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Resumo

A somitogénese é um processo morfogenético altamente regulado e conservado entre os
vertebrados. Durante este processo ocorre a formag¢ao de sémitos de forma ritmica e
sequencial ao longo do eixo antero-posterior do embrido a partir de um tecido progenitor ndo
segmentado denominado de mesoderme pré-somitica (PSM). Os sdmitos sao aglomerados de
células da mesoderme, precursores do esqueleto e da musculatura axial. A periodicidade da
formacao de sémitos a partir da PSM é imposta por um oscilador molecular denominado de
relégio molecular que leva a expressao ciclica de um conjunto de genes, que se propaga ao
longo da PSM no sentido caudo-rostral. A comunicagao celular e a sincronizagado das oscilagdes
de expressdao na PSM através da sinalizacao intercelular Notch-Delta sdo fundamentais no
controlo da somitogénese e da diferenciacdo celular. Esta oscilacdo da expressao dos genes
do relégio é controlada por um mecanismo de regulacdo de feedback negativo, onde a
instabilidade do mRNA desempenha um papel fundamental. A regido 3'UTR geralmente
contém varios elementos reguladores que governam a expressao espacial e temporal de

diferentes mRNAs.

Estudos anteriores do laboratério demostraram uma estabilizacdo do mRNA do gene deltaC
de peixe-zebra na auséncia de porcdes da regido 3'UTR. Para melhor compreensdo do
fenétipo, neste trabalho foi avaliado o papel da regidao 3’UTR do gene deltaC na somitogénese
de embrides de peixe-zebra. Para isso foram utilizadas diferentes linhas mutantes em que a
regido 3'UTR do gene deltaC foi editada usando a tecnologia CRISPR/Cas9. Procedeu-se a
caracterizacdao do padrao de expressdao dos genes her7 e deltaC e caracterizagdao morfoldgica
dos sémitos formados para perceber o impacto destas alteracdes. Os resultados do presente
estudo confirmaram que a regido 3'UTR de deltaC é importante para a correta expressao de
deltaC e her7, bem como para a segmentacdo corporal do embrido de peixe-zebra. Embora
nos embrides RR2 e RR3 a segmentacdo nao é interrompida, o nimero total de sémitos é
menor e os somitos anteriores sdo ligeiramente mais curtos. Usando uma linha transgénica
em que o Notch Intracellular Domain (NICD) é expresso constitutivamente apds inducdo
térmica observou-se diminuicdo do tamanho dos sdmitos como nos embrides RR3 o que
sugere que o fendtipo observado nos embrides mutantes podera ser devido a um aumento

da sinalizacdo Notch durante a somitogénese.
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Abstract

Embryonic somitogenesis is a highly regulated and conserved morphogenetic process among
vertebrates. During this process, somites are formed rhythmically and sequentially from a
non-segmented progenitor tissue called presomitic mesoderm (PSM) along the anterior-
posterior axis of the embryo. Somites are clusters of mesoderm cells that are precursors of
the axial skeleton and musculature. The periodicity of somite formation from the PSM is due
to an oscillator mechanism called the molecular clock that leads to the cyclic expression of a
set of genes that propagate along the PSM in a caudal-rostral direction. Cellular
communication and synchronization of expression oscillations in the PSM through Notch-
Delta intercellular signaling are fundamental in the control of somitogenesis and cell
differentiation. The oscillation of clock gene expression is controlled by negative feedback,
where mRNA instability plays a key role. The mRNA 3'UTR region generally includes several

regulatory elements that govern the spatial and temporal expression of mRNAs.

Previous studies in the lab suggest that mRNA stabilization in the absence of portions of the
3'UTR region of zebrafish deltaC gene might be involved in the regulation of the molecular
clock. For a better understanding of the phenotype, this work was designed to evaluate the
role of the 3’"UTR region of the deltaC gene in the somitogenesis of zebrafish embryos. For this
study, different mutant lines generated by CRISPR / Cas9 were used, where the 3'UTR region
of the deltaC gene was edited. The characterization of expression patterns of her7 and deltaC
genes was carried out, as well as the morphological characterization of the somites formed in
these mutants. The results of this study confirmed that the deltaC 3'UTR region is importante
for proper expression of deltaC and her7, as well as for zebrafish embryo body segmentation.
Although in RR2 and RR3 embryos segmentation is not interrupted, the total number of
somites is smaller and the anterior somites are slightly shorter. Using a transgenic line where
the Notch Intracellular Domain (NICD) is constitutively expressed after heat-shock was
observed a decrease in somite size as observed in the RR3 embryos suggesting that the
phenotype observed in the mutant embryos could be due to enhanced Notch signaling during

somitogenesis.

Keywords: Somitogenesis, 3'UTR, Zebrafish, Notch-Delta, mRNA
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1. Introdugao

O desenvolvimento embrionario comega apds a fecundagdao do évulo pelo espermatozoide
dando origem ao zigoto, que passara por varias etapas sucessivas de divisdo e diferenciacdo
celular até se formar um organismo propriamente dito. Esses eventos ocorrem em diversas

etapas como gastrulacdo, segmentacdo e organogénese.

A segmentagdo é iniciada no embridao em desenvolvimento por meio da formagao de
segmentos chamados somitos, que posteriormente ddo origem as vértebras e ao musculo
esquelético, bem como a alguma derme (Maroto, 2012). A gastrulacdo é um dos primeiros
eventos morfolégicos a se formar no embrido ocorrendo durante as primeiras horas de
desenvolvimento. A gastrulacdo descreve o movimento de um conjunto de células em direcdo
a linha primitiva em que sofrem uma transi¢ao epitelial-mesenquimal (EMT) para internalizar
e gerar as trés camadas germinativas do embrido denominadas de ectoderme, mesoderme e
endoderme, das quais todos os tecidos embriondrios irdo derivar (Acloque et al., 2011). Uma
vez que as camadas germinativas sdo estabelecidas, as células interagem entre si e
reorganizam-se para produzir tecidos e 6rgaos. Este processo é denominado organogénese
(Gilbert, 2018). Este processo ocorre quando as células das camadas germinativas comegam
a trocar sinais umas com as outras resultando na formacdo de 6rgaos especificos em locais
especificos. Algumas células passarao por longas migracdes do seu local de origem até ao seu

local final.

1.1 Somitogénese embriondria

A somitogénese é um processo importante para o desenvolvimento de embrides de
vertebrados em que ocorre a formacdo de sémitos, ritmica e sequencialmente a partir de um
tecido progenitor denominado de mesoderme pré-somitica (PSM) (Jorg et al., 2016). A PSM é
um tecido polarizado com progenitores mesodérmicos imaturos na parte posterior e células
cada vez mais diferenciadas na parte anterior (Oates et al, 2012). A medida que novos
somitos sao formados na PSM anterior, novas células entram na PSM posterior a partir de
uma zona de crescimento chamada de botdao caudal. Conforme as células entram na PSM a
partir do botdo caudal, elas retém seu estado mesenquimal por algum tempo antes de serem

incorporadas num somito epitelial. As células localizadas na PSM posterior mantém ainda um



estado indiferenciado e pluripotente (Aulehla & Pourquié, 2010). Essa polaridade é
configurada por fatores de sinalizagdo que atravessam o tecido, regulando a diferencia¢do da
mesoderme e a posi¢cdo na parte anterior onde se formardo os limites do sémito (Aulehla &
Pourquié, 2010). Na maioria dos vertebrados, o comprimento da PSM aumenta gradualmente
no comeco da embriogénese e posteriormente diminui a medida que o embrido se
desenvolve, isto porque sdo removidas mais células do que sdo adicionadas (Gomez, et al.,

2008).

Os sémitos sdo blocos de células da mesoderme formadas a partir da mesoderme pre-
somitica. Cada somito é um segmento polarizado internamente em metades rostral e caudal
tendo propriedades distintas. Essas identidades do segmento sdo conferidas por meio de um
conjunto de genes que sdo expressos nos compartimentos correspondentes, ainda antes que
os limites do segmento morfolégico sejam visiveis (Oates et al., 2012). Os sdémitos formam-se
aos pares (no lado esquerdo e direito do embrido flanqueando a notocorda), segregando da
mesoderme pré-somitica em sua extremidade anterior e sendo assim, o primeiro par de
sémitos estd localizado na porgao anterior do tronco e o ultimo produzido esta localizado mais

posteriormente (Figura 1.1).

Anterior
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Figura 1.1. Representagao da vista dorsal da parte posterior de um embrido vertebrado em segmentagdo. Os
somitos podem ser observados em cada lado da notocorda (Oates et al., 2012).



Sob a influéncia de sinais de tecidos vizinhos, na parte mais ventral do somito desenvolve-se
o esclerétomo que dara origem as costelas e ao esqueleto axial, na parte mais dorsal forma-
se o dermomiétomo, que darda origem ao midtomo no qual se formam os musculos
esqueléticos e ao dermatomo que dard origem a grande parte do tecido conjuntivo da pele

(Pourquié, 2001; Chad & Pourquié, 2017).

A formacao dos sémitos e a estabilidade dos seus limites morfolégicos envolve uma transicao
mesenquimal para epitelial do tecido da PSM por meio de mudangas coordenadas na forma e
adesdo celular, e uma deposicdo de matriz extracelular na fenda somitica (Watanabe &
Takahashi, 2010). Algumas células permanecem mesenquimais mesmo apds a segmentacao
e estes encontram localizados no centro do sémito, envolvidos pelas células epiteliais. Assim,
a estrutura de um sémito recém-formado consiste em dois tipos de células, epiteliais as mais
externas e mesenquimais as mais internas, com pouca ou nenhuma proliferagao celular e

apoptose (Watanabe & Takahashi, 2010).

A formacdo da fenda (limite do somito) desempenha um papel central na diferenciacdo das
regides cercadas que dao origem a tecidos e 6rgdos distintos durante o desenvolvimento
inicial. Para formar uma fronteira de tecido fisico, é importante identificar quais células atuam
na formagdo da fenda somitica e estabelecer interagdes entre elas. Em muitos casos, a
formacao da fenda é impulsionada pela interagdo Eph-Ephrin, onde as células de um lado da
fronteira expressam o recetor Eph, enquanto as do outro lado expressam Ephrin A
(Naganathan & Oates 2020). No peixe-zebra, as células da metade anterior de um somito
expressam o recetor EphA4, enquanto as células de metade posterior de um somito
expressam ligandos ephrinA1 e ephrinB2a. Eph é um recetor da superficie celular que interage
com seu ligando Ephrin, que também é uma proteina da superficie celular (Watanabe &
Takahashi, 2010). A interacdo Eph-Ephrin leva a desagregacdo das células associadas, ativacao
da contratilidade da actomiosina, aquisicao da morfologia colunar nas células em ambos os
lados, relocalizacao do nucleo e centrossoma para o lado basal e 8- catenina para o lado apical
(Naganathan & Oates, 2020). A interacdo Eph / Ephrin é o primeiro elo conhecido entre os

processos de padronizacdo e a morfogénese do limite do sdmito (Naganathan & Oates, 2020).

O ritmo com o qual novos segmentos formam-se é especifico para uma determinada espécie,

junto com o numero total de segmentos que podem, no entanto, variar entre espécies. Por



exemplo, no peixe-zebra, um novo par de sémitos forma-se a cada 25 minutos, resultando na
formacao de 33 pares de sémitos, no embrido de galinha um par de sdmitos forma-se a cada
90 minutos até se formarem cerca de 50 pares de sémitos, em ratinhos, um par de somitos
forma-se a cada 2 horas resultando na formagdo de 65 pares de sdmitos, e em humanos,
estima-se que os sémitos se formam a cada 4-5 horas até que um total de 38-44 pares sejam
formados (Dequéant & Pourquié, 2008; Pourquié, 2018). A somitogénese é um processo
complexo que necessita de uma regulacdo muito rigorosa. A auséncia desta regulacao poderd
levar ao aparecimento de doencgas congénitas como por exemplo a disostose espondilocostal
que é uma condi¢do que conduz a deformagdes no tronco (atrofiado e curto) e também ao

desalinhamento das costelas (Jorg et al., 2016; Bailey, 2015).

1.2 O reldgio molecular da somitogénese

A somitogénese é um processo extremamente regulado no tempo e no espaco. Essa precisao
na regulacdo requer um mecanismo que coordena o numero de sémitos, a posicdo e a forma
coordenada como eles aparecem e ainda o tempo que estes levam a se formar. Vdarios
modelos ja foram sugeridos para explicar esta coordenacdo: Modelo Reaction-
Diffusion (Meinhardt., 1986); o Cell Cycle model (Stern et al., 1988) mas, o mais aceite foi o
modelo Clock and Wavefront que envolve a interacdo do relégio e de uma frente de onda de
diferenciacdo. Neste modelo, o relégio diz respeito a um oscilador molecular existente na PSM
gue da as células informacdo temporal necessdria para formacdo dos sémitos, enquanto que,
a frente de onda diz respeito a um gradiente de diferenciacao celular que progride ao longo
da PSM e dd informacdo sobre o local da formacdo da fenda do novo sémito (Cooke &

Zeeman, 1976).

A descoberta de um oscilador molecular, "relégio”, ocorreu através da observacdo da
expressao periddica do gene hairyl na PSM de embrides de galinha (Figura 1.2) (Palmeirim et
al., 1997). Palmeirim e colaboradores descobriram que hairyl, um fator de transcricdo que
oscila através da mesoderme pré-somitica, apresentava uma expressao de mRNA oscilatéria
na PSM que é coincidente com o periodo de formacdao do sémito (Palmeirim et al., 1997), ou

seja, esta oscilagdo ndo apenas repete, mas ocorre em intervalos de tempo regulares.
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Figura 1.2- Expressdo de hairyl na PSM durante a somitogénese do embrido de galinha. A expressdo do gene
é dinamica com um periodo de 90 minutos que é o mesmo tempo que leva a formar um par de sémitos no
embrido de galinha (Palmeirim et al., 1997).

