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Resumo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) possui importancia econémica na piscicultura
mundial. Com a finalidade de atender & demanda do mercado consumidor, foram
desenvolvidas varias linhagens com maior viabilidade econdmica, dentre elas a Chitralada,
gue possui rapido crescimento, e a Red Stirling, com filé de cor rosado, mais apreciado pelo
consumidor. Com o objetivo de combinar estas caracteristicas, foi desenvolvido um hibrido,
que apresentou heterose. A pesquisa genética em peixes mostrou a interferéncia direta e
indireta de varios genes no desempenho animal, principalmente os genes relacionados ao eixo
GH/IGF e a miostatina (MSTN). Além disso, uma classe de RNAs ndo-codificadores, 0s
microRNAs (miRNAs), possuem papel fundamental na regulacdo de varios pontos em vias
bioldgicas conhecidas, principalmente na modulacdo de genes codificadores de proteinas
relacionadas ao crescimento. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo génica
dos genes relacionados ao eixo GH/IGF e MSTN; determinar os miRNAs envolvidos e seus
alvos; e avaliar o conjunto de proteinas relacionando-as aos respectivos fendtipos. Amostras
bioldgicas foram coletadas das linhagens Chitralada e Red Stirling e do hibrido (7/8
Chitralada). Para a analise de expressdo génica por RT-gPCR, foram coletadas amostras de
cérebro, figado e masculo branco. Para a analise de miRNAs por RNA-seq, foram utilizados
pools das amostras de muasculo branco, assim como para a analise por ESI-g-TOF e shotgun.
Os genes relacionados ao eixo GH/IGF foram super expressos e a MSTN sub expressa no
hibrido em relacdo aos seus parentais. Os dados de expressdo dos miRNAs let-7, miR-122,
miR-194 e miR-219 corroboram com os dados de expressdo dos genes alvos.. Na comparagéo
entre os perfis de expressdao de miRNAs e proteinas, verificou-se que proteinas oriundas de
genes alvos de miRNAs sub expressos estavam altamente expressas sugerindo atividade
regulatéria. Conclui-se que existe uma acdo dos miRNAs em proteinas associadas as vias

metabdlicas relacionadas a heterose na tilapia do Nilo.



Abstract

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) has great economic importance in world fish farming. To
attend the commercial demand, several lines were developed, among them: Chitralada, with
fast growth, and Red Stirling, with red color fillet of pink, which is more appreciated by the
consumer. With the aim to combine the main characteristic of these lines, a crossbreed was
developed, which also showed heterosis. Although crossbreeding between lines, or species, is
a common breeding strategy for producing animals with heterosis, the molecular mechanisms
that affect gene expression and biological pathways to create this phenotype still understood.
Genetic research on fish showed the direct and indirect interference of several genes in animal
performance, especially genes related to the GH/IGF axis and myostatin (MSTN). In addition,
a class of non-coding RNAs, microRNAs (miRNASs), play a key role in regulating many
biologically known pathways, mainly growth-related. Therefore, this study aimed to evaluate
the GH/IGF axis genes expression and MSTN; determine the miRNAs involved and their
targets; and the protein involved in the heterosis fenotype. Morphometric parameters, such as
weight and length, were collected from the 4th to the 6th month of life. Biological samples
were also collected from the Chitralada and Red Stirling, and their crossbreed (7/8
Chitralada). For the analysis of gene expression by RT-gPCR, brain, liver and white muscle
samples were collected, ; for miRNA analysis, samples of white muscle were used, as well as
ESI-q-TOF and shotgun GH/IGF axis genes were sup-regulated and the MSTN down-
regulated in crossbreed in relation to their parents. Analysis of the miRNAs showed that let-7,
miR-122, miR-194 and miR-219 in the crossbreed are associated with the gPCR data.
Regarding the comparison of the miRNAs and with the proteins, several miRNAs showed to
be sub expressed and consequently there was increase in the expression of the proteins that
have targets of these miRNAs in their genes. We conclude that there is an action of miRNAs
on proteins associated with the metabolic pathways and may be responsible for heterosis in

