdes de genes-referéncia de maior estabilidade, de acordo com o
método de modelo linear misto foram ACTB, GAPDH, EEF1-A e ACOX3, no
experimento 1 (Tabela 4), e ACTB, GAPDH e ACOX3 no experimento 2 (Tabela
5). A comparacdo dos dados resumidos, apresentados nas Tabelas 4 e 5,
mostram que os resultados fornecidos pelo geNorm, Normfinder e a metodologia
de modelo linear misto apresentaram algumas diferencas na classificacdo dos
genes, mas um consenso pbéde ser obtido. A combinacdo mais adequada de
genes de referéncia para normalizacao no experimento 1 foi a combinagao ACTB,
GAPDH, EEF1-A e ACOXS3, e a combinacdo ACTB, GAPDH e ACOX3 para o
experimento 2. Neste ponto é importante salientar que os genes ACTB e GAPDH,
frequentemente utilizados individualmente como genes de controle interno,
apresentaram as piores classificacdes, independente do experimento, sugerindo
que estes genes podem ser inadequados em determinados estudos de

expressao.
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2 Tabela 4. Classificacdo dos genes candidatos a genes de referéncia, de acordo com seu valor de estabilidade utilizando geNorm,
3 Normfinder e o modelo linear misto (Experimento 1).

Experimento 1

Modelo linear misto_termo de erro Genorm Normfinder Consenso
_ ValordeP Vrep Vres RankVres Rank Vres+ValordeP VE Rank VE Rank Rank Rank Valor de P
0,2775 ns 0,00 0,09 13 6 0,18 9 0,22 8 9 5
0,2892 ns 0,01 0,05 4 1 011 4 0,04 1 1 1
<0001 * 0,00 0,12 15 — 029 14 0,54 12 13 —
0,0008 * 0,00 0,09 12 = 0,26 13 0,33 9 11 =
0,0266 * 0,01 0,05 2 - 0,0 3 0,12 6 2 -
0,1226 ns 0,01 0,05 5 2 008 1 0,10 3 1 1
40 <o001 * 0,02 0,09 14 - 022 11 035 10 12 -
0,08 ns 0,01 0,07 9 3 015 7 012 6 7 4
0,055 ns 0,01 0,07 11 5 009 2 0,11 5 6 3
0,1837 ns 0,01 0,07 10 4 008 1 010 4 5 2
0,0444 * 0,01 0,05 6 = 012 5 0,04 2 4 =
<0001 * 0,01 0,06 8 — 0,20 10 0,33 9 8 -
0,0018 * 0,01 0,05 3 = 016 8 0,17 7 6 =
m <,0001 * 0,00 0,06 7 - 024 12 035 11 10 -
0,0402 * 0,01 0,04 1 - 014 6 0,11 5 3 -

Vrep = Variancia das repeticoes;

Vres = Variancia do residuo (Termo do erro experimental);

Rank Vres = Classificagdo com base na variancia do residuo;

Rank Vres+Valor de P = Classificagdo com base na variancia do residuo, excluindo-se os normalizadores com diferenca significativa entre tratamentos;
VE = Valor de estabilidade, sendo que a maior estabilidade é indicada pelos menores valores de VE.
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2 Tabela 5. Classificacdo dos genes candidatos a genes de referéncia, de acordo com seu valor de estabilidade utilizando geNorm,
3 Normfinder e o modelo linear misto (Experimento 2).

Experimento 2

Modelo linear misto_termo de erro Genorm Normfinder Consenso
m ValordeP Vrep Vres RankVres Rank Vres+Valor de P VE Rank VE Rank Rank  Rank_Pvalue
0,1205 ns 0,00 0,24 1 1 0,18 3 020 5 3 3
0,0931 ns 0,04 0,26 3 3 010 1 005 1 1 1
0,0013 * 0,01 0,35 7 - 028 6 042 7 6 -
0,0146 * 0,01 0,27 4 = 0,13 2 012 3 3 =
0,0668 ns 0,06 0,29 5 010 1 005 2 2 2
PDELLERE 06542 ns 011 031 6 023 5 030 6 5 5
0,3431 ns 0,05 0,26 2 2 020 4 019 4 4 4

Vrep = Variancia das repeticdes;

Vres = Varidncia do residuo; (Termo do erro experimental);

Rank Vres = Classificagdo com base na variancia do residuo;

Rank Vres+Valor de P = Classificagdo com base na variancia do residuo, excluindo-se os normalizadores com diferenca significativa entre tratamentos;
VE = Valor de estabilidade, sendo que a maior estabilidade é indicada pelos menores valores de VE.
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3.4. Validacao dos genes de referéncia e quantificacao relativa em tempo
real dos genes alvo