Padrdes oscilantes de expressdo genética estdo presentes na PSM e na cauda de todos os
embrides de vertebrados estudados até ao momento, o que indica que essas oscilagdes fazem
parte de um mecanismo filogeneticamente conservado (Dequéant & Pourquié, 2008). As
experiéncias hibridizacao in situ de mRNA identificaram um grupo de genes chamados genes
ciclicos que exibem padrdes de mRNA oscilantes semelhantes. As proteinas codificadas por
alguns desses genes ciclicos também tém niveis oscilantes (Bessho et al., 2003), indicando que
MRNA e proteinas de genes ciclicos sdo expressos e degradados em cada ciclo do relégio de
segmentacdo. Esses padrdes oscilantes apresentam algumas caracteristicas observaveis.
Apresentam um padrdo de expressao genética que move através da PSM, a desaceleragao e
o encurtamento do padrdo de expressdo ao longo da PSM e sua permanéncia na parte anterior
da PSM em uma posicao que prefigura os limites dos préximos sémitos, e a repeticao do

padrdo para a formacdo de um novo par de somitos (Oates et al., 2012).
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A maioria dos genes ciclicos pertencem as vias de sinalizacdo Notch-Delta, Wnt e FGF
(Giudicelli & Lewis, 2004; Hubaud & Pourquié, 2014). No peixe-zebra todos os genes ciclicos
conhecidos até o momento pertencem a via Notch e incluem ndo apenas genes Hairy/
Enhancer of Split, como herl e her7, mas também os ligandos Notch deltaC e deltaD
(Dequéant & Pourquié, 2008). A perda de funcdo de varios genes ciclicos de ratinho e peixe-
zebra produz fendtipos especificos de somitogénese que sdo caracterizados por limites de
somitos defeituosos e padrdes de expressdo interrompidos (Bessho et al., 2001; Oates & Ho,
2002). Muitos genes dessas vias sdo expressos na PSM, e mutacdes em alguns desses genes,
como aqueles que codificam o recetor de sinalizagdao célula-célula Notch1, ou seu ligando
Delta-like 3 também interrompem a segmentacdo (Dunwoodie et al.,, 2002). Em alguns casos,
a proteina codificada é localizada de forma periddica, ou seja, com padrdes “on e off”. Por
exemplo, um estudo feito por Morimoto e colaboradores (Morimoto et al., 2005) visualizaram
os niveis endégenos de atividade Notchl em ratinhos, mostrando que ela oscila na PSM
posterior, mas é interrompida na PSM anterior. Muitas vezes quando os padrdes de ondas
ciclicas oscilantes sao interrompidos, a somitogénese normal também é interrompida. Assim,
esses fendtipos sdo consistentes com a ideia de que os genes ciclicos e suas vias de sinalizacdo

ligadas funcionam em um reldgio de segmentacdo molecular que regula a somitogénese.

1.2.1 A Frente de onda no modelo Clock and Wavefront

A frente de onda (wavefront) representa um gradiente que varia ao longo da PSM e determina
o local onde se formara uma nova fenda somitica, através da traducao da periodicidade que
é gerada pelas oscilagdes dos genes ciclicos do reldgio na formacao sequencial dos somitos
(Maroto et al., 2012; Bayley, 2015). Sendo assim, um sémito forma-se quando a frente de

onda encontra com um grupo de células que estdo na fase correta do relégio.

Sabe-se atualmente que este mecanismo é baseado num sistema combinatério de gradientes
na PSM que envolve a atividade do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e Wnt que
formam um gradiente posterior-anterior, enquanto a via de sinaliza¢cdo acido retinoico (AR)
estabelece um gradiente oposto de atividade (Aulehla & Pourquié, 2010; Bailey, 2015). O local
da transcricio de novo Fgf8 estd confinado a regido do botdo caudal, embora

o mRNA fgf8 possa ser encontrado em um gradiente posterior-anterior ao longo da PSM. O
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gradiente de proteina Fgf8 através da PSM é baseado no decaimento do mRNA (Dubrulle e
Pourquié 2004b). Conforme as células deixam a regido do botdo caudal e entram na PSM, a
producdo de mRNA fgf8 termina e, portanto, a concentracdao de mRNA fgf8 decai ao longo do
tempo (Aulehla & Pourquié, 2010). Um outro gradiente de sinalizagdo na PSM é Wnt. O mRNA
wnt3a codifica um ligando que ativa a via de sinalizagdo WNT candnica. wnt3a mostra uma
expressao confinada na PSM mais posterior e no botdo caudal (Aulehla et al. 2003). Isso levou
a proposta de que, a medida que as células deixam a regido do botdo caudal, a producdo de
proteina Wnt3a termina. Assim, comparavel a situacdo para Fgf8, foi sugerido que conforme
as células deixam o botdo caudal, os niveis da proteina Wnt3a diminuirdo e, assim,
estabelecerdo um gradiente de disponibilidade do ligando Wnt3a (Aulehla & Pourquié, 2010).
A principal exigéncia para formacdo deste gradiente é que as células devem deixar a zona em
que o ligando (MRNA e/ou proteina) é produzido exclusivamente, neste caso, o botdo
caudal. Depois que as células passarem por essa etapa, a concentra¢dao do ligando diminui
com o tempo. O mRNA de B-catenina, o principal mediador da sinalizacdo Wnt candnica,
apresenta uma expressao bastante uniforme na PSM de embrides de ratinho. Um gradiente
anterior-posterior de proteina B-catenina foi observado na PSM, fornecendo evidéncia da
existéncia de um gradiente de sinalizacdo Wnt / B-catenina em embrides de ratinho (Aulehla

e Pourquié, 2010).

O estado de diferenciacdo parece ser controlado pelo sistema de gradientes de sinalizacdo
(Figura 1.3). A sinalizagdo FGF/Wnt sdo responsaveis por manter as células nos tecidos mais
posteriores num estado indiferenciadas e proliferativas por um alto nivel de ativacdo destas
vias e assim ativar a diferenciacdo apenas quando atingem o limiar apropriado de atividade
de FGF/Wnt que se encontra localizada na parte mais anterior da PSM (Dubrulle e Pourquié,
2004). Oposto a esses gradientes estd o acido retindico (AR) produzido pela enzima
retinaldeido desidrogenase 2 (Raldh2) (Blentic et al., 2003). Durante a somitogénese, raldh2 é
expresso nos somitos e na parte mais anterior da PSM (Kam et al., 2012; Oates et al., 2012), e
um gradiente anterior para posterior de AR é assim estabelecido, induzindo a diferenciacao
das células na PSM. Juntos a combinacdo desses dois gradientes AR e FGF / Wnt definem a

frente da onda e a localizag¢do correta da fenda do préximo sémito a formar (Bailey,2015).
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Figura 1.3- Reldgio molecular e frente de onda. Representacdo da parte caudal do embrido de peixe-zebra com
indicagdo dos locais na PSM onde opera o reldégio e a frente de onda. A frente de onda (ou frente de
determinacdo) é representada entre o gradiente do acido retindico (AR) e gradiente oposto FGF e Wnt. A Azul
esta representada a PSM indeterminada e a vermelho a PSM determinada para a formagdo de sémitos (adaptado
de Oates et al., 2012).

Essa mudanca de desenvolvimento é acompanhada por varias mudancas importantes ao nivel
molecular e morfoldgico. Ao nivel molecular, quando as células passam na frente de
determinacgdo, varias mudangas transcricionais ocorrem, por exemplo, aexpressao
de mesp2 (um fator essencial no estabelecimento do pré-padriao segmentar, definindo a
futura posicdo do limite do sémito) é ativada em resposta a um sinal periédico que se acredita
ser fornecido pelo relégio de segmentacdo (Aulehla & Pourquié, 2010). Além disso, varios
marcadores da PSM posteriores (por exemplo, msgnl e tbx6) sdo concomitantemente

reprimidos nessas células.

A acdo combinada do reldgio e da frente de onda resulta na ativacdo de genes segmentares
especificos numa faixa de células na PSM anterior, que definem o padrdo segmentar inicial
em gque a morfologia do sémito é construida. Assim, o comprimento e a taxa de formacgao do
somito dependem da frequéncia com que o relégio estd a oscilar e da velocidade com que a

frente de onda migra (Oates et al., 2012).
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1.2.2 Sinalizagao Notch-Delta na somitogénese

A via de sinalizacdo Notch-Delta é uma via de comunicac¢do celular com multiplas funcées no
desenvolvimento de vertebrados e que é filogeneticamente conservada (Oates et al, 2012).
Em mamiferos esta via de sinalizacdo é composta por quatro recetores (Notch 1,2,3,4) e cinco
ligandos (Delta-like 1,3,4 e Jagged1,2), todos eles proteinas transmembranares (Suéur et al,
2020). A ativagdo desta via ocorre através da interagdo direta entre recetor e ligando entre

células adjacentes (Figura 1.4).
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Figura 1.4- Esquema da via de sinalizagdo Notch-Delta. Apds a ligagdo do ligando (ex. Delta) ao recetor ocorre
um processo de clivagem, o dominio intracelular Notch (NICD) libertado desloca-se para o nucleo, onde forma
um complexo de ativagdo transcricional induzindo a transcricdo de genes alvo (Kume, 2009).

Apods a ligacdo do ligando ocorre a clivagem do dominio intracelular do recetor Notch (NICD-
Notch intracelular domain) pela acdo de um complexo enzimdtico que envolve uma secretase
(Borggrefe & Oswald, 2012). Consequentemente esse dominio migra para o nucleo e age
como um co-ativador transcricional, ou seja, ndo liga diretamente ao DNA para ativar a
transcricdo, mas heterodimeriza com proteinas ligadas ao DNA e assim ativa a expressao dos

genes alvos de Notch.
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A sinalizagdo mediada pela via Notch que esta envolvida em diferentes mecanismos e
apresenta um conjunto de genes alvos nomeadamente genes da familia hes (Hairy/Enhancer
of Split) e her (Hes-related repressor) (Weber et al., 2015). Os genes hes e her sdo expressos
dependendo do tecido ou da célula em que o recetor Notch é ativado. Nos mamiferos ja sao
conhecidos 7 genes hes (zhou et al., 2015) e 3 genes her (Weber et al., 2015) todos estes genes
codificam para fatores de transcricdo com dominios basicos hélice-base-hélice (bHLH) que se
ligam ao DNA com alta afinidade. Estes fatores formam homodimeros para reprimem a
transcricdo de outros genes o que ird permitir a diferenciacdo entre células, mas também
podem formar heterodimeros (Hes-Her) constituindo repressores transcricionais ainda mais

potentes (Fischer & Gessler, 2007).

O sistema de sinalizacdo Delta-Notch é uma via de comunicacdo célula-célula com multiplas
fun¢des no desenvolvimento embriondrio e em doencgas (Lai, 2004). Uma das fungdes do
Notch é promover o desenvolvimento de um determinado tipo de célula ou regido do corpo,
muitas vezes induzindo a expressao de moléculas reguladoras de agdo positiva. Em muitos
desses casos, a sinalizagdo Notch cria um novo tipo de célula como resultado de interagbes
célula-célula na fronteira entre populacdes de células distintas. Isso as vezes é referido como
sinalizacdo Notch "indutiva" e contrasta com o papel "inibitério" de Notch, onde a sinalizagao
Notch reprime um determinado destino celular entre as células (Lai, 2004). Sendo assim, a
sinalizacdo Notch exerce seus efeitos através da inibicdo lateral (Figura 1.5-A) e de indugao
lateral (Figura 1.5-B). O mecanismo de inibicdo lateral ocorre quando dentro de um grupo de
células do mesmo tipo, uma Unica célula comeca a diferenciar-se, o ligando ativa a via de
sinalizacdo Notch nas células vizinhas, inibindo a diferenciacdo das restantes células
percursoras que permanecem num estado indiferenciado/pluripotente (Collier et al., 1996).
No caso do mecanismo de indugdo lateral na presenca de ligando, a via Notch é ativada e uma
célula percursora é induzida a adotar um destino celular especifico (Borggrefe & Oswald,

2009).
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Figura 1.5- Mecanismos de ag¢do de Notch-Delta na diferenciagdo celular. A- Mecanismo de inibicdo lateral-
Dentro de um grupo de células do mesmo tipo quando uma Unica célula comega a se diferenciar, o ligando ativa
a via de sinalizagdo Notch nas células vizinhas, inibindo assim a diferenciacdo as restantes células precursoras. B-
Mecanismo de indugdo lateral- uma célula percursora é induzida a um destino especifico. (Adaptado de
Borggrefe & Oswald, 2009).

A sinalizacdo Notch também tem papel importante durante a somitogénese dos
vertebrados. A expressao dos genes ciclicos alvo da via Notch e ativacdao do recetor Notch
sugerem que as células PSM sinalizam umas para as outras a cada ciclo do relégio (Maroto et
al., 2005). Vérios estudos sugerem que a sinalizacdo Notch regula a expressdo genética de
oscilacdo sincrona na PSM e acredita-se que essa sincronizacdo seja alcancada através da
interacdo direta entre a via de sinalizacao Notch-Delta e o loop de feedback negativo da familia
hes / her (Naganathan & Oates, 2020). Esta interagdo ocorre quando o dominio intracelular
de Notch ativa a expressdo de hes / her que por sua vez, reprime a transcricdo do ligando delta

(Figura 1.6).
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Figura 1.6- Modelo de interag6es moleculares entre o oscilador HER e a via Notch-Delta. A ponta de seta aberta
'B' representa o nivel basal de estimulo para o gene dic em todo o PSM na auséncia de atividade do oscilador. O
recetor Notch é expresso de forma ubiqua na PSM. A- Expressao dlc basal (asterisco indica papel de DeltaD que
é limitado ao botdo caudal). B- Tradugdo de mRNA dlic para proteina DeltaC e ativagdo da sinalizagdo Notch. C-
Ativacdo da expressdo dos genes herl e her7. D- Tradugdo do mRNA dos genes herl e her7 para as proteinas
HER1 e Her7 que reprimem a expressao dos proprios herl, her7 e dic. O ciclo retorna para A e se repete. E-
Funcdo intercelular: a célula a direita no estagio C (de cima) ativa a sinalizagdo Notch em uma célula vizinha (a
esquerda) que foi anteriormente retardada em relagdo a célula direita e avanca a fase do estagio A em B,
fornecendo DeltaC exégeno (Oates & Ho. 2002).