Nile tilapia.
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TOF - tempo de flutuacdo (time of flight);

1. Introducao

1.1. Tilapia do Nilo: caracterizacao das linhagens investigadas

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e suas variedades pertencentes ao grupo dos
ciclideos africanos sdo considerados excelentes modelos experimentais para estudos em
diversas areas da genética (Wang et al., 2007; Cnaani et al., 2008; Poletto et al., 2010). A
facilidade adaptativa da O. niloticus permite sua manipulacdo por diversas técnicas, como a
inversdo sexual através da administracdo de esterdides sexuais e a producdo de linhagens
transgénicas (Maclean et al., 2002). Outras caracteristicas como fertilizacdo externa e alta
fecundidade tornam essa espécie particularmente adequada como organismo modelo para
analises experimentais comparativas com diversos tipos de animais.

A tilapia do Nilo possui grande importancia econdmica para a aquicultura (Meurer et
al., 2000; Boscolo et al., 2001), sua producgéo alcancou 4,85 milhdes de toneladas no mundo
em 2014 (FAO, 2015). E a espécie de peixe mais cultivada no Brasil, com a producio de
198,49 mil toneladas em 2014, correspondendo a 41,9% do total de pescados. Além disso, a
espécie registrou um aumento de 17,3% em relacdo a producéo obtida em 2013 (IBGE, 2014).

Esta espécie foi introduzida ao Brasil na década de 70 (Lovshin et al., 1976) e esta
muito bem adaptada as condic¢des climaticas brasileiras, apresentando diversas caracteristicas
zootécnicas gque a tornam adequada ao cultivo, tais como resisténcia ao manejo e a doencas,
tolerancia a baixos teores de oxigénio, habito alimentar diversificado, rapido crescimento e
alto rendimento de filé (Hilsdorf, 1995; Popma e Lovshin, 1995; Freitas et al., 2009).

Com o objetivo de aumentar a produtividade, variedades de tilapia foram desenvolvidas,
e dentre elas, destacam-se as variedades GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapia)
(Eknath e Acosta, 1997), a Chitralada (ou Tailandesa) (Zimmermann, 2000) e as variedades

vermelhas. Uma das variedades vermelhas atualmente utilizada com éxito é a Red Stirling

11



(REDS). Essa variedade foi originalmente obtida de uma populacdo de O. niloticus selvagem
do Lago Manzala, no Egito, em 1979, e desde entdo, tem sido mantida pelo Instituto de
Agquicultura da Universidade de Stirling, Escécia (McAndrew e Majumdar, 1983). Embora as
variedades vermelhas sejam mais apreciadas pelos consumidores, a REDS possui indices de
producdo inferiores as linhagens de tilapia ndo vermelhas (Moreira et al., 2005). Isso levou
aquicultores e melhoristas a realizarem o cruzamento desta linhagem com uma outra de maior
produtividade: a linhagem Chitralada (CHIT).

Juvenis da linhagem CHIT foram introduzidos no Brasil em 1996 em Londrina no
Parana. Essa linhagem foi domesticada desde a década de 40 inicialmente no Japdo e depois
na Tailandia (Zimmermann, 1999). Sua introducdo concomitante a técnica de incubagdo
artificial melhorou o desempenho e resolveu os problemas de baixa eficiéncia da técnica de
reversdo sexual tradicional.