Para investigar o desempenho dos genes de referéncia selecionados, e 0s
mecanismos envolvidos na privacdo alimentar prolongada, os niveis de
transcricdo de trés genes-alvo (IGF-1, HSP70 e HSP90) foram mensurados em
dois ensaios, e em trés diferentes condigdes experimentais: animais
continuamente alimentados (Controle), submetidos a um periodo de jejum por 21
dias (Jejum) e em jejum por 21 dias e realimentados durante 7 dias
(Realimentado). Para isso foram utilizadas as combinagbes de genes mais
estaveis e os genes de referéncia de menor estabilidade, de acordo com sua

classificacdo consenso (Tabelas 4 e 5).

Os efeitos da normalizagéo utilizando a melhor combinac¢ao de genes e o pior
gene de referéncia individual, no experimento 1, sdo apresentados na Figura 5.
Nao foram verificadas diferencas estatisticas entre a normalizagdo utilizando a
combinacdo GAPDH, ACTB, ACOX3 e EEF1-A ou somente ACTB, para os
genes-alvo IGF-1 e HSP90, embora as magnitudes das diferengas tenham se
apresentado de maneira distinta. Entretanto, para a HSP70, a utilizacdo de um
unico gene de referéncia (ACTB) como normalizador dos dados de expressao
promoveu uma interpretacao diferente dos resultados, quando comparada com a
normalizacao utilizando a combinagédo de genes com maior estabilidade.
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Figura 5. Efeitos da normalizacao na expressdao de RNAm de IGF-1, HSP70 e HSP90 no figado
de pacus (Experimento 1). Os dados sao expressos como fold-change em relagdo ao tratamento
controle. As barras de erro correspondem aos valores de AACq. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas (p<0,05), pelo teste de Tukey.

Os efeitos da normalizacdo nos dados de expressdao de RNAm no figado de
pacu, referentes ao experimento 2, sdo apresentados na Figura 6. Neste caso,
nao foram observadas diferencas nos perfis de expressao entre a normalizacao
com a combinacao de melhor estabilidade (ACTB, GAPDH e ACOX3) em relagéao
a um dos genes individuais de menor estabilidade (GAPDH), embora as

magnitudes das diferengas tenham sido diferentes.
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Figura 6. Efeitos da normalizacao na expressdao de RNAm de IGF-1, HSP70 e HSP90 no figado
de pacus (Experimento 2). Os dados sao expressos como fold-change em relagdo ao tratamento
controle. As barras de erro correspondem aos valores de AACq. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas (p<0,05), pelo teste de Tukey.

4. Discussao

No presente trabalho, foram clonados, sequenciados e caracterizados sete
transcritos isolados do figado de pacu (Tabela 3), seis dos quais correspondem a
transcritos que ainda nao tinham sido previamente caracterizados para esta
espécie. Destas, duas correspondem a proteinas de choque térmico (HSP70 e
HSP90), duas sequéncias parciais de enzimas participantes do metabolismo
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(ACOX3 e GAPDH), uma sequéncia parcial da proteina filamentosa B-actina
(ACTB) e uma do fator de elongacédo de sintese proteica (EEF1-A). A sétima
sequéncia corresponde a um fragmento de 414 pares de bases que cobre a maior
parte da sequéncia de aminoacidos do peptideo maduro do IGF-1 de peixes.

Em qualquer ensaio de quantificagdo relativa em qPCR, o propésito da
normalizacdo consiste em remover as diferencas de amostragem, tais como
quantidade e integridade do RNA, com a finalidade de identificar as variagdes
especificas reais dos genes avaliados (Matouskova” et al., 2014). No caso dos
genes de controle interno, essa variagdo deve ser minima ou nula. A identificacdo
e escolha de genes enddgenos adequados € um passo crucial em anélises de
expressao génica, uma vez que a utilizacdo de um gene instavel para a

normalizagdo pode resultar em conclusdes equivocadas (Yang et al., 2014).