A principal fungdo do acoplamento das células da PSM é prevenir a sua dessincronizagao e a
subsequente perda de um padrdo segmentar coerente (Oates et al., 2012). Foi demonstrado
no peixe-zebra, que uma mutacdo na via Notch dessincroniza a expressao genética oscilante
e essa dessincronizacdo pode levar a uma perda da segmentacao coordenada dos sémitos
(Holley et al., 2000 ; Jiang et al., 2000 ; Delaune et al., 2012). Experiéncias em peixes-zebra,
demostraram que as mutacdes em genes que codificam para ligandos de superficie celular da
familia delta, em recetores transmembranares da familia notch ou ainda em componentes da
via de transducdo de sinal do recetor Notch resultam em somitogénese aberrante (Jilich et

al., 2005). Esses defeitos sdo observaveis como sdmitos de formato irregular com limites
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assimétricos bilateralmente e uma perda de polaridade rostro-caudal dentro de cada sémito.
A perda de funcado de deltaD (dId) no mutante after eight (aei), no peixe-zebra, também leva
a interrupcdo da expressdo genética ciclica (Oates & Ho. 2002). A mudanca de limites de
sdmitos normais para limites de sémitos interrompidos é nitida ao longo do eixo antero-
posterior no mutante. Subjacente a este fendtipo morfoldgico, o padrdao da expressdo
genética na PSM perde lentamente sua coeréncia, tornando-se em um padrdao de 'sal e
pimenta' (Jiang et al., 2000; Oates & Ho, 2002). Juntos, esses dados sugerem que a sinalizacao
Notch-Delta é um mecanismo de acoplamento que mantém as oscilagdes das células PSM

sincronizadas localmente.

1.2.3 Mecanismo de feedback negativo

Uma questdo muito discutida é como as oscilagdes de expressdao dos genes do relégio
molecular ocorrem. Experiéncias em peixe-zebra com morfolinos direcionados aos genes her1
e her7 levaram a uma diminui¢ao da sua expressao na PSM e revelaram que eles regulam
negativamente sua prépria expressao e a expressao uns dos outros (Holley et al., 2000; Oates
& Ho, 2002). Com base nesse conhecimento foi proposto um modelo (Lewis 2003) em que os
genes herl e her7 oscilam como resultado de um Jloop de feedback negativo no qual as
proteinas Herl / Her7 atuam nos promotores herl /her7 para inibir sua prépria transcri¢do
(Figura 1.7). Quando o gene é transcrito o mRNA é transportado do nucleo para citoplasma
onde é traduzido em proteina. As proteinas sdo transportadas do citoplasma para o nucleo,
onde ocorre a dimeriza¢do para formar um repressor transcricional. Este repressor liga-se ao
promotor do gene para inibir a expressao do préprio gene. Quando os produtos genéticos
(mRNA, proteina) decaem, a repressao genética é libertada e o ciclo pode comecar novamente

(Oates et al., 2012).
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Figura 1.7- Esquema da oscilagio de expressdo genética com um Joop de feedback negativo. O gene Her / Hes é
transcrito o mRNA é transportado para o citoplasma e traduzido. As proteinas sao transportadas para o nucleo,
dimerizam para formar um repressor transcricional. Este repressor liga-se ao promotor do gene e inibe a sua
prépria expressdo. Quando o mRNA e proteina decaem o ciclo recomega (Oates et al., 2012).

O processo de decaimento do mRNA é um evento chave na manutencao da estabilidade das
oscilacoes da expressdo genética do reldgio (Chen & Shyu, 2011). Tanto no nucleo quanto no
citoplasma atuam multiplos fatores de controle do decaimento do mRNA que monitorizam os
transcritos recentemente sintetizados, ou até o mRNA em tradugdo para garantir
propriedades essenciais para o funcionamento, incluindo integridade estrutural dos produtos
genéticos (Ghosh & Jacobson, 2010). O decaimento do mMRNA inicia-se através da
deadenilagdo por deadenilases especificas em que ocorre o encurtamento gradual da cauda
poli (A) ou também através da clivagem por endonucleases para manter a homeostase celular
(Schmid., et al., 2008). Apds a deadenilacdo, uma via alternativa pode degradar o mRNA. O
exossoma, que é um grande complexo de multissubunidades que atua no nucleo e no
citoplasma, pode mediar o decaimento do mRNA através da sua atividade exonucleolitica
retirando nucleotideos que foram incorporados de forma incorreta (Ghosh, & Jacobson,

2010).
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Os elementos ricos em AU (AREs) sdo regides da sequéncia do mRNA ricas em adenina (A) e
uracil (U) que também atuam controlando o decaimento do mRNA. Alguns mRNA contendo
elementos de ligacdo ricos em AU tendem a desestabilizar transcritos por acdo das proteinas
desestabilizadoras que se ligam essas sequéncias e estimulam a remocgao da cauda poli-A
(Schoenberg & Maquat, 2012). Juntos, os mecanismos de decaimento do mRNA sdo
determinantes importantes da expressao genética e desempenham papéis importantes na

manutencdo da precisdo temporal daas oscilagcdes do reldgio (Ghosh, & Jacobson, 2010).

1.3 Importancia da regidao 3°'UTR na regulac¢do do relégio molecular

O mRNA é uma molécula com sua propria estrutura responsavel pela transferéncia de
informacgdes contidas no DNA até as células de modo a exercerem as suas funcdes (Faure et
al., 2016). Esta molécula é composta por regides codificantes que sdo traduzidas em proteinas
e também por regides ndo traduzidas (UTR — untranslated region), 5'UTR e 3'UTR. O controlo
da traducdo é efetuado pela interacdo de diversos fatores reguladores, podendo ser

ativadores ou repressores da traducdo (Kuersten & Goodwin, 2003).

A regido 3’UTR geralmente contém varios elementos reguladores que governam a expressao
espacial e temporal de um mRNA. Além disso, varios reguladores da traducao sao altamente
conservados e parecem controlar muitos mRNAs diferentes (Kuersten & Goodwin 2003). A
regido 3’'UTR do mRNA tém sido atribuidos varios papéis importantes durante a expressao
genética como a localizacdo do mRNA, uma vez que essa regido pode abranger sequéncias
que permitem: i) que o transcrito seja localizado em regides especificos da célula para efetuar
a traducdo; ii) a instabilidade do mRNA, devido a uma afinidade com diversas enzimas que
degradam mRNA e por proteinas que podem promover ou inibir a degradacdo do RNA, e; iii)
a eficiéncia da traducdo porque as proteinas que se ligam a essa regidao irdo influenciar a

capacidade do ribossoma se ligar ao mRNA (Misquitta et al., 2001).

Aregido 3'UTR também regula a expressao genética através da ligacdo de proteinas de ligacao
a RNA (RBPs). RBPs ligam-se a elementos de 3'UTR e executam as fung¢des 3'UTR por meio do
recrutamento de proteinas efetoras. Como os RBPs interagem com diversas proteinas

efetoras, cada elemento regulador 3'UTR tem o potencial de realizar varias funcGes diferentes,
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dependendo do tipo de célula ou estado celular. Assim, as consequéncias bioldgicas mediadas
por 3'UTRs dependem das fungdes das proteinas efetoras. Por exemplo, a desestabilizagdo do
mRNA ¢é alcancada através de RBPs que recrutam deadenilases, enquanto a repressao
translacional é realizada por RBPs que recrutam enzimas de remocgao da estrutura CAP

(capping) que protege o mRNA da degradacdo (Mayr, 2017).

Os miRNAs sdo uma familia de pequenos RNAs ndo codificantes, aproximadamente 21
nucledtidos de comprimento que regulam a expressao genética de uma maneira especifica de
sequéncia (Vohradsky et al, 2010). Ha varias evidéncias experimentais de que
os microRNAs (miRNAs) mostram diversos padrées de expressao e regulam uma ampla gama
de processos biolégicos como apoptose, metabolismo, desenvolvimento e proliferacao
celular (Xie et al., 2007). Os miRNAs atuam ligando-se a regido 3 'ndo traduzida (3'UTR) de um
mRNA, afetando a estabilidade e a traducdo do mRNA alvo (Vohradsky et al., 2010). Foi
demonstrado que o miRNA pode ligar-se ao mRNA para formar um complexo de
silenciamento resultando em repressdo translacional (Xie et al.,, 2007). Estudos recentes
também sugeriram que, além de reprimir a tradugdo, os miRNAs também atuam como
reguladores negativos que causam uma diminuicdo na concentracdo de mRNAs alvo através
do encurtamento da cauda poli A (Guo et al., 2010). Outros estudos revelaram que os miRNAs
sao usados de forma ubiqua para regular a degradacao do mRNA durante o desenvolvimento
embrionario e que a maioria dos miRNAs sdo expressos de maneira altamente especifica para

o tecido durante a segmentacao (Xie et al., 2007).

Lunatic fringe (Lfng) é um dos genes ciclicos envolvidos na segmentacdo do somito em
ratinhos. A transcricdo de Lfng é ativado pela via Notch e a sua expressdo oscila de forma
sincronizada no PSM posterior com um ciclo de 2 hora (Nitanda et al., 2014). A regido 3’UTR
do Lfng é evolutivamente conservado e pode regular o tempo de meia-vida do RNA (Riley et
al., 2013). Uma possivel forma de ocorrer essa regulacdo pode ser através de miRNAs
direcionando a repressdo pos-transcricional de genes codificadores das proteinas,
promovendo o turnover de RNA e / ou diminuindo a eficiéncia da tradugdo dos seus
transcritos alvos (Riley et al., 2013). Riley e colaboradores identificaram um miRNA (mir-125a-
5p ) que é enriquecido na PSM e tem como alvo sequéncias conservadas filogeneticamente
naregido 3’ UTR do Lfng de embrides de galinha e ratinhos. Inibindo a fungdo mir-125a-5p ou

prevenindo intera¢des entre mir-125a-5p e transcritos enddgenos de Lfng a somitogénese é
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perturbada e a fungdo do relégio na PSM de embrides de galinha em desenvolvimento é
interrompida (Riley et al., 2013). Esses dados apoiam a hipdtese de que a regulacao de genes
oscilatorios por miRNAs pode fornecer um mecanismo para o controle pds-transcricional do

relégio de segmentacao.

O miR-9 é um miRNA altamente conservado, expresso predominantemente no sistema
nervoso central (SNC) do embrido em desenvolvimento (Bonev et al., 2012). Bonev e
colaboradores investigaram se o miR-9tem um papel no controle da estabilidade
do mRNA de hes1 e se tem um papel importante na oscilacdo de Hes1 através da utilizacdo de
um reporter incorporado aregidao 3'UTR de Hesl (lucHesl 3'UTR WT) ou carregando uma
mutacdo na regido complementar de miR- 9 (lucHes1 3'UTR Mut) (Bonev et al., 2012). Neste
trabalho demostraram que o miR-9 regulaa expressio do mRNA de hesl diretamente,
promovendo sua degradagdo, e que tanto a super-expressao de miR-9 quanto a falta de miR-
9 diminui as oscilagdes de Hes1, ou seja, que a regulacdo do miR-9 é importante para permitir

o padrdo de expressao oscilatério de Hes1.

Gallagher e colaboradores (Gallagher et al., 2017) demostraram que Pnrc2 é necessario para
uma rapida degradacao de transcritos ciclicos durante a segmentacao de vertebrados. Pnrc2
foi descrito como uma proteina adaptadora da maquinaria de decaimento de mRNA que
promove a decaimento do mRNA contendo um coddo de terminacdo prematuro (PTC).
Demonstraram ainda que a regido 3'UTR do her1 confere instabilidade do mRNA dependente

de Pnrc2.

Para identificar caracteristicas do 3'UTR de herl que sdo criticas para o decaimento mediado
por Pnrc2, Gallagher e colaboradores (Gallagher et al., 2020) desenvolveram uma série de
linhas de peixe-zebra transgénicos contendo repdrteres indutiveis que transportam diferentes
regioes do 3'UTR. Descobriram que os 179 nucleotideos (nts) terminais do 3'UTR de her1 sdo
necessarios e suficientes para conferir instabilidade rdpida. Além disso, mostraram que o
3'UTR de outro gene ciclico, deltaC (dlc), também confere instabilidade dependente de
Pnrc2. Fizeram uma analise do motivo de ligacdo e revelaram que o 3'UTR tanto de herl
quanto do deltaC contém elementos de ligacdo Pumilio (PREs) e elementos ricos em AU (AREs)
localizados no terminal da regido 3'UTR. A mutacdo do motivo PRE ou ARE interrompe

parcialmente o efeito desestabilizador do her1 3'UTR num mRNA repdrter, e a mutagao do
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PRE e ARE interrompe gravemente o efeito desestabilizador, sugerindo que o PRE e ARE

contribuem para a rapida renovagdo dos transcritos.

1.4 O peixe-zebra como modelo experimental no estudo do relégio molecular

O peixe-zebra (Danio rerio) é um vertebrado que pertence a familia Cyprinidae (Reed et al.,
2011) (Figura 1.8). Apresenta um corpo fusiforme, cabeca relativamente curta e boca
direcionada para cima, sendo que o seu comprimento corporal (medido desde a boca até a
ultima vertebra do peixe) aproximadamente 3cm (Wixon, 2000). Em ambiente laboratorial
pode sobreviver entre 4 a 5 anos (Schilling, 2002; Spence et al., 2008). O nome comum
atribuido a esta espécie é devido a coloracdo que apresenta, com 5 riscas longitudinais azuis-
escuros e prateadas que se estendem até a barbatana caudal. A coloragao do peixe-zebra
pode ser alterada como estratégia de camuflagem para evitar predacdao ou em situacdes de

stress (Schilling, 2002; Spence et al., 2008).
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Figura 1.8- Imagem representativa de peixe-zebra adulto. A- Peixe-zebra macho adulto mais alongado e na
idade reprodutiva apresenta barbatana anal mais amarelada. B- Peixe-zebra fémea apresenta um corpo mais
arredondado devido ao desenvolvimento de dvulos no ovario (Imagem criada em BioRender.com.).