Nos ultimos anos o cruzamento das linhagens CHIT e REDS levou a produgdo de
animais com heterose (Moreira et al., 2007). A heterose, ou também vigor hibrido, é um
termo utilizado para caracterizar a superioridade média da prole em relacdo a média dos
progenitores (Pereira, 2012). No caso das linhagens utilizadas nesse programa, a variedade
REDS apresenta menor crescimento e menor ganho de peso em relagdo a CHIT, no entanto,
possui a coloracdo vermelha apreciada pelo mercado consumidor. Em fungdo dessas
particularidades, estudos de variabilidade genética e de crescimento tém sido realizados
comparando-se as variedades REDS, CHIT e hibridos vermelhos (Moreira et al., 2005). A
analise do germoplasma parental dessas variedades gerou animais com baixos indices de
endogamia e variabilidade genética suficiente para o desenvolvimento de processos de
melhoramento por cruzamentos e selecdo (Moreira et al., 2007).

Cruzamentos entre estas duas variedades de tilapia foram realizados objetivando

maiores ganhos com a heterose , maior velocidade de ganho de peso, aumento da eficiéncia
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produtiva, entre outros atributos desejaveis. Hibridos dessas linhagens (e.g., gendtipo 7/8
Chitralada: 1/8 Red Stirling) tém sido produzidos por melhoramento classico e analisados
guanto a parametros zootécnicos diversos (Lago, 2014). No entanto, 0s mecanismos genéticos
envolvidos no vigor desses hibridos ainda sdo pouco conhecidos.

Dentre os fatores que influenciam diretamente o crescimento dos peixes (um dos
atributos da heterose), destaca-se o papel dos hormonios, principalmente os componentes do
eixo GH (growth hormone)/IGF (insuline-like growth factor). O eixo GH/IGF corresponde a

via pela qual a maioria dos fatores que atuam no processo de crescimento exercem sua agéo.

1.2. Regulacédo hormonal do crescimento em peixes

Investigacdes genéticas em peixes demonstraram a interferéncia direta e indireta de
Varios genes nos indices produtivos. Particularmente se destacam genes relacionados ao eixo
GH/IGF, assim como os receptores do GH (GHR) (Grobet et al., 1997; Kambadur et al.,
1997; Bellinge et al., 2005), e os IGF1 e IGF2 (Martinelli et al., 2008

Estes genes atuam no crescimento animal, modulando as maiores vias enddcrinas
anabodlicas do corpo através do aumento da sintese proteica e diminuicdo da prote6lise
(Reinecke et al., 1997; Butler e LeRoith, 2001; Rodgers et al., 2001; Jiao et al., 2006; Chen et
al., 2007; Ma et al., 2007; Wang et al., 2008; Biga e Meyer, 2009), tornando-se alvos no
estudo do crescimento e no melhoramento genético de animais de produgao.

Nos peixes, 0s peptideos IGF-1 e IGF-2 sdo produzidos principalmente no figado, que é
a principal fonte enddcrina de IGFs, sob a influéncia do GH. Apos serem liberadas na corrente
sanguinea, estas moléculas atuam em diversos tipos de tecido. O IGF-1 desempenha um papel
central em um sistema complexo que regula o crescimento, diferenciagédo e reproducéo. Ele,
seletivamente, promove mitogénese e diferenciacdo celular e também inibe a apoptose (Jones

e Clemmons, 1995; Reinecke e Collet, 1998).
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Embora os papéis fisioldgicos do IGF-1 estejam claros, os do IGF-2 estdo em discussao
(Berishvili et al., 2010). A expressdo desta molécula foi identificada no figado, cérebro,
branquias, coracdo, trato gastrointestinal, pancreas, rim, muasculo esquelético, baco e nas
gbnadas masculina e feminina (Ayson et al.,2002; Caelers et al., 2004; Vong et al., 2003),

porém algumas de suas fungdes necessitam ser testadas.

1.3. Miostatina (MSTN)

Em geral, o musculo esquelético é a principal parte comestivel dos animais. Nos peixes,
0 processo que envolve a formagdo muscular inclui o crescimento por hiperplasia e hipertrofia
em estagios pos-juvenis (Mommsen, 2001). A taxa de crescimento hipertréfico varia de
acordo com a taxa de crescimento somatico (hiperplasico) em diferentes fases de
desenvolvimento (Braun e Gautel, 2011).