Embora o pacu, uma espécie nativa de grande interesse comercial, venha
sendo utilizado em uma quantidade expressiva de estudos de expressao génica
(Almeida et al., 2008; Almeida et al., 2010, Leitdo et al., 2011, Paula et al., 2014),
a existéncia de sequéncias de nucleotideos caracterizadas disponiveis de genes
endogenos para esta espécie sao escassas. Almeida et al. (2008) utilizaram o
18S RNAr para a normalizacao em estudo de expressao dos fatores regulatérios
miogénicos (MRFs). Este mesmo gene foi utilizado como normalizador em estudo
posterior de estratégias alimentares na fase larval de pacus realizado por Leitdo
et al. (2011). Os RNAs ribossomais, como o 18S, sdo genes de controle bastante
comuns em estudos de expressao génica, pois sdo abundantes e necessarios em
qualquer tipo de célula (Matouskova“ et al., 2014). No entanto, uma vez que o 18S
RNAr ndo € um RNAm, a dindmica de degradacao pode nao ocorrer de maneira
semelhante, indicando que este pode ndo ser um gene de controle interno ideal
em determinados estudos de expressao génica (Solanas et al., 2001; Olsvik et al.,
2005).

Mais recentemente, Paula et al. (2014) utilizaram a B-actina citoplasmatica
como gene de controle interno para avaliacdo do perfil de expressdo de RNAm de
MRFs em pacus, cultivados sob diferentes temperaturas. O RNAm de ACTB é
expresso ubiguamente nas células e tecidos animais, e utilizado frequentemente
como um gene de referéncia em estudos com peixes (Ayson et al., 2007; Sinha et
al., 2012; Sanchez-Gurmaches et al., 2013; Pujante et al,, 2015). Porém, sua
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expressao pode variar de acordo com o tipo de tecido e o estado fisiolégico do
animal, e em determinadas condigdes experimentais, nao € considerado um gene

de referéncia quantitativo estavel (Toegel et al., 2007; Small et al., 2008).

Com base nas analises dos genes de referéncia avaliados no presente estudo
para a quantificacdo de RNAm, utilizando trés programas estatisticos, a
combinacdo com um maior numero de genes: ACTB, GAPDH, EEF1-A e ACOXa3,
no caso do experimento 1, e ACTB, GAPDH e ACOX3, no experimento 2,
apresentaram uma melhor estabilidade (Tabelas 4 e 5, respectivamente). A
utilizacdo de um maior numero de genes de referéncia no processo de
normalizagdo dos dados pode aumentar a confiabilidade de um estudo, e diversos
autores sugerem que o numero minimo a ser utilizado neste processo seja de

dois genes-referéncia (Vandesompele et al., 2002; Matouskova“ et al., 2014).

Em ambos os experimentos, a utilizacao individual de ACTB ou GAPDH como
genes de controle interno, apresentaram os piores valores de estabilidade. Em
condicoes de estresse, como de jejum prolongado, os niveis de expressdao de
genes participantes de processos metabdlicos, como o GAPDH, podem sofrer
flutuacdes. Corroborando os resultados obtidos no presente estudo, Small et al.
(2008) verificaram que o RNAm de GAPDH e ACTB foram expressos
diferencialmente no figado de juvenis de bagre do canal (/ctalurus punctatus)
submetidos ao jejum, e quando o GAPDH foi utilizado para normalizacao dos
dados, ocasionou uma interpretacao errénea dos resultados. No presente estudo,
a utilizacdo de ACTB como gene de normalizagcao ocasionou uma interpretacao

diferente em relacao aos perfis de expressdao de HSP70.

O sistema GH/IGF-1 possui papel importante na regulacdo metabdlica em
peixes tele6steos, e as alteracobes no estado nutricional podem afetar
profundamente diversos dos componentes deste sistema (Duan, 2002). A
habilidade do tecido hepatico em responder ao GH circulante sofre a modulacao
do estado nutricional, sendo que em peixes submetidos ao jejum esse tecido se
torna resistente a sinalizagdo, devido a elevacao dos niveis de GH plasmaticos
(Gray et al., 1992).