Na maturidade sexual, o dimorfismo sexual desta espécie é facilmente visivel sendo que os
machos apresentam uma barbatana anal maior e mais amarelada (Figura 1.8-A), e sdo mais
alongados em comparacdo com as fémeas. No periodo de reproducdo, a diferenciacdo sexual
entre machos e fémeas torna-se mais evidente pois a fémea apresenta um corpo mais
arredondado (tém abdémen mais cheio devido ao desenvolvimento de évulos nos ovarios)

(Figura 1.8-B) (Reed et al., 2011).

O peixe-zebra tem um ciclo de vida curto, atingindo a maturidade sexual por volta de 3-6
meses e geralmente produz um elevado numero de ovos. O padrao de atividade circadiano
do peixe-zebra é idéntico ao dos mamiferos, eles estdo ativos durante o dia (relacionado a
reproducdo e alimentacdo) e descansam a noite (Reed et al., 2011). Quando o peixe-zebra
atinge a maturidade sexual e reiine as condi¢des necessdrias para reproducdo, podem realizar
desova diaria (Lawrence, 2007). A desova nesta espécie tende a suceder nas primeiras horas
de luz. As fémeas desta espécie podem poér centenas de ovos numa Unica desova, e 0s ovos
sao libertados diretamente no fundo do tanque, ocorrendo posteriormente a fertilizagao pelo
macho (Spence et al., 2008). Esta espécie apresenta uma maturagao rdpida, sendo assim, pode

originar milhares de descendentes geneticamente semelhantes.

Para definir um padrdao do desenvolvimento do peixe-zebra foram estabelecidas fases do
desenvolvimento em que é possivel identificar diferentes caracteristicas morfoldgicas
(Kimmel et al.,, 1995). De acordo com as caracteristicas que o embrido de peixe-zebra

apresenta estes foram divididos em 7 fases principais do desenvolvimento.

A primeira fase é a fase do zigoto (Figura 1.9-A) que compreende o periodo entre a fertilizacdo
do ovulo pela manha e a primeira divisdao celular que demora cerca de 40 minutos &
temperatura de 28.5° C (Kimmel et al., 1995). A fase de Clivagem (Figura 1.9-B) é caracterizada
por divisao da célula inicial gerando novas células e comeca com o estadio de 2 células até ao
estadio de 64 células com uma duragdo de 95 minutos. Apds a primeira divisdo, as células
dividem-se em intervalos de cerca de 15 minutos. As seis divisdes que compdem este periodo
frequentemente ocorrem em orientacdes regulares de forma sincrona (Kimmel et al., 1995).
Posteriormente os planos de divisdo passam a ser irregulares e assincronos o que da inicio a
fase seguinte que é a Blastula (Figura 1.9-C). Nesta fase as divisdes celulares irregulares levam

a formacdo de um blastodisco (pequena camada de células presente na superficie da gema do

25



embrido). Esta fase refere ao periodo em que o blastodisco comeca no estagio de 128 células,
e procede até o momento do inicio da epibolia (Kimmel et al., 1995). As células do blastodisco
organizam-se e separam-se do saco vitelino e comecam a formar a camada vitelina sincicial
(do inglés Yolk Syncytial Layer-YSL) que desempenha um papel importante na difusdo dos
nutrientes desde o vitelo (Kimmel et al, 1995). O inicio da epibolia é marcado pelo
estreitamento e alongamento tanto da YSL como do blastodisco, de modo a englobarem as

células vitelinas e continua durante o periodo de gastrulacdo que é a proxima fase.
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Figura 1.9- Fases de desenvolvimento do embrido de peixe-zebra. A- Zigoto antes de ocorrer a primeira divisdao
celular. B- Fase da clivagem onde ocorrem varias divisdes celulares rapidas e sincronas. C- Fase da blastula onde
ocorrem divisdes assincronas e comega a epibolia. D- Fase da gastrula ocorre movimentos morfogenéticos
formando as 3 camadas germinativas. E- Fase da segmentac¢do ocorre formagdo dos sdmitos e a cauda ja é visivel.
F- Fase larval em que o embrido apresenta todas as caracteristicas basicas do desenvolvimento (adaptado de
Kimmel et al., 1995; Barresi, 2020).

O periodo de gastrulacdo (Figura 1.9-D) comeca em 50% de epibolia e este movimento de
extensdo continua até produzir as 3 camadas germinativas e o eixo embrionario (Kimmel et
al., 1995). As camadas germinativas sdo a ectoderme - camada mais superficial que formard o

tegumento adulto e o sistema nervoso -, a endoderme - uma camada mais profunda que
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formara o futuro revestimento do intestino -, e por fim a mesoderme, que é a camada que
fica entre ectoderme e endoderme e formard a camada intermediaria do plano do corpo
adulto (Keller, 2005). Apds atingir 50% de epibolia, aparece o anel germinativo (Figura 1.9-D
seta preta) uma regido marginal espessada ao redor da borda da blastoderme (camada de
células germinativas) que muito rapidamente produz no local uma acumulacdo de células com
uma estrutura organizada ao longo do anel germinativo que é denominada de escudo
embrionario (representada pela seta verde). No final da gastrulacdo com 90% epibolia é
possivel diferenciar que parte do anel germinativo vai dar origem a regido da cabeca e a cauda

do embrido.

A fase da segmentacdo (Figura 1.9-E) comeca 10 horas pés fertilizacdo. Nesta fase os sdmitos
comegam a formar, aparecem os érgdos primarios e o embrido alonga (Kimmel et al., 1995).
As primeiras células comecam a diferenciar morfologicamente e surgem os primeiros
movimentos corporais. Esta fase também é caracterizada pela presenca de uma extremidade
posterior denominada de tail bud formada por tecido mesodérmico que ainda ndo se
organizou para formar os somitos (Kimmel et al., 1995). Conforme a cauda se estende, o
comprimento total do corpo do embrido aumenta muito rapidamente. A medida que a cauda
se alonga, ela endireita-se rapidamente, mas, o endireitamento da cabeca ocorre mais tarde,
durante o préximo periodo de desenvolvimento. O fim da segmentacao é demarcado 24 horas

pos-fertilizacdo e inicia-se a fase da faringula.

Na fase da faringula (Figura 1.9-F) os embriGes de peixe-zebra ja possuem as caracteristicas
basicas, os somitos bem definidos que se estendem da extremidade anterior até a posterior
(Kimmel et al., 1995). Ainda nesta fase comeca o desenvolvimento das barbatanas peitorais,
0 corpo torna-se pigmentado e também o coracdo e o sistema circulatério. A partir dai os
embrides saem do cérion e iniciam a natacdo e nesta altura ja se encontram com a maioria
dos érgaos formados (Fase da Eclosdo). E por ultimo temos a fase larvar em que o peixe ja tem
72 horas pés fertilizagcdo, o corpo desenvolve, a abertura da boca é mais evidente, inicia a

alimentacao, e adquire maior mobilidade por isso nadam de forma mais ativa.

O peixe-zebra tem vindo a adquirir destaque em diferentes dareas de investigacao,
nomeadamente na biologia do desenvolvimento, tornando-se num dos organismos modelo

mais utilizados devido as caracteristicas favoraveis que apresenta em relacdo a galinhas ou
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ratinhos. Os peixes podem ser mantidos em espacos relativamente pequenos, com uma
manutencao facil e de baixo custo, o que ndo acontece com os animais modelo de maiores
dimens&es (Guyon et al., 2007; Lele & Krone, 1996). Mas por outro lado o trabalho pratico
com este organismo modelo torna indispensavel a instalagdao de um biotério com condi¢bes
para garantir o bem-estar animal, reproducdo com sucesso e ensaios experimentais fidveis.
Habitualmente, a manutencdo do peixe-zebra no tanque é efetuada através de sistemas
aquaticos de recirculacdo que ajuda a filtrar o excesso de comida e excrementos para garantir
a qualidade da agua (Avdesh et al., 2012). A temperatura do tanque é geralmente mantida

entre 26-28,5 ° C e as condigdes de iluminagdo sdo 14:10 h (claro: escuro) (Avdesh et al., 2012).

Além das caracteristicas mencionadas acima, esta espécie apresenta também uma elevada
taxa de reproduc¢do durante todo o ano o que permite que os utilizadores obtenham um
grande numero de embriGes para trabalho experimental, sem qualquer limitacdo sazonal. As
fémeas podem desovar a cada 2-3 dias e uma Unica desova podem conter varias centenas de
ovos (Lele & Krone, 1996; Guyon et al., 2007; Lopez-Olmeda & Sanchez-Vazquez, 2011). A
fertilizacdao é externa, o que faz com que os embrides vivos permitam o estudo das influéncias
ambientais sobre o seu desenvolvimento, e também torna o embrido acessivel durante todas

as fases do seu desenvolvimento (Lopez-Olmeda & Sanchez-Vazquez, 2011).

Pelo fato dos embrides serem transparentes e a existéncia de inUmera tecnologia de
manipulagao genética permite a produgdo eficiente de animais transgénicos no laboratério
através de microinjecao através do qual pode ser observado as alteragdes morfoldgicas
mesmo em camadas mais internas do corpo e também realizar filmagens in vivo para
compreender eventos em tempo real (Gilbert, 2019). O rapido desenvolvimento do peixe-
zebra também é uma vantagem deste modelo. Apés 24hpf o embrido ja formou os primdrdios
da maior parte dos drgdos. O peixe-zebra é um vertebrado que partilha imensas
caracteristicas estruturais e fisiolégicas com os seres humanos. Os ortdlogos da maioria dos
genes humanos podem ser encontrados no peixe-zebra (Figura 1.10) e mostram padrdes de
expressao e funcionalidade bastante semelhante (Guyon et al., 2007). Isto faz com o peixe-
zebra seja util para realizar ensaios para caracterizacdo da func¢do de alguns genes relevantes
no desenvolvimento humana, a malformacgdes e situacdes de doenca. Identificar os genes
implicados numa doenga é o primeiro passo para compreender a biologia da anomalia e

projetar uma intervencdo terapéutica bem-sucedida. Os modelos animais, portanto,
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contribuem amplamente para a compreensdo dos mecanismos de doencas e

desenvolvimento de terapias (Van Heyningen, 1997).

Murganhc Galinha

Ser humano Peixe-zebra

Figura 1.10- Genes ortdlogos que o ser humano partilha com outras espécies. Cerca de 73 genes humanos sdo
partilhados exclusivamente com o peixe-zebra (Howe et al., 2013).

O modelo do peixe-zebra permite a utilizacdo de técnicas extremamente Uteis, como por
exemplo Crispr/Cas9, para abordar questBes relacionadas com a funcdo dos genes. A
vantagem de utilizar o Crispr/Cas9 no peixe-zebra é a capacidade e simplicidade de gerar
diversos modelos de mutantes permitindo a geracao de novos modelos de estudo ampliando

assim a pesquisa bioldgica (Hsu et al., 2014).

E de salientar que, mesmo apresentando as vantagens acima mencionadas, este modelo é
ainda assim bastante distinto da espécie humana. Nomeadamente, o peixe-zebra apresenta
diferencas anatdmicas importantes, tais como a auséncia de pulmdes, de tecido mamadrio, da
préstata, e das articulagdes sinoviais. Estes aspetos sdo muito importantes e por isso devem

ser considerados antes de comecar um ensaio experimental usando este modelo.
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1.5 Objetivos do trabalho

Trabalhos feitos anteriormente no laboratério com o objetivo de compreender a relevancia
da regido 3'UTR do mRNA para as oscilagées de expressao genética do reldgio, levaram a
utilizagdo do sistema CrispR/Cas9 para a obtencdo de peixes-zebra contendo dele¢des de
diferentes porgdes da regido 3’"UTR do gene deltaC. Experiéncias preliminares de hibridizacao
in situ em embrides da geracdo F2 mostraram que alguns embrides com 16 horas pds-

fertilizacdo apresentavam uma estabilizacdo do mRNA na PSM.
No seguimento destes resultados, os principais objetivos deste trabalho foram os seguintes:

1. Obtencao de linhas de peixes homozigéticos contendo cada uma das delecdes;
2. Caraterizacdo do impacto das delecdes na expressdo dos genes do relégio molecular;

3. Caraterizagdao do impacto das dele¢des na segmentacdo do corpo do embrido.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Linhas transgénicas de peixe-zebra mutantes

No inicio deste trabalho foi usado peixes da gera¢do F1 em que a regido 3’"UTR do deltaC foi
alterada em diferentes regiGes utilizando o sistema Crispr/cas9 (Figura 2.1). Tinha peixes em
que a segunda porcdo da regido 3'UTR foi alterada (RR2), peixes em que a terceira porgao foi

alterada (RR3) e peixes em que a segunda e terceira porg¢ao foram deletadas (RR2+RR3).
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Figura 2.1- Regiao 3'UTR do gene deltaC no peixe-zebra. Para geragdo de linhas mutantes a regido 3’'UTR do
gene deltaC foi repartida em 3 regiGes diferentes. Cada retangulo representa uma regido regulatéria de 3’UTR.

2.2 Manutenc¢ao do peixe-zebra

O peixe-zebra foi criado a uma temperatura de 28,5 ° C e mantido sob um ciclo de luz de 14
horas e escuro de 10 horas. Os tanques foram limpos diariamente e os animais alimentados 2
vezes ao dia, com uma dieta que variou entre artémia e ragdo seca comercial, garantindo uma
boa nutricdo que é um aspeto fundamental na manutencdo desta espécie e também muito

importante para sua reproducao, crescimento e desenvolvimento.