Em cada etapa da miogénese, processo responsavel pelo crescimento hiperpléasico do
tecido muscular, proteinas diferentes realizam papéis cruciais para 0s processos de
proliferacédo e diferenciacdo celular. Dentre estes, destaca-se um grupo de genes conhecidos
como fatores de regulacdo miogénica (myogenic regulatory factors - MRFs) e que s&o
indispensaveis e responsaveis pelo processo de transformacao de células ndo-musculares em
células musculares (Bentzinger et al., 2012; Rudnicki e Jaenisch, 1995; Weintraub et al.,
1991). A principal fun¢do dos MRFs (MyoD, Miogenina, Myf5 e o0 MRF4) € realizar a
ativacdo e inibicdo dos demais genes da via de diferenciacdo muscular, agindo de forma
orquestrada (Bentzinger et al., 2012).

O processo de miogénese possui como etapa inicial o recrutamento de células do
mesoderma, através da acdo do gene Pax3 (Figura 1). A proteina PAX 3 é um fator de

transcricdo que inicia a preparacdo das células do mesoderma para que sejam transformadas
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em células musculares, e promovem a expressao de dois outros MRFs (MyoD e Myf5)

(Bentzinger et al., 2012).

Miostatina

células embrionarias
do mesoderma

Q ativacao = (\\ proliferagao

mioblastos midcitos miotubos
C —_— |« _
OQ /'(" K /'/' .4/'

06, == )

‘;
A |
MyoD I\;ny \\/ \/ ;,‘

Figura 1. Na miogénese as células-tronco embrionarias do mesoderma séo ativadas e recrutadas pela acéo de
Pax3, diferenciando-se nos mioblastos. Estes, por sua vez, proliferam e se diferenciam pela a¢do dos fatores
MyoD e Myof5, transformando-se em midcitos. Durante a diferenciagdo por acdo da miogenina e de MRF4,
ocorre a organizagdo dos miocitos em miotubos, formando o tecido muscular. A miostatina inibe a proliferagdo
de células-tronco embrionarias do mesoderma impedindo a ligagdo de Pax3, que é a proteina recrutadora das
células precursoras blogqueando a miogénese.

diferenciacao
/ of / y

Quando um animal atinge a vida adulta, a miogénese tem sua atividade reduzida por
uma série de fatores, dentre eles, a miostatina (MSTN) (Bentzinger et al., 2010; Kuang et al.,
2008). A MSTN é membro da familia TGF-B, que desempenha papel chave na regulacdo do
crescimento do musculo esquelético (Lee, 2004). Esta proteina desempenha funcdo inibitdria
sobre a proliferagdo celular, ou seja, inibe o crescimento hiperplasico se ligando ao receptor
1B da activina (Lee et al., 2016). O processo de blogueio da miogénese promovido pela
MSTN ocorre pela regulagdo negativa na expressdo do fator de transcricdo Pax3, o que
acarreta na diminuigdo da expressdo do gene MyoD (Figura 1) (Bentzinger et al., 2010;

Kuang et al., 2008).
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Ratos portadores de mutacdo no gene da MSTN apresentaram musculatura duas vezes
maior do que aquela observada nos animais portadores do alelo selvagem, sugerindo que o
aumento de massa seria 0 resultado da combinacdo de hiperplasia e hipertrofia muscular
(McPherron et al., 1997). Estas muta¢des, que ocorrem de forma natural, foram identificadas
também nas racas bovinas de dupla musculatura (Grobet et al., 1997; Kambadur et al, 1997;
McPherron e Lee, 1997), em cdes (Mosher et al., 2007) e até mesmo em seres humanos
(Schuelke et al., 2004).