Diversos relatos tém reportado uma correlacdo positiva entre os niveis

hepaticos de RNAm de IGF-1 e as concentracbes plasmaticas deste horménio,
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sugerindo que a expressdao de RNAm no figado poderia ser utilizada como um
indice para avaliacdo do crescimento em peixes (Beckman, 2011). A maioria dos
trabalhos tém demonstrado que a resposta tipica de peixes submetidos a privagéao
alimentar consiste na reducao dos niveis plasmaticos e de RNAm hepatico de
IGF-1 (Gabillard et al., 2006; Pierce et al., 2005; Picha et al., 2008a,b). Contudo,
existem relatos de relacdes discordantes entre os niveis hepaticos de RNAm e os
niveis circulantes de IGF-1 (Picha et al., 2006), ou mesmo a inexisténcia de
qualquer relagdo entre essas duas variaveis (Uchida et al.,, 2003). No presente
estudo, observou-se aumento significativo dos niveis de RNAm no figado de
pacus em jejum, em ambos 0s ensaios. Este comportamento ja foi previamente
reportado em algumas espécies, como Siganus guttatus, entre o terceiro e o0 sexto
dia de jejum (Ayson et al., 2007) e Seriola quinqueradiata, entre o terceiro € nono
dia de privacao de alimento (Pedroso et al., 2009). Ao final do periodo de jejum
(21 dias) os niveis hepaticos de RNAm de IGF-1 foram elevados em relacdo ao
grupo continuamente alimentado, em ambos o0s experimentos. Entretanto,
verificou-se que a magnitude destas diferencas foi mais acentuada nos peixes
maiores, sugerindo uma relacdo do tamanho corporal com a quantidade de
transcritos desse gene.

Embora nao tenham sidos quantificados os niveis plasmaticos de GH ou a
capacidade de ligacao do seu receptor, 0 aumento dos niveis de RNAm hepaticos
observados neste estudo permitem levantar a hipétese de que o mecanismo
relacionado a resisténcia ao GH no tecido hepético de pacu ocorre de maneira
diferente de outras espécies de peixes. A constatacdo da existéncia de dois
subtipos de receptores de GH em alguns teledsteos (Jiao et al., 2006) e a
confirmacdo da participagdo ativa de um desses subtipos (GHR truncado) no
mecanismo de resisténcia ao GH, parecem ser determinantes no controle dos
mecanismos celulares GH-dependentes. Entretanto, a existéncia de mais de um
subtipo de receptor de GH ainda nao foi descrita para o pacu e outras espécies de
peixes, sugerindo que o mecanismo de resisténcia ao GH ocorre de maneira
diferente, o que poderia explicar os resultados contraditérios observados por
Ayson et al. (2007) e Pedroso et al. (2009), assim como no presente estudo.

A HSP70 é essencial na sintese proteica, translocacdo e dobramento e
desdobramento de proteinas (Kiang e Tsokos, 1998) e, portanto, € fundamental
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em periodos de rapido furnover proteico. No estudo, 21 dias de jejum
promoveram reducdo dos niveis de RNAm de HSP70 hepéatico em juvenis de
pacu. Esse comportamento inesperado de reducao dos niveis de HSP70 também
foi relatado por Han et al. (2012), em larvas de Acipenser transmontanus. O
aumento da citoprotecao, por meio do aumento da proteoxicidade, associada ao
aumento do catabolismo proteico, durante o jejum, tem sido sugerido como o
resultado do aumento dos niveis de HSPs observados em larvas de peixes
submetidas a privacao alimentar (Cara et al. 2005; Yengkokpam et al. 2008). Este
mecanismo pode explicar os menores numeros de transcritos de HSP70 e HSP90
observados nos animais em jejum, pois, de fato, ndo foi verificada mobilizacao de
proteinas estruturais no musculo ou figado de pacus mantidos em jejum ou
continuamente alimentados. Ainda, tais discrepancias podem ser associadas por
diferencas de respostas entre espécies, tecidos-alvo, condigcbes de cultivo,
duracao e intensidade da privacao alimentar.

Diversos estudos tém relatado que a utilizagao das HSPs como indicadores de
estresse nutricional em peixes parece ser limitada. Por exemplo, embora o
estresse por choque térmico tenha resultado em elevagao dos niveis de RNAm de
HSP70 e HSP90 nas branquias de larvas de salmao-do-atlantico (Salmo salar),
nenhuma alteracdo na expressado destes genes foi observada em outras formas
de estresse comuns na larvicultura desta espécie, como exposicao a anestesia,
formalina, hipdxia, hiperdxia, estresse por captura, densidade de estocagem e
privacao alimentar (Zarate e Bradley, 2003).

No presente estudo sdo apresentadas as primeiras comparacoes
experimentais para validacdo de genes de referéncia para a normalizacdo de
dados de expressao de RNAm em gPCR para o pacu. O uso combinado de trés
(ACTB, GAPDH e ACOX3), ou quatro (ACTB, GAPDH, EF1-a, ACOX3) genes
endogenos foi classificado como sendo o ideal para normalizacdo nas condi¢oes
experimentais propostas. Os dados apresentados evidenciam a necessidade da
avaliacdo da estabilidade de expressdo em diferentes condigdes experimentais.
Os genes de referéncia clonados, sequenciados e validados poderdao ser
utilizados em estudos futuros de expressao génica para esta espécie.
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