2.3 Extracao de DNA gendmico a partir de um corte de cauda de peixe-zebra adulto

Os peixes adultos foram levemente anestesiados com fenoxietanol (100 mg/L) e foi excisado
a regido mais posterior da cauda apds o pedunculo caudal. O recobro dos peixes foi efetuado
em agua do sistema sem anestésico e saturada com ar. Para extracdo do DNA gendmico, o
tecido cortado foi colocado em 200ul de “genome extration buffer” (Tris 10mM pH8.2; NacCl
200mM; SDS 0,5%; EDTA 50mM), contendo 200ng/ml de proteinase K e seguidamente as

amostras foram incubadas a 50° C durante a noite. No dia seguinte adicionou-se 400 pl de

31



etanol 100%, misturou-se por inversdo e incubou-se no gelo por 30 minutos. Seguidamente
as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 14000 rpm (rotagdo por minuto) a 4° C.
Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 800 pl de etanol 70%. Centrifugou-se por 5 minutos
a 14000 rpm a 4° C, retirou-se o sobrenadante e deixou-se o precipitado secar num banho
seco a 37 ° C. Apds totalmente secas, as amostras foram diluidas em 80 ul de TE (Tris-base 1M

pH8 e EDTA 0,5M pH8), incubadas por 5 minutos a 37 ° C e guardadas no frigorificoa 4 ° C.

24 Genotipagem por reagdo de “Polymerase Chain Reaction” (PCR)

PCR é uma técnica laboratorial que permite gerar cdpias de uma regidao especifica do DNA.
esta reacdo é repetida ciclicamente através de uma série de temperaturas, o que possibilita a
producdo exponencial de copias da regido de interesse. Para esta reacdo de pcr foi desenhado
um par de primrs que amplifica toda a regidao 3’"UTR do gene deltaC um primer amplifica no
sentido direto e outro no sentido inverso. Neste trabalho foi feito a genotipagem dos peixes
que eram portadores de uma delecdo da regido 3'UTR do gene deltaC. O objetivo foi
determinar diferengas na somitogénese em embrides mutantes em comparagao com

embrides “Wild Type” (WT).

Para se proceder a genotipagem por PCR, retirou-se as amostras do frigorifico a 4°C, aqueceu-
se no banho seco por 10 minutos a 95°C, incubou-se no gelo por 5 minutos e a reacdo de PCR

foi preparada (Tabelas 2.1 e 2.2).

Tabela 2.1- Reagentes e concentragao final dos mesmos utilizada para a reagao de PCR.

Componentes Concentragao Final
10X PCR buffer 1X

Forward primer 2 uM

Reverse primer 2 uM

dNTPs 2mM

Taq DNA polymerase 0,06 U/ml

Amostra (1 ul) (2 ub)

H,0 -
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Tabela 2.2- Lista dos primers utilizados para realizar PCR

Primers Sentido Sequéncia (5’ -> 3’) Tamanho
(pares bases)
P2 Forward CAGACCCATTTTCCATCCTCTTAAT 25
Reverse GTTCAAGTAATCCTCAGTTTCTGTT 25
P3 Forward CAGGTTCTCTCTGGAACAGTTGATGTC | 27
Reverse CTGGAGCACCTCAAACACCAGTGG 24

Foi planeado o nimero e conteldo das rea¢des de PCR (volume final 10uL) a realizar incluindo
os controlos negativos. Preparou-se uma MasterMix (mistura Unica dos reagentes comuns a
todas as reagdes- Tabela 2.1) num eppendorf de 1,5ml. Essa MasterMix foi preparada com um
excesso de 10% relativamente ao numero de reagdes. Adicionou-se 9 pl de MasterMix e 1 pl
de amostra a cada tubo de PCR previamente identificado. No caso do controlo negativo, foi
adicionado 9 pl da mistura e 1 ul de H,0. Colocou-se os tubos num aparelho de PCR e faz-se

correr o com o seguinte programa de temperaturas definido:

% 95 2C—5min

«» 959C-30seg

** 552C—-30seg [ 34x
s 72 °C—-2min

s 72°C-7min

% 129C (o)

2.5 Eletroforese em Gel de Agarose

A técnica de eletroforese consiste na separacdo de fragmentos de DNA de acordo com o seu
peso molecular, gracas a sua migracdo através de uma matriz sélida por aplicacdo de uma
diferenca de potencial elétrico. Através da utilizacdo de um marcador de peso molecular é

possivel estimar o tamanho dos fragmentos amplificados por PCR.
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Neste trabalho, a eletroforese foi efetuada num gel de agarose a 1% em tampao Tris-acetato-
EDTA 1X (TAE: para 50X adicionar 242g de Tris Base + 57,1 mL Acido Acético glacial + 18,6 g
EDTA em agua). A agarose foi dissolvida, por aquecimento no microondas, num volume de
TAE de modo a ficar a 1%. Posteriormente foi adicionado 2,5 ul da solugdao de SafeGreen
(Nzytech) no gel, misturado e colocado sobre o molde. O SafeGreen é um agente intercalante,
que permite a visualizagdo das bandas dos acidos nucleicos na presen¢a da radiagao
ultravioleta. Quando o gel de agarose solidificou retirou-se cuidadosamente os pentes do
molde, adicionou-se o gel na tina de eletroforese devidamente orientado de acordo com os
polos elétricos e encheu-se a tina com tampao TAE 1X até que o nivel do tampao ultrapassasse

a superficie do gel.

A cada reagdo de PCR adicionou-se 2,4 ul do tampdo OrangeG 5x (OrangeG 0,2% em glicerol
30%) para aumentar a densidade da amostra permitindo que os acidos nucleicos permanecam
no pogo. Carregou-se num dos po¢os 4 pl do marcador de pesos moleculares A-Pstl e a mesma
qguantidade de cada amostra para os restantes pocos. A eletroforese ocorreu a 80V por
aproximadamente 30 minutos. Os resultados foram visualizados no equipamento de sistema

de géis ChemiDoc (GelDoc XR+ Bio — Rad) e a imagem do gel foi guardada.

2.6 Extracdo e purificagdo do DNA Plasmidico para preparagao de Sonda de RNA
Xirp2a
O DNA plasmidico é uma molécula de DNA circular de pequena dimensdo, com capacidade de
autorreplicacdo dentro de uma bactéria. Este processo é outra forma de preparar uma sonda
e ndo é necessario recorrer ao processo de PCR. Este plasmideo tem o promotor de T7 RNA
polimerase que permite preparar RNA a partir de um template de DNA. Neste caso a cadeia
de RNA sintetizada (sonda) é inversa e complementar ao mRNA a identificar. Primeiramente
foi feito a transformacao das células em que foi adicionado a 100 ul de bactérias competentes
(E. coli) no plasmideo de interesse, misturado por inversao, submetido a um choque térmico
(42 °C) por 30 segundos e depois 10 minutos no gelo. Posteriormente foi adicionado 800 ul de
meio de cultura SOC (sem antibidtico) a cada tubo (controlo e transformadas) e transferido

para as respetivas placas de Petri para incubar a 37°C para o dia seguinte.

34



Para a purificagao do DNA plasmidico contendo a sequéncia do gene, recorreu-se a utilizagdao
de um kit comercial — GenelET Plasmid miniprep Kit (ThermoScientific). Dando seguimento ao
protocolo do Kit centrifugou-se as células transformadas com o plasmideo, o sobrenadante
foi descartado e de seguida ressuspendeu-se o pellet com uma solugao de ressuspensao do
Kit. Posteriormente adicionou-se solucdo de lise, misturou-se por inversao, adicionou-se a
solucdo de neutralizagdo, misturou-se por inversao e centrifugou-se para separar os residuos
resultantes da lise celular. O lisado foi adicionado & coluna de purificacdo e lavado com solucao
de lavagem. Depois destes processos o DNA plasmidico que ficou retido na coluna foi eluido

e armazenado (-20).

Quantificou-se DNA obtido usando o NanoDrop (ThermoScientific). Apds a quantificagao foi
feito a digestdo/linearizacdo de 5ug do DNA plasmidico com a enzima de restricdo Sall
FastDigest (ThermoScientific). Apds a mistura, foi incubado a 37°C por 30 minutos, seguido da
inativagdo da enzima no banho seco a 65°C por 10 minutos. Seguidamente, correu-se 2 pl em

gel de agarose 1% e analisaram-se os resultados.

2.7 Sintese de sondas de RNA de cadeia complementar

O processo de sintese da sonda visa a producdao de moléculas de RNA de sequéncia
complementar ao mRNA enddgeno, a partir de uma sequéncia molde de DNA por reacdo de
transcri¢do in vitro. A sonda é marcada com um hapten (Dig) que permite identificar a sonda
de RNA através do uso de anticorpos. Este RNA complementar funciona como uma sonda que
durante o processo de hibridagao in situ se liga ao mRNA produzido pelo embrido. Para fazer
a sintese da sonda primeiramente foi feito um PCR com os genes de interesse (Tabela 2.3).
Neste caso a amostra utilizada foi o 1 ul de DNA complementar (cDNA) e a reacgdo foi feita
para um volume final de 20 pl. Apds ter o PCR e o plasmideo linearizado procedeu-se
pipetando nesta ordem descrita 2 pl 10x DIG RNA labelling mix (ThermoScientific), 14 pl de
produto de PCR ou do vetor linearizado, 2 ul 10x tampao de transcricdo, 1 ul de inibidor de
RNase (Promega) e 1 pl de T7 RNA polimerase (Nzytech) e incubou-se a 37° C por 2h.
Seguidamente foi adicionado 2 pl de DNase (Promega) e 1 pul de inibidor de RNase e incubou-
se a 37° C por 30 minutos. Apds ter passado esse tempo o RNA foi purificado seguindo o

protocolo do Kit Quick-RNA Miniprep (Zymo Research). No final desta reacdo, uma aliquota
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da amostra foi analisada por eletroforese em gel de agarose de forma a detetar se ocorreu
producdo de RNA. A sonda foi quantificada no Nanodrop e conservada a -80°C até a sua

utilizagao.

Tabela 2.3- Lista dos primers utilizados para realizar sintese das sondas para genes her7 e deltaC. Lista dos
primers utilizados para realizar sintese das sondas para genes her7 e deltaC. O elevado numero de pares e bases
destes primers é devido a adi¢do da polimerase T7 que vai ligar no local especifico do promotor para comecgar a
transcrigao reversa.

Gene | Sentido Sequéncia (5’ -> 3’) Tamanho
(pares bases)
her 7 Forward GAGATTAACCCTCACTAAAGGGAACCTCCACCTGCT ACCTAACAGA 46
Reverse GAGTAATACGACTCACTATAGGGTCAGTTAAGGCCAAGGTCTCCAAA a7
delta Forward GAGATTAACCCTCACTAAAGGGAGTGGCCGGGAATCGTCTCTT 43
c
Reverse GAGTAATACGACTCACTATAGGGGGTCCATCGGCACAGGTCAT 43

2.8 Obtencdo, Recolha e Fixagdo dos embrides

Para a obtencdao de embrides de peixe-zebra, machos e fémeas reprodutores foram separados
no dia anterior a reproducdo. Para isso, usou-se um aqudrio que contém uma barreira de
plastico removivel central que permite a separagdo dos peixes. No dia seguinte esta barreira
foi removida promovendo o contato entre os reprodutores e a consequente fertilizacdo.
Seguidamente, os ovos foram recolhidos com o auxilio de uma rede e colocados em placas de
Petri contendo meio E3 (para 1L de solugdo foi utilizado 17,4g de NaCl, 0.8g de KCl, 2.9g de
CaClz.2H,0, 4.89g de MgCl,.6H,0 e H,0 miliQ), e imediatamente incubados numa estufa a
28.5°C durante o tempo recomendado para a obten¢do de embrides a diferentes estagios de

desenvolvimento.

Apds obtencdo dos embrides, estes foram descorionados. Em seguida os embrides foram
transferidos para um microtubo de 2mL, o meio em excesso removido e adicionado 2 ml de

formaldeido a 4% (FA) e fixados durante a noite a 4 ° C. No dia seguinte lavou-se os embrides
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aspirando o FA e adicionando imediatamente 1 ml de PBS (NaCl, KCI, KH,PO4, NazHPO4.2H,0)
/Tween deixando atuar por 5 minutos em agitacdo. Essa lavagem foi repetida 3 vezes sob as
mesmas condi¢des. Foi removida a solucdo de lavagem final de PBS/Tween por aspiragdo e foi
adicionado 1 ml de PBS 50%/ Metanol 50% deixando atuar por 5 minutos. O liquido da

lavagem foi aspirado e substituido por 2 ml de metanol 100 % e guardado a —20 ° C.

2.9 Hibridagao in situ

Esta técnica laboratorial tem como objetivo a dete¢do da localizagdo do RNA mensageiro
(mRNA) através da utilizacdo de uma sonda complementar marcada com Digoxigenina (DIG).
Esta técnica foi utilizada para embrides com 11hpf, 14hpf, 18hpf e 32hpf. Este processo
iniciou-se procedendo a re-hidratagdo dos embrides previamente armazenados em 100%
MeOH a -20°C e consistiu numa sequéncia de lavagens com solucdes de metanol em PBT (700
ul de 2:1 MeOH:PBST 1x 15 min, 1:2 MeOH:PBST(PBS + 0,1% Tween) 1x 15 min e 100% PBST
3x 5 min) realizados a temperatura ambiente e com agitacdo. De seguida, procedeu-se a
permeabilizacdo dos tecidos com 200 ul de Proteinase K diluida em PBST para atingir uma
concentragdo de 10 pg/mL. O tempo de digestdo variou consoante o estagio de
desenvolvimento em que o os embrides se encontravam (Tabela 2.4) e este procedimento foi
executado a temperatura ambiente. Depois da digestdo, os embrides foram sujeitos a uma
lavagem em PBST com a duracdo de 1 minuto para parar a reacao e foram fixados em 500 pl
de FA 4% (em PBST) durante 20 minutos com agita¢do, seguindo-se novamente lavagens com
700 ul de PBST, 4 vezes durante 5 minutos com agitacdo de forma a retirar o fixador. Apds
estas lavagens, os embrides foram incubados em 400 pl da solucdo de hibridagdo (Hyb)
constituida por 50% Formamida, 5x SSC, 0,1% Tween-20, Acido Citrico 1M pH=6, 50 pg/mL
Heparina, 500 pug/mL de tRNA e completar o volume com H0. Esta incubacdo teve a duragdo
de pelo menos 2 horas e foi realizada a temperatura de 70°C. Seguidamente, esta solucdo de
Hyb foi descartada e substituida por 200 pl de solugdo de hibridagdo contendo 1 ng/ pL de

sonda de RNA antisense e os embridoes foram incubados a 70°C durante a noite.
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Tabela 2.4- Tempos de digestao com Proteinase K usado nos diferentes estadios de desenvolvimento de
embrides de peixe-zebra.