Acosta et al. (2005) realizaram estudo em zebrafish, onde a expressdo da MSTN foi
inibida por RNA de interferéncia (RNAI), resultando em fenétipo cujo tamanho corpéreo fora
bastante superior em relacdo ao controle. No pirarucu, Carani et al. (2013) mostraram que a
expressao deste gene é maior no musculo branco quando comparado ao musculo vermelho.
Na truta, houve o desenvolvimento de uma musculatura dupla em um estudo utilizando
animais transgénicos para o gene da folistatina, devido & sua acdo na inibicdo da MSTN
(Medeiros et al., 2009).

No estudo de Huang et al. (2012) houve um diferencial de expressdao de MSTN entre
duas linhagens de tilapia, com até 50% de reducdo na linhagem com maior crescimento.
Portanto, este gene € um alvo importante para 0 melhoramento animal dos peixes em geral

(Forabosco et al, 2013).

1.4. Regulacdo génica: o papel central dos microRNAs

Na Gltima década, diversos estudos mostram que virtualmente todos 0s genes tém sua
expressdo regulada pré ou pos-transcricionalmente por RNAs ndo-codificadores (ncCRNAs;
Mattick e Makunin, 2006). Para o completo entendimento das fun¢Ges desempenhadas por
diferentes produtos génicos (e.g. IGFs e MSTN), torna-se necessaria a analise de seus

respectivos reguladores. Dentre 0s ncRNAs reguladores conhecidos, uma classe de pequenos

16



RNAs, os microRNAs (miRNAs), tem se destacado como moléculas chave em diversos
processos bioldgicos.

Os miRNAs sdo transcritos formados por ~17-22 nucleotideos encontrados no genoma
de animais, plantas e virus (Xia et al., 2011). Estas moléculas regulam pds-
transcricionalmente a expressdo génica por pareamento com sequéncias complementares em
seus RNAs mensageiros (mRNA) alvo (Bartel, 2004), atuando desde a formacdo de
heterocromatina até a regulacdo traducional (Chu e Rana, 2007; Filipowicz et al., 2008);
sendo fundamentais em varios processos bioldgicos que permitem o controle do
desenvolvimento, diferenciacéo, proliferagdo e morte celular (Ambros, 2004; Flynt et al.,
2007, 2009; Shkumatava et al., 2009; Liu e Olson, 2010; Takacs e Giraldez, 2011).

A via canonica de a¢do dos miRNAs ocorre por meio da interacdo do miRNA ao RISC
(RNA-induced silencing complex), e destes com sitios ligantes ou MREs (miRNAs
Recognition Elements) na regido 3' UTR do RNA mensageiro (mMRNA) alvo inibindo a sua
expressdo (Lee e Dutta, 2009). Entretanto estudos recentes verificaram ainda a acdo de
miRNAs a partir de interacdes com outras por¢cdes dos mMRNAs, incluindo éxons e regido
5'UTR dos mRNAs (Rigoutsos, 2009).

A interagcdo melhor descrita entre 0 mRNA alvo e o complexo miRNA-RISC ocorre
devido a complementaridade - total em plantas e parcial em animais - de uma sequéncia de 7
nucleotidos da regido 5' do miRNA (nucleotideos 2 a 8), chamada de sequéncia seed, com 0
mRNA (Lee e Dutta, 2009). Entretanto importancia cada vez maior tem sido atribuida ao
pareamento complementar da por¢cdo 3' do miRNA nesse processo (Broughton et al., 2016).,
Estima-se que cada miRNA possa se ligar a até centenas de RNAs mensageiros e um Gnico
RNA mensageiro possa ter sua estabilidade ou traducdo regulada por diversos miRNAs

(Doench e Sharp, 2004; Brenneck et al., 2005; Lim et al., 2005).
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De modo geral, os miRNAs sdo abundantes e altamente conservados entre 0s
vertebrados estudados, 0 que sugere sua participacdo em processos celulares e ontogenéticos
vitais comuns a esses organismos (Heimberg et al., 2010). Por outro lado, diversos miRNAs
ndo conservados (i.e., "linhagem-especificos™) foram também detectados em peixes, aves,
répteis e mamiferos. Acredita-se que esses miRNAs evolutivamente divergentes poderiam
desempenhar um papel no estabelecimento e manutengdo da diversidade fenotipica entre
diferentes organismos (Plasterk, 2006; Sempere et al., 2006; Xia et al., 2011).

Essas caracteristicas inerentes aos miRNAs os tornam elementos chave para a
determinacdo de vias especificas envolvidas em diversos processos bioldgicos (Esau et al.,

2006).

1.4.1. MicroRNAs e 0 melhoramento animal

Por exercerem participacdo fundamental na regulacdo génica, os miRNAs tornaram-se
também alvos de investigacbes direcionadas ao melhoramento animal de animais de
producdo. Desta forma, estudos foram realizados em bovinos (Coutinho et al., 2007; Gu et al.,
2007; Strozzi et al., 2009), suinos (Sharbati-Tehrani et al., 2008; Wernersson et al., 2005), em
espécie de aves (Darnell et al., 2006, 2007; Glazov et al., 2008; Hicks et al., 2008, 2009) e
inclusive na Tilapia do Nilo (Huang et al., 2012; Yan et al., 2012; Yan et al., 2013a, 2013b).

O estudo de Huang e et al. (2012) associou miRNAs e polimorfismos (SNPs) em alguns
genes alvo, porém, seu ndo utilizou hibridos heteréticos como modelo experimental. A
combinacdo de diferentes sequéncias dos miRNAs dos parentais podem ter ocasionado a
heterose, pelo fato do fendtipo ser o resultado de mecanismos regulatérios na expressao
génica (Sun et al., 2004)

Considerando-se o grande nimero de miRNAs comumente detectados em vertebrados -

grande parte tecido-especificos e de expressdo restrita as etapas de desenvolvimento — um
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amplo conjunto de miRNAs ainda estdo por ser identificados na tilapia do Nilo. O uso da
tilapia do Nilo como modelo bioldgico também contribui para estudos de evolucdo e
comparacdo de genomas entre espécies, visto que genes reguladores do desenvolvimento,

incluindo miRNAs, sdo altamente conservados entre peixes e humanos (Loh et al., 2011).

1.4.2. Descoberta de miRNAs utilizando sequenciamento de alta performance (RNA-

Seq)

Evidéncias sugerem que o repertorio completo de miRNAs de qualquer espécie - animal
ou vegetal - compreende um conjunto de miRNAs conservados de origem evolutiva antiga,
assim como muitos mMiRNAs espécie-especificos de origem recente (Plasterk, 2006;
Rajagopalan et al., 2006; Zhao e Srivastava, 2007; Yan et al., 2012).

Existem duas abordagens utilizadas para a descoberta de miRNAs: andlises de
bioinformatica e métodos experimentais, ambas com as suas limitagdes (Berezikov, 2011).

Tecnologias de sequenciamento de alta performance surgiram como uma poderosa
abordagem para identificar e quantificar miRNAs. Por permitirem analises em larga escala,
facilitaram a descoberta de miRNAs novos, espécie-especificos e de reduzida expressao em
diversos organismos, pertencentes aos mais diversos taxons (Berezikov, 2011). Nesta
abordagem, as ferramentas de bioinformética sdo utilizadas somente ap0s a geracdo de dados
experimentais.

Mesmo com a elevada capacidade de geracdo de sequéncias inerentes a essa tecnologia,
estudos mostram que esse tipo de dado esta longe da saturacdo, vide o grande numero de
novos MiRNAs descobertos e representados apenas uma Unica vez no miRBase. Além disso,
muitas das bibliotecas, de pequenos RNAs ndo codificadores analisados, foram geradas a
partir de um namero limitado de tecidos, e por isso uma ampla gama de miRNAs permanece

desconhecida (Kloosterman et al., 2006; Reddy et al., 2009).
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Portanto, estas tecnologias de sequenciamento em larga escala trazem inumeras
possibilidades para descoberta e analise de miRNAs e contribuem para estudos mais
detalhados sobre a funcionalidade do genoma, particularmente quanto as interacdes genes-

reguladores.