Estadio de desenvolvimento Tempo de digestdao com Proteinase K
Blastula ou Gastrula 30 segundos

Somitogénese inicial 1 minuto

Somitogénese tardio (14 a 22 sémitos) 5 minutos

24 horas p0s fertilizagao 15 minutos

36/48 horas p0s fertilizagdo 30 minutos

No dia seguinte, procedeu-se a remoc¢ao da sonda e foram feitas lavagens com solugdes de
solucdes de SSC (0.2 e 2X) e Hyb (sem heparina e tRNA) aquecidas durante a noite a 70°C (700
pl de 100 % Hyb, 2:1 Hyb:2xSSC 15 min, 1:2 Hyb:2xSSC 15 min, 2x SSC 15 min, 0.2x SSC 2x
30min) de forma a eliminar a sonda que nao tenha hibridado com o RNA de interesse.
Seguidamente, os embrides foram lavados a temperatura ambiente e com agitagao com 700
pl de 2:1 0.2xSSC: PBST durante 10 min, 1:2 0.2xSSC: PBST por 10 min e finalmente com PBST
por 10 min. Depois deste procedimento, os embrides foram incubados em 500 pl de solugao
de blogueio constituida por 2% de soro de cabra e 2 mg/ml BSA (albumina de soro bovino)
diluidos em PBST, entre 1 a 4 horas a temperatura ambiente. Este procedimento visou
bloquear possiveis locais de ligacdo do anticorpo aumentando a sua especificidade para
digoxigenina presente nos acidos nucleicos marcados das sondas de RNA. Apds passar este
tempo de incubacdo, a solucdo de bloqueio foi removida, os embrides foram depois incubados
na mesma solucdo de bloqueio, mas a qual se adicionou o anticorpo anti-DIG-AP

(ThermoScientific) diluicdo de 1:5000 e ficaram a incubar durante a noite a 4 °C com agitacao.

No dia seguinte a solucdo de anticorpo foi removida e foram efetuadas 6 lavagens sucessivas
a temperatura ambiente e com agitacdo com duracao de 15 minutos cada em 700 ul PBST.
Finalmente, os embrides foram incubados a temperatura ambiente em PBST durante a noite
com agitacdo, com o objetivo a remover o anticorpo em excesso que ndo se ligou a
digoxigenina. De forma a realizar a reacdo de coloracdo para detetar o padrdo de expressao
dos genes, comegou por realizar-se 3 lavagens de 5 minutos cada com 500 pl da solugao

tampdo NTMT, constituida por 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 9.5, 50 mM MgCl2, e 0.1%
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Tween-20. De seguida, removeu-se esta solucdo e adicionou-se aos embrides 300 ul solucdo
de coloragdo com NBT 100mg/ml (Roche) e BCIP 50 mg/ml (Roche) em NTMT. Os embriGes
foram depois incubados a temperatura ambiente, no escuro e a reagao foi controlada por
observacdo a lupa em multiplos momentos. Quando se considerou que a revelagdo se
completou, removeu-se a solucdo de coloracdo e os embrides foram lavados com
1xPBS/50mM EDTA/0.1xTween e guardados a 4 °C. Os embriGes foram posteriormente
lavados em solucbes gradualmente mais concentradas em glicerol (50% glicerol: 50% PBS,
80%glicerol:20% PBS e 100% glicerol) e guardados a 4°C até a altura de proceder as dissecdes

e montagem sobre lamina de forma a prosseguir para a aquisicao de imagem.

2.10 Aquisi¢ao e analise das imagens

Utilizou-se uma lamina concava para colocar os embrides, a aquisicdo e registo de imagens
dos embrides resultante do processo de hibridacao in situ foi utilizada a cdmara Zeiss Axiocam
105 color, acoplada a uma lupa Zeiss, modelo Discovery V12 ligados no computador do
laboratério. Para contagem dos somitos foi feito uma in situ para o marcador das fronteiras
do sémito xin actin binding repeat containing 2a (xirp2a) e foi utilizado o programa ImageJ em
que cada somito foi marcado individualmente atribuindo um ndmero e depois foram
contados. Ainda foi feito a medi¢cdo do tamanho dos sdmitos anteriores (9 a 13) e posteriores
(20-24) da parte mais central do limite de um sémito até a parte mais central do limite do
sdmito seguinte (Figura 2.2) e assim sucessivamente, usando as ferramentas do programa

Imagel (Rueden et al., 2017).

9/ 10.
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Figura 2.2 - Imagem representativa de um embriao de peixe-zebra ilustrando como foram contados e
medidos os comprimentos dos somitos. Os numeros representam cada par de sdmito marcado e os linhas
representam o tamanho de cada somito medido em micrometros (Imagem criada em BioRender.com.).
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2.11 Analise Estatistica

Para analisar se o nimero de sdmitos entre os grupos e se o tamanho dos sdmitos de embrides
com 32hpf feitas nas mesmas condi¢gdes sdo estatisticamente semelhantes ou se sao
diferentes, foi usado o teste ndo paramétricos e a comparacdao multipla do programa
estatistico GraphPad ( www.graphpad.com). Para compara¢do dos embrides da linha RR2 e
RR3 com os WT foi utilizado ANOVA (one-way) enquanto que para comparar os resultados dos
embrides NICD com os respetivos WT a significancia foi calculada pelo teste t de Student e os

resultados sdo significativos para p<0.05.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Estabelecimento de linhas mutantes homozigéticas na regidao 3’UTR de deltaC

Para avaliar o papel da regidao 3’'UTR do gene deltaC (diIc) na somitogénese de embrides de
peixe-zebra foram utilizadas diferentes linhas mutantes, anteriormente geradas por
CRISPR/Cas9, em que a regido regulatéria 3'UTR do gene deltaC foi alterada. A regido 3'UTR
do gene deltaC foi repartida em 3 regides diferentes e definiu-se as linhas mutantes de acordo
com as delecGes efetuadas (Figura 2.1). Os peixes doravante designados por RR1 referem-se
aos mutantes em que a primeira regido do 3’"UTR do gene deltaC foi deletada, os RR2 referem-
se aos mutantes em que a segunda regido foi deletada, RR3 refere-se aos mutantes em que a
terceira regido do 3'UTR do gene deltaC foi deletada, RR2+RR3 refere-se aos mutantes em que
a segunda e terceira regides foram deletadas e os RR1+RR2+RR3 referem-se aos mutantes em

que foi deletada toda a regido 3’"UTR do gene deltaC.

As linhas utilizadas neste trabalho foram apenas RR2, RR3 e RR2+RR3, isto porque, no caso
dos peixes RR1 ndo foi observado nenhuma alteracdo nas avaliagdes preliminares
anteriormente feitas, e no caso de RR1+RR2+RR3, quando estas regides foram removidas os
peixes ndo sobreviveram. Todos os peixes disponiveis para o estudo eram da geracdo F1, ou
seja, resultado do cruzamento entre peixes progenitores machos que foram injetados com
Crispr/cas9 dirigido com fémeas wild-type (WT) (Figura 3.1). Os individuos da gerac¢do F1

resultante podem ou nao ser portadores da mutacgao.

Geragdo F1

% Geragdo FO ) .

Crispr/Cas9 WT

+/- +/-

Figura 3.1- Geragdo F1 de peixes mutantes obtidos por Crispr/Cas9. Os machos adultos foram injetados com
Crispr/Cas9 dirigido e depois cruzados com fémeas do WT para criar uma gera¢do F1 que contém individuos com
uma mutagdo no seu genoma (Adaptado de Santoriello & Zon, 2012).
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O primeiro objetivo do trabalho desenvolvido foi o estabelecimento de linhas mutantes
homozigdticas para posterior avaliagao dos efeitos de cada dele¢ao na regido 3’UTR de deltaC
no desenvolvimento do peixe. Primeiramente foi feita a genotipagem dos peixes F1 (Figura
3.2-A) para determinar quais eram portadores heterozigéticos da dele¢do de interesse para
posteriormente cruzar entre eles (Figura 3.2-B) de modo a obter ter peixes mutantes
homozigdticos (Figura 3.2-C), permitindo assim estabelecer uma linha mutante homozigética

(Figura 3.2-D).

: - % - +/
+/- +/-

= =< < o ==

Figura 3.2- Estratégia para a obtengao de peixes mutantes homozigéticos a partir de animais da geragao F1.

Apds a genotipagem dos peixes F1 (A), os peixes heterozigéticos (+/-) portadores da delegdo serdo cruzados entre
si (B) para a obten¢do de embrides mutantes homozigdticos (-/-) na geragdo F2 (C). Posteriormente, estes serdo
cruzados entre si para se obter uma linha homozigética pura (D) (Adaptado de Santorielloe Zon 2012).

Para isso, recorreu-se a técnica de genotipagem por PCR utilizando pares de primers capazes
de amplificar toda aregido 3'"UTR (Figura 3.3-A). Isto significa que a amplificacdo realizada com
DNA de animais WT dara origem a uma banda com aproximadamente 1300pb, que
corresponde ao comprimento total da regido 3'UTR do gene deltaC. Os portadores
homozigdticos das mutacdes RR2 ou RR3 apresentardo uma uUnica banda por volta de 800pb
(Figura 3.3-B, C) e os portadores homozigéticos de mutacao RR2+RR3, como ndo tem as duas

porcdes da regido 3'UTR, apresentardo uma banda de 500pb (Figura 3.3-D).
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Figura 3.3- Imagem representativa das deleges efetuadas na regido 3'UTR do gene deltaC do peixe-zebra. A:
Regido 3'UTR de deltaC (caixa azul) incluindo o local gendmico que os pares de primers utilizados reconhecem
(P2 e P3). B: Regido 3'UTR com delecdo da RR2. C: Regido3’'UTR com delecdo da RR3. D: Regido3 'UTR com
delegdo das RR2+RR3.

3.1.1 Genotipagem dos peixes mutantes RR2+RR3

Comecou-se por aplicar a técnica de genotipagem a 14 animais RR2+RR3 utilizando o par de
primers P2 e foram obtidas bandas com tamanho por volta de 500pb e/ou 1300pb (Figura 3.4).
O tamanho total da regido 3’"UTR do gene deltaC é de aproximadamente 1300pb e como a
delecdo de cada regido é de aproximadamente 400pb logo, uma banda por volta de 500pb

indica que os peixes sdo portadores da delecdo.

Figura 3.4- Genotipagem dos peixes da gera¢do F1 da delecdo RR2+RR3. Eletroforese em gel de agarose das
reacGes de PCR realizadas com os primers P2 em cada um dos peixes mutantes ensaiados (humerados de 1 a 14).
APstl: marcador de pesos moleculares; C-: controlo negativo, sem DNA gendmico adicionado; Setas azuis: peixes
WT. Setas verdes: peixes homozigdticos.
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Continuou-se com a genotipagem de mais peixes da mesma linha (15 a 27), mas deste vez nao

foi observado nenhuma banda, nem no controlo positivo (WT), e no controlo negativo

~x N

também apenas se obteve um “arrastdao” ao longo do pogo (Figura 3.5).

PSTI 3 16 17 18 19 20 21 22 23 24 X 2% 27 WT  C

UL RN LLL

Figura 3.5- Genotipagem dos peixes mutantes deltaC RR2+RR3. Eletroforese em gel de agarose das reac¢des de
PCR realizadas com os primers P2 em cada um dos peixes mutantes ensaiados (numerados de 15 a 27). APstl:
marcador de pesos moleculares; WT: animal selvagem, controlo positivo; C-: controlo negativo, sem DNA
gendmico adicionado.

Foram feitas varias experiéncias para identificar o problema e optimizar as condi¢bes da
reacao, como por exemplo, utilizacdo de novos reagentes, purificacdo das amostras com o Kit
DNA Clean (Zymo Research) e diminui¢gao do numero de ciclos para 25X. Por ultimo, desenhou-

se novo par de primers (P3) tendo em consideragdo alguns aspectos importantes como:

= O tamanho em pares e bases (pb 18-24) porque primers de tamanho muito curto ou
muito longo podem sem inespecificos (Chuang et al., 2013; Dieffenbach et al., 1993);

= Atemperatura de emparelhamento (56 — 62°C), porque temperaturas muito baixas ou
muito elevadas podem diminuir a especificidade do processo (Dieffenbach et al,
1993);

= A temperatura de melting (Tm entre 65 a 75 °C/ £ 5); se esta for muito baixa é
necessario procurar uma sequéncia com maior quantidade de G e C, ou aumentar o

tamanho do primer (Dieffenbach et al., 1993);
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= A percentagem de guaninas e citosinas (GC) entre 40 - 60 %, porque se essa regidao

possuir muitos AT pode ocorrer emparelhamento incorreto (Chuang et al., 2013).

Tendo realizado nova genotipagem utilizando os primers P3, todos os animais analisados
produziram bandas com tamanho 1300pb (Figura 3.6), o que é compativel com a auséncia de
qualquer delecdo no genoma. Portanto, isto indica que os peixes RR2+RR3 de que
dispunhamos eram todos WT. Para comprovar esse resultado foi feito o cruzamento entre
estes peixes, foram recolhidos embrides com 20 hpf e posteriormente foi feito novo PCR para
genotipagem. Todos os embrides apresentaram um banda correspondente a banda de WT

comprovando que ndo sao portadores da delegao.

Figura 3.6- Genotipagem dos peixes mutantes RR2+RR3. Electroforese em gel de agarose das rea¢Ges de PCR
realizadas com os primers P3 em cada um dos peixes mutantes ensaiados (numerados de 15 a 27). APstl:
marcador de pesos moleculares; WT: animal selvagem, controlo positivo; C-: controlo negativo, sem DNA
gendmico adicionado; Setas azuis: peixes WT.