1.5. Prote6bmica

Uma proteina é o produto final da sintese de um mRNA e a sua traducdo em uma
sequéncia de aminoacidos. Essas moléculas contribuem decisivamente para determinar
alterac@es fenotipicas, principalmente em decorréncia de variagdes qualitativas e quantitativas
nos varios tipos de tecidos organicos. Assim, sua producdo estd condicionada a expressdo dos
genes codificadores e respectivos ncCRNAs regulatorios, como os miRNAs, atuantes nos
diferentes tecidos.

O termo protedmica refere-se ao estudo do conjunto de proteinas responsaveis, direta ou
indiretamente, pelo controle de todos ou quase todos 0s processos bioldgicos (Barbosa et al.,
2012). Portanto, analisar o proteoma € conhecer o conjunto de proteinas resultantes da
codificacdo do genoma e da interacdo com outras moléculas (Wilkins et al., 1996), inclusive
outras proteinas e miRNAs. Portanto, um proteoma ndo é apenas o resultado dos produtos
traduzidos a partir das sequéncias dos genomas, mas também o resultado de processos pos-
transcricionais e pds-traducionais, assim como complexos formados por essas biomoléculas
(Ahrens et al., 2010).

Além da complexidade, um proteoma € dindmico e seu perfil se altera de acordo com o
estado fisiologico, devido a condi¢bes ambientais e as fases da diferenciacdo celular.
Estimativas sugerem que mais de um milhdo de diferentes tipos de proteinas estdo presentes
nas células em momentos distintos (Jensen, 2004). A protedmica estuda de forma descritiva e

quantitativa o conjunto de proteinas de uma de uma célula, ou tecido, suas variagcdes na
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populacdo, mudancas em resposta a um ambiente ou decorrentes do desenvolvimento normal
ou alterado (Valledor e Jorrin, 2011). As abordagens protebmicas tém permitido estudos em
larga escala da expressdo proteica nos mais variados tecidos e condi¢bes experimentais
(Barbosa et al., 2012). Atualmente ha varias técnicas disponiveis para a analise de proteinas,
no entanto, destaca-se a utilizagdo da espectrometria de massa (mass spectrometry, MS), que
tem sido aplicada de forma abrangente na investigacdo de sistemas bioldgicos. (Domon e

Aebersold, 2006; Sparkman, 2000).

A MS é a técnica instrumental mais apropriada para a investigacdo da estrutura e
reatividade de ions. O alto vacuo produzido pelo espectrdmetro € ideal para se estudar as
propriedades idnicas das moléculas em fase gasosa, possibilitando estabelecer uma correlacéo
com a fase condensada. Muitos ions dificeis de serem isolados podem ser facilmente gerados

na fase gasosa por MS (Cabrini, 2007).

Muitas das técnicas empregadas em protedmica tém como foco a identificacdo de
biomarcadores, mas sdo limitadas. Outras tém potencial para automatizacao e até utilizacdo na
rotina clinica. De maneira geral, as metodologias empregadas podem ser classificadas nos
tipos bottom-up ou top-down (Barbosa et al., 2012).

As metodologias por bottom-up, mais conhecidas como shotgun (Ahrens et al., 2010),
inclui separacdo por cromatografia liquida dos peptideos obtidos apds digestdo triptica de
solugdes proteicas complexas, seguida de analise por MS. Ja as metodologias por top-down,
ao contrario, sdo processos em que as proteinas intactas sdo submetidas a MS (Barbosa et al.,
2012).

O shotgun possui muitas vantagens, como sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo
para proteomas complexos. Embora as respostas obtidas sdo fragmentos de um todo, é

possivel a identificagdo de uma proteina com base em alguns peptideos (Barbosa et al., 2012).
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Associado a isso, 0 surgimento de técnicas de ionizacdo, principalmente a ionizagdo por
Electrospray (ESI) expandiu a gama de moléculas que podem ser analisadas por
espectrometria de massas (Diniz, 2011). Para auxiliar o método de ionizacao, analisadores sdo
utilizados ap6s os ions passarem pela camara a vacuo. Os tipos mais comuns de analisadores
sdo o TOF (Time Of Flight), o quadrupolo e o ion trap (May et al., 2011). Nos analisadores
TOF, os ions sdo acelerados por um potencial entre dois eletrodos e atravessam um tubo de
vacuo com velocidade inversamente proporcional a sua massa. Este método é utilizado para
derivar o valor m/z, o tempo decorrido entre a ionizagéo e a detecgdo dos ions (Barbosa et al.,
2012).

O potencial de aplicagdo das técnicas de proteoma para a produgdo animal é muito
grande. Estudos tém sido realizados utilizando outros modelos bioldgicos de interesse
econdémico, como bovinos, como objetivo, por exemplo, analisar as alteracdes de proteomas
em M. Musculos semitendinosos durante o armazenamento poés-mortem (Yu et al., 2017). Um
dos estudos mais notaveis, mostrou que alimentagdo com restricdo alimentar em bovinos ndo
sO leva a indices de produgdo diferenciadas como também na alternacdo da composicao
proteina da carne (Almeida et al., 2017).Em peixes, técnicas de proteoma foram utilizadas
com objetivo avaliar resisténcia a infecgdo bacteriana na tilapia do Nilo (Chang et al., 2017,
Li et al., 2017), na criopreservacdo de sémen de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Nynca
et al., 2015), na qualidade e textura muscular da carne de salmédo (Salmo salar) (@rnholt-
Johansson et al., 2017) e toxicologia hepéatica também em salméo (S. salar) (Hampel et al.,
2015). No entanto, este € o primeiro estudo buscando informacGes sobre as diferencas no
conjunto de proteinas no hibrido em questdo, e também o primeiro estudo com o foco na

heterose.
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7. Conclusotes

Os dados de expressdo génica demonstraram que os genes do eixo GH/IGF e a
MSTN podem contribuir para o crescimento superior do hibrido heterético devido ao
aumento na sintese de proteinas e metabolismo. De uma maneira geral, a maioria dos genes
relacionados ao eixo GH/IGF mostraram uma expressdo maior no hibrido e a MSTN uma
expressdo menor em relacdo aos seus parentais. Esses genes atuam na heterose, embora
ndo se sabe se sdo oriundos ou responsaveis por ela.

A andlise dos miRNAs mostrou que o let-7 esta mais expresso no hibrido em relagéo
aos seu parentais, podendo desempenhar alguma funcdo na heterose. Os dados das
predicdes de alvos de miRNAs corroboram com alguns dos dados de expressao. As
expressdes aumentadas do miR-122, miR-194 e miR-219 no hibrido estdo diretamente
relacionados a baixa expressdo de mstn no mesmo. Desta forma, assim como a mstn, sl, gh
e ghrl, a expressdo destes miRNAs também esta relacionado ao ganho de peso e tamanho

do hibrido em relag&o aos seus parentais.
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Em relacdo a comparagdo dos miRNAs e com as proteinas, varios miRNAs se
mostraram sub expressos e consequentemente houve aumento na expressdo das proteinas
gue possuem alvos destes miRNAs em seus genes. No caso, 0 miR-216, miR-153, miR-
204 e miR205 comparando o hibrido com a CHIT; e o let-7e, miR-16 e miR-216
comparando o hibrido com a REDS. Esses dados mostram que existe uma acdo dos
miRNAs em proteinas associadas as vias metabodlicas, relacionadas a heterose nas tilapias

do Nilo.
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