A linha do mutante RR2+RR3 foi descartada do estudo uma vez que nenhum dos peixes eram
portadores da delegdo e para gerar novamente a linha era preciso fazer um novo Crispr/Cas9
0 que nado seria possivel gerar no tempo disponivel para este trabalho. Deste modo, seguiu-se

apenas com os mutantes RR2 e RR3.
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3.1.2 Genotipagem dos peixes mutantes RR2

Foi feito o estudo por PCR (a partir deste ponto utilizaram-se os primers P3) para identificar
os peixes portadores da delegdo (Figura 3.7). I[dentificaram-se peixes WT (10%), representados
pelas setas azuis, com banda expectdvel de 1300pb, peixes heterozigdticos (52%)
representados pelas setas laranja, com duas bandas, uma de ~1300pb e outra de ~800pb, e
também foi possivel observar peixes homozigéticos (38%), representados pelas setas verdes
com uma banda de ~800pb. Confirmou-se assim a presenca de peixes portadores da delecdo
e estes foram mantidos em tanques isolados para posterior cruzamento e obtengao de uma

linhagem homozigética.

Figura 3.7- Genotipagem dos peixes mutantes RR2. Electroforese em gel de agarose das reacdes de PCR
realizadas com os primers P3 em cada um dos peixes mutantes ensaiados (numerados de 1 a 23). APst/: marcador
de pesos moleculares; C-: controlo negativo, sem DNA gendmico adicionado; Setas azuis: peixes WT; Setas
Laranjas: peixes heterozigétios; Setas Verdes: peixes homozigdticos.

3.1.3 Genotipagem dos peixes mutantes RR3

No seguimento da genotipagem por PCR, confirmou-se a existéncia de peixes RR3 portadores
da delecdo desejada. Observou-se que todos os peixes apresentaram uma banda por volta de
800pb (Figura 3.8). Estas bandas, representadas pelas setas verdes demostraram que os
peixes sdo todos homozigéticos para a delecdo. No caso desta linha em particular houve uma

elevada mortalidade, e os peixes que sobreviveram eram todos machos. Sendo assim, foi
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necessario fazer um cruzamento com animais WT, esperar 3 meses para ter fémeas adultas
heterozigdticas, genotipar e entdao fazer um novo cruzamento para obtencdo de uma linha de

peixes homozigdticos portadores da delecdo para o estudo.

Figura 3.8- Genotipagem dos peixes mutantes RR3. Electroforese em gel de agarose das rea¢des de PCR
realizadas em cada um dos peixes mutantes ensaiados. APstl: marcador de pesos moleculares; C-: controlo
negativo, sem DNA gendmico adicionado; Setas verdes: peixes homozigoticos.

3.1.4 Cruzamentos para obtencao de linhagens homozigoéticas de peixes-zebra
mutantes
Apds a genotipagem selecionaram-se os peixes heterozigdticos para cada uma das mutacoes
desejadas, e o segundo passo foi cruzar estes peixes com o objetivo de obter embrides
homozigdticos (Figura 3.2). Para tal, foi usada uma razdo de 1 fémea para 1 macho que foram
colocados num tanque de reproducdo, isolados dos restantes, para no dia seguinte recolher

0s ovos apos a desova.

A Tabela 3.1 apresenta os cruzamentos efetuados e a percentagem de vezes que ocorreu
desova. Em todos os casos, houve dificuldades em ter embrides. Apesar de existirem animais
homozigdticos para cada uma das mutacgées (RR2 e RR3), quando estes foram cruzados entre
si ndo foi possivel obter embrides, pelo que neste caso suspeita-se que estes animais sao
inférteis. Na tentativa de ultrapassar este problema foram cruzados animais heterozigdticos
com heterozigdticos e foi possivel obter embrides na maioria dos cruzamentos feitos.
Também foram cruzados heterozigbticos com homozigéticos e tiveram embrides, mas numa

percentagem inferior, sobretudo na linha RR2 onde cai para metade. Portanto, concluiu-se
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que os animais homozigéticos por si sé ndo sdo inférteis, mas por algum motivo que
desconhecemos, quando sdo cruzados dois homozigdticos ndo ocorre a desova.
Tabela 3.1- Cruzamentos de peixes mutantes RR2 e RR3 para obtengdo de linhas mutantes homozigoticas.

Nesta tabela estd representado o nimero de vezes que foi feito o cruzamento dos peixes e a percentagem de
vezes em que o cruzamento teve sucesso, ou seja, quando ocorreu a desova.

Mutacdo Cruzamentos Ne total de | Cruzamentos
cruzamentos com desova
RR2 &+ /@ +- 5 80 %
RR2 RR2 &+/ @GP ou @f+-/ @ - |5 40 %
RR2 &-- /- & 3 0%
RR3 @+- /@' +- 13 75 %
RR3 RR3 &+-/ ¢F-- ou G@f+/ @ -- 6 67 %
RR3 @--/-- &' 6 0%

Sendo assim, como nao foi possivel obter linhagens homozigéticas, no restante estudo foram
utilizados sempre embrides resultantes de cruzamentos entre animais heterozigéticos com

heterozigdticos ou heterozigbticos com homozigédticos.

3.2 Caracterizacdo do padrao de expressao do gene deltaC

No trabalho desenvolvido previamente no laboratério, foi observado que em alguns peixes
mutantes (gerac¢do F1) ocorria uma sobre-expressdo de deltaC na PSM. Para comprovar que
esta observacdo se devia a presenca da mutacdo, recorreu-se a técnica de hibridacdo in situ
em embrides em diferentes estadios de desenvolvimento com o objetivo de avaliar o padrao

de expressao do gene ciclico do relégio, neste caso, deltaC.

Em embrides WT, 50% dos embrides com 11hpf (N=12), 50% com 14hpf (N=22), 17% com
18hpf(N=12) o gene estd a ser expresso ao longo da PSM, e nos restantes 50% dos embrides
com 11hpf, 50% com 14hpf, 83% com 18hpf o gene é expresso maioritariamente na PSM

anterior e nos somitos ja formados (Figura 3.9-A).
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Figura 3.9- DeltaC mantém um padrao de expressao dinamico na PSM de embrides gerados de cruzamentos
RR2 e RR3. A — Hibridacgdo in situ de embrides WT com 11hpf, 14hpf e 18hpf respetivamente. B — Hibridagdo in
situ de embrides gerados de cruzamento RR3 com 11hpf, 14hpf e 18hpf. C — Hibridagdo in situ de embrides
gerados de cruzamento RR2 com 18hpf fixados na lamina (vista dorsal). Em ambos os mutantes o gene deltaC
apresenta um padrdo de expressdo dinamico na PSM.

Nos embrides gerados pelo cruzamento de mutantes RR3, em 46% dos embrides com
11hpf(N=13), 14% com 14hpf(N=14) e 50% com 18hpf (N=14), o gene esta a ser expresso em
toda a PSM, e nos restantes 54% dos embrides com 11hpf, 86% com 14hpf, 50% com 18hpf o
gene ndo esta a ser expresso na PSM, mas apenas nos sdomitos formados (Figura 3.9-B). E por
fim nos embriGes gerados de cruzamento RR2 em 64% dos embrides com 18hpf (N=16) o gene
estd a ser expresso em toda a PSM, e nos restantes 36% dos embrides com 18hpf o gene é

expresso maioritariamente na PSM anterior e nos somitos ja formados (Figura 3.9-C).
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O gene deltaC pertence ao conjunto dos genes ciclicos do relégio molecular durante a
somitogénese do peixe-zebra que oscila de forma dinamica e com um periodo de tempo
constante durante o desenvolvimento (Dequéant & Pourquié, 2008). Sendo assim estes dados
demostram que nos embrides que carregam as muta¢des RR2 ou RR3 esta dinamica na
oscilacdo ainda se mantém, ou seja, mesmo na presenca da delecdo de por¢des da regido

3’UTR do gene deltaC, este continua a ter um padrdo de expressao dinamico na PSM.

Apesar de deltaC estar a ser expresso de forma dindmica mesmo na auséncia de uma porc¢ao
da regido 3'UTR, foi possivel observar altercées na intensidade de expressao. Para confirmar
esta observacdo, foi feito hibridacdo in situ de embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento para o gene deltaC com a finalidade de analisar a intensidade do padrdo de
expressao do gene ao longo do desenvolvimento. Os embrides gerados de cruzamentos RR2
e RR3 com 11hpf e 14hpf ndo apresentaram nenhuma alteragao na intensidade do padrao de
expressao do gene em relagdo aos embrides WT (Figura 3.10-A, B, D e E). No caso dos
embrides com 18hpf gerados de cruzamentos RR3, 21% dos embrides apresentaram um
aumento da intensidade do padrdo de expressdo do gene deltaC nos somitos e também na
PSM em comparacdo com o padrdo de expressao do gene no WT (Figura 3.10- C e F), e nos
embrides gerados de cruzamento RR2 37% dos embrides apresentaram este aumento da

intensidade do padrao de expressao comparando com WT (Figura 3.10-C e G).

A sobre-expressdo de deltaC nos mutantes contendo dele¢des na regido 3'UTR, sugere que o
mMRNA possa estar estabilizado. Por esta razao, colocou-se a hipdtese que esta estabilidade
resultaria num aumento do nivel proteico de DeltaC. Fomos entdo analisar a expressao
proteica de DeltaC por imunofluorescéncia, mas, no entanto, ndo conseguimos otimizar as
condicGes para detecdo do anticorpo (Anexo 7.1), pelo que ndo obtivemos informacgdes sobre

alteragdes aos niveis da proteina
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Figura 3.10- Padrao de expressao do gene deltaC em embridoes WT e gerados de cruzamentos RR2 e RR3.
Hibridagdo in situ com sonda que deteta mRNA de deltaC em embrides WT (A-C), RR3 (D-F) e RR2 (G).

3.3 Caracterizacdo do padrao de expressao do gene her7

N3o tendo sido possivel obter informacdes sobre os niveis de proteina DeltaC nos mutantes,
fomos avaliar se 0 aumento de mRNA do deltaC tem um efeito na sinalizagcdo Notch/Delta, ou
seja, se as diferencas do mRNA que foram observadas se repercutiam em diferencas na
atividade da via de sinalizacdo. Para isso, fomos estudar um alvo a jusante que depende da via

em que deltaC participa, neste caso o gene do relégio her7.

Para confirmar se as delecdes introduzidas no gene deltaC do relégio molecular da
somitogénese destes mutantes oscila de forma dinamica determinou-se a expressao do gene
her7 por hibridacdo in situ de embrides em diferentes estadios de desenvolvimento.
Observou-se que em 43% dos embrides WT dos embrides com 11hpf (N=14), 64% com 14hpf
(N=14), 38% com 18hpf (N=13) o gene esta a ser expresso em toda a PSM, enquanto que nos
restantes 57% dos embrides com 11hpf, 36% com 14hpf, 62% com 18hpf o gene apresenta

expressao maioritariamente na PSM anterior e nos sémitos ja formados (Figura 3.11-A).
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Figura 3.11- Her7 mantém um padrdo de expressdo dinamico na PSM de embrides gerados de cruzamentos
RR2 e RR3. A — Hibridagao in situ de embrides WT com 11hpf, 14hpf e 18hpf respetivamente. B — Hibridagao in
situ de embriGes gerados de cruzamento RR3 com 11hpf, 14hpf e 18hpf. C — Hibridac¢do in situ de embrides
gerados de cruzamento RR2 18hpf fixados na lamina. Ambos os casos o gene apresenta um padrao de expressao
dindamico na PSM.

Nos embrides RR3, todos os embrides com 11hpf (N=9), 43% com 14hpf (N=7), 50% com 18hpf
(N=8) o her7 estd a ser expresso na PSM. Nos restantes 57% com 14hpf, 50% com 18hpf o her7
estd a ser menos expresso na PSM, e a expressdo confinada a PSM anterior (Figura 3.11-B).
Nos embrides gerados de cruzamento RR2 em 65% dos embrides com 18hpf (N=17) o her7

esta a ser expresso em toda a PSM, enquanto que em 45% dos embrides com 18hpf a

Mutantes RR2 (18hpf)
> - 5 v
" % I

expressao do her7 esta confinada na parte mais anterior da PSM (Figura 3.11-C).
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O gene her7 pertence ao conjunto dos genes ciclicos do relégio molecular durante a
somitogénese do peixe-zebra, que oscila de forma dinamica e com um periodo de tempo
constante durante o desenvolvimento (Dequéant e Pourquié, 2008). Estes dados sugerem que
numa elevada percentagem de embrides RR2 e RR3 o gene her7 mantém as oscilagdes, ou
seja, a delecdo destas porcdes da regido 3'UTR do gene deltaC ndo impede a dindmica de

expressao do gene.

Para verificar se a intensidade de expressao do gene her7 estava afetada, fez-se hibridacao in
situ em embrides mutantes em diferentes estadios de desenvolvimento. Os embriGes RR2 e
RR3 com 11hpf e 14hpf ndo apresentaram nenhuma altera¢do na intensidade do padrao de
expressao do gene em relacdo aos embrides WT (Figura 3.12-A, B, D e E). Nos embrides RR3
observou-se, em 12% dos embrides as 18hpf, um aumento da intensidade da expressao do
gene her7 na PSM em comparacdo com a expressao em embrides WT (Figura 3.12-Ce F). Em
embrides RR2, 41% destes apresentaram um aumento da intensidade de expressao

comparando com embrides WT (Figura 3.12-C e G).

WT

RR3

RR2

.M 7 . ‘I’ A

Figura 3.12- Padrao de expressao do gene her7 em embrides de cruzamentos RR2 e RR3. Hibridagdo in situ com
sonda que deteta mRNA de deltaC em embrides WT (A-C), RR3 (D-F) e RR2 (G).
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O facto de se observar um aumento da intensidade de expressao dos dois genes do relégio
deltaC e her7 nos mutantes RR2 e RR3 apenas as 18hpf, e ndo as 11hpf e 14hpf, sugere que
exista uma acumulagdo de transcritos nos estadios mais tardios da somitogénese. Assim,
sugere-se que a transcricdo do mRNA de deltaC oscila, mas este ndao é degradado com a
mesma dinamica que a observada nos embrides WT. No entanto, isto ndo é suficiente para
impedir a variagdo da expressao dos genes deltaC e her7 e, portanto, comprometer a

segmentacado do corpo do embrido.

3.4 Caracterizacao morfoldgica dos embriGes portadores da delegao

Para avaliar se as dele¢des inseridas na regidao 3'UTR de deltaC alteram o numero de sémitos
formados, recorreu-se a técnica de hibridacdo in situ para o gene xirp2a (marcador das
fronteiras do sémito) em embrides com 32hpf (apds a somitogénese completa) resultantes do
cruzamento de RR2 e RR3 de machos e fémeas heterozigdticos. Nos embrides WT as fronteiras
dos sémitos estdao bem definidas com uma marcacao clara para xirp2a (Figura 3.13-A). Foi
utilizado a mesma abordagem para analisar os embrides portadores da delecdo RR2 e RR3.
Nos embrides RR2 e RR3 foi observada uma marcacdo clara e bem definida dos sémitos, &

semelhanca dos WT, indicando que os sdomitos estdao bem formados.

Os sémitos tém um comprimento que é determinado pelo periodo do reldgio e a velocidade
da frente de onda (Oates et al. 2012). Se o reldgio estiver a oscilar mais lentamente,
consequentemente serdo formados menos pares de sdmitos, e se o reldgio estiver a funcionar
mais rapido, formara mais pares de sdmitos. Assim, foi avaliado o numero total de sémitos
em embrides WT, RR2 e RR3. Observou-se uma diminuicdo significativa do nimero total dos
sémitos formados (t-test, p<0.05) nos embrides RR2 e RR3 em rela¢do aos WT (Figura 3.13-B).
A grande variabilidade observada resulta muito provavelmente do fato de ser uma populacao
heterogénea, visto que ndo conseguirmos distinguir pelo fenétipo mutantes homozigéticos e

embrides com fendtipo WT.
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Figura 3.13- Avaliagdo da morfologia e nimero de sémitos em embrides de peixe-zebra gerados de
cruzamentos RR2 e RR3. A - Imagens da hibridagdo in situ para xirp2a de embrides de peixe-zebra com 32hpf. B-
Grafico que mostra o nimero total de sémitos dos embriGes WT (n= 38), mutante RR2 (n=60) e mutante RR3
(n=47). **** p<0,0001, * p<0,05, e ns p>0,05.

Foi determinado também o tamanho dos sémitos pois, se o reldgio esta a oscilar mais
lentamente, por exemplo, teremos menos pares de sémitos e estes tendem a ser de maiores
dimensdes. Foi definido um critério de medicdo para todos os embrides, tendo sido medidos
4 sémitos da porcdo anterior do corpo (sdmitos 9 a 13) e 4 sémitos posteriores (20 a 24)
(Figura 2.2). Os sOmitos anteriores sdo menores nos embrides RR2 (Figura 3.14-A), e nos
embrides RR3 essa diminui¢ao é ainda mais evidente com uma diferenga muito significativo
(t-test, p<0.0001). Em relagdo aos somitos posteriores ndao ha diferenca significativa entre
embrides WT e RR2, mas ha diferenca significativa (p<0,05) entre WT e portadores da delecdo

RR3 (Figura 3.14- B).
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Figura 3.14- Avaliagdo do tamanho dos somitos de embrides de peixe-zebra gerados de cruzamentos RR2 e
RR3 com 32hpf. A- Tamanho dos sémitos anteriores (9 a 13) em micrémetros dos embrides WT (n= 38), RR2
(n=60) e RR3 (n=23). **** p<0,0001, * p<0,05. B- Tamanho dos sdmitos posteriores em micrémetro (20 a 24) dos
embriGes WT (n= 38), RR2 (n=60) e RR3 (n=23). *** p=0.0004, * p<0,05, e ns p>0,05. C — Tamanho do tronco do
embridgo medido desde o primeiro sdmito até a parte final do tronco. **** p<0,0001 e ns p>0,05. D- Grafico
representando a razdo entre o tamanho dos sémitos anteriores e o tronco do embrido. **** p<0.0001 e ns
p>0,05. E - Grafico que mostra a razdao entre o tamanho dos sémitos posteriores e o tronco do embriao.

Como o0s sémitos sdo ligeiramente menores fomos determinar o tamanho do tronco do
embrido, isto porque se os sdmitos sdo ligeiramente menores pode ser que o embrido

também seja ligeiramente menor. Entdo foi medido o tamanho do tronco de cada embrido
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(Figura 3.14-C) desde o primeiro sémito até o final da cauda do embrido. Foi observado que,
sobretudo nos embrides RR3, o tronco do embrido é mais pequeno do que no WT. Também
foi calculada a razdo entre o tamanho do tronco do embrido e o tamanho dos somitos, tanto
anteriores (Figura 3.14-D) como posteriores (Figura 3.14-E) para ver ser essa diferenca é
proporcional. A proporc¢do entre o tamanho do tronco do embrido e o tamanho do sémito
anterior é mantida nos embrides RR2, mas é significativamente menor (p<0.0001) nos

embrides RR3.

Ndo se verificam diferencas significativas (p>0,05) na proporc¢do do tamanho dos sémitos
posteriores relativamente ao comprimento do embrido nos embrides RR2 e RR3 em relagao
ao WT. Sendo o embrido mais pequeno (particularmente os RR3), tem menos tecido e
provavelmente menos numero de células para formar os sémitos e assim e tamanho dos

sdmitos posteriores é menor.

Uma das dificuldades deste trabalho foi a identificacdo de um fenétipo embrionario claro nos
mutantes. Tendo em conta esta dificuldade e para uma melhor interpretacdo destes
resultados, representdmos os graficos em que cada ponto indica um embrido individual

(Figura 3.15).
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Figura 3.15- Caracterizagdo morfologica de embrides de peixe-zebra portadores da delegdo RR2 e RR3 com
32hpf. Os graficos representam o numero total de sémitos (A), o tamanho dos somitos anteriores (B) e
posteriores (C). Estes graficos mostram que a populacdo dos embrides é heterogénea, sendo que cada ponto
corresponde a um embrido analisado.

Estes graficos ddo uma forte indicacdo que temos populagées distintas de embrides (Figura

3.15-A, B e C) uma que provavelmente é constituida por embrides WT e heterozigdticos
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porque o nivel médio desta populagao corresponde ao nivel médio do WT. A outra populagdo
provavelmente é constituida por homozigdéticos. Fazendo uma média somente destes o

tamanho dos sémitos é menor.

Nos embrides RR2 e RR3 o0 mRNA do deltaC aparenta estar sobre-expresso, possivelmente
devido a possuir maior estabilidade. O mRNA de her7 também esta sobre-expresso o que da
fortes indicacdes de que a proteina DeltaC também estara presente em maior quantidade e,
consequentemente a sinalizacdo Notch estd aumentada. Para testar esta hipotese, foi usado
uma linha transgénica em que o NICD esta sobre-expresso apds choque térmico e assim testar
se a sobre-expressao de deltaC e os fendtipos que temos correspondem a um aumento da

sinalizacdo Notch.

3.5 Caracterizagdao morfolégica de embrides NICD (Tg.hsp70:NICD)

Para confirmar se a sobre-expressao de deltaC e os fenétipos que obtivemos correspondem a
um aumento da sinalizagdo Notch, foi utilizada uma linha transgénica (Tg.hsp70:NICD;
doravante designada por NICD) em que a regido NICD do gene notchl é expressa sob o
controlo de um promotor do gene hsp70 induzido por incubacdo a >32 °C. Para tal, foram
recolhidos embrides e submetidos a um choque térmico de 37°C durante 90 minutos no inicio
da segmentacdo (10hpf). Posteriormente os embrides foram recolhidos as 32hpf para andlise
da expressao do gene xirp2a por hibridacao in situ. Esta andlise evidenciara se a segmentacao

é interrompida e se o embrido consegue formar todos os pares de sdmitos.

O fendtipo morfoldgico observado nos embrides NICD (embrides mais curtos e com uma
torcdo no tronco) nao foram observados nos embrides RR2 e RR3. As fronteiras dos somitos
estao bem definidas com uma marcacdo de xirp2a clara, tanto nos WT como nos NICD ativados

(Figura 3.16) e, portanto, os sdmitos estdo bem formados.
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Figura 3.16- Caracterizagcdo morfoldgica de embriGes de peixe-zebra transgénicos NICD. Imagens da hibridacdo

in situ para xirp2a em embrides de peixe-zebra WT e NICD com 32hpf.

Também foi avaliado o numero total de sdmitos formados em cada embrido. N3o foi

encontrada nenhuma diferenca significativa (t-test, p>0.05) no numero total de sémitos

formados entre WT e os embrides NICD (Figura 3.17-A).
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Figura 3.17- Caracterizagdo do nimero e tamanho dos somitos em embrides de peixe-zebra transgénicos NICD.
A- Numero total de sdmitos dos embrides WT (n= 18), e NICD (n=14). ns p>0,05. B- Tamanho dos sémitos

anteriores (9 a 13) em micrdmetro dos embrides WT (n= 6) e embrides NICD (n=6). *** p<0,05. C- Tamanho dos

somitos posteriores em micrometro (20 a 24) dos embriGes WT (n= 6) e embrides NICD (n=6). * p<0,05.
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Mesmo nao apresentando diferenga no nimero total de sémitos formados, foram medidos 4
sdmitos anteriores (9 a 13) e 4 sdmitos posteriores (20 a 24), como anteriormente. Houve uma
diferenca significativa (p<0.05) no tamanho dos sdmitos anteriores nos embrides NICD em
comparag¢dao com os WT (Figura 3.17-B). Em relacdo aos sémitos posteriores também ha
diferenca significativa (p<0.05) entre NICD e WT (Figura 3.17- C). Isto indica que nos embrides

NICD o tamanho dos sémitos é menor do que nos WT.

3.6 Comparagao dos embrides portadores de delecao RR2 e RR3 com os embrides
NICD
O numero total de sémitos formados no peixe-zebra varia entre 30 a 34 pares de somitos
(Dequéant & Pourquié, 2008). No caso dos embrides RR2 e RR3 apresentaram uma diminuigao
no numero total de sdmitos formados (em média 29 pares de sdmitos) em comparagdao com
os embrides WT que apresentaram em média 30 pares de sémitos conforme descrito na

literatura (Figura 3.18-A).
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Figura 3.18- Comparacdo entre o nimero total de sdmitos dos embrides portadores da delegdo RR2 e RR3 e
embrides NICD. A- Numero total de sémitos dos embrides RR2 e RR3. **** p<0,0001, * p<0,05, ns p>0,05. B-
Numero total de sdmitos dos embrides NICD. ns p>0,05.
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Para os embrides NICD o total de sémitos formados foram em média 33 pares de somitos
comparando com os WT submetidos as mesmas condi¢des que formaram em média 34 pares
de sémitos (Figura 3.18-B). No laboratério, os embriGes de peixe-zebra sdo comumente
criados entre 20 ° C e 30 ° C, e sabe-se que a temperatura tem um forte efeito na velocidade
geral de desenvolvimento (Gomez et al., 2008). Visto os embrides NICD foram submetidos a
37° Cisto pode explicar um maior nimero de sdmitos do que os RR2 e RR3. Os embrides RR2,
RR3 e NICD apresentam uma diminuicdo do tamanho dos sdmitos anteriores comparando

com os WT (Figura 3.19-A e B).
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No caso dos embrides RR2 os sdmitos anteriores apresentaram menos ~2 um (43um) do que
os WT (45 um), mas nos embrides RR3 essa diminuicdo é mais evidente, estes apresentaram
menos ~7 um (38um) do que os WT. Os embrides NICD também apresentaram sémitos ~7 um

(33um) menores do que os WT correspondente (40 um).

Em relacdo aos sOmitos posteriores, estes também apresentaram uma diminuicdo no
tamanho dos sémitos (Figura 3.19-C e D). Os embriGes RR2 ndo apresentaram diferencgas no
tamanho dos sémitos posteriores em relacdo ao WT, mas os RR3 apresentaram uma
diminuicdo de ~ 1.5 um em relagdao ao WT (26.5 um). Os embrides NICD apresentaram uma

diminui¢dao de ~ 4 um em relagao ao WT correspondente (29 um).

Foi calculada a razao da média do tamanho dos somitos dos mutantes (RR2, RR3 e o NICD) e

o tamanho dos sémitos dos WT correspondentes (Figura 3.20).
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Figura 3.20- Visualiza¢ao do tamanho dos somitos em diversos mutantes relativamente ao WT. Grafico que
representa a razdo entre a média do tamanho dos sémitos anteriores (A) e posteriores (B) dos embrides RR2,
RR3 e do NICD relativamente a embrides WT.

No caso dos sdomitos anteriores (Figura 3.20-A), para os embrides RR2 o tamanho dos sémitos
destes é igual ao tamanho dos sdmitos anteriores do WT. Para os embrides RR3 o tamanho
dos sdmitos destes é aproximadamente 80% do tamanho dos sdémitos anteriores do WT. Para
os embrides NICD o tamanho dos sdomitos destes é aproximadamente 80% do tamanho dos

somitos anteriores do WT. Isto sugere que a razao para a diminui¢cdo do tamanho dos sémitos
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nos embrides RR3 pode ser a mesma razdo responsavel pela diminuicdo do tamanho dos
sémitos nos embrides NICD. Ou seja, esta diminui¢do pode ser devido ao mesmo mecanismo.
Para os somitos posteriores (Figura 3.20-B), nos embrides RR2 o tamanho dos sdmitos destes
é igual ao tamanho dos sémitos posteriores do WT. Nos embrides RR3 o tamanho dos somitos
destes é aproximadamente 92% do tamanho dos sémitos posteriores do WT. Nos embrides
NICD o tamanho dos sémitos destes é aproximadamente 85% do tamanho dos sémitos

posteriores do WT.

Nos embrides portadores da delecdo RR3 observdmos alteracdes semelhantes ao que se
verifica nos transgénicos NICD em que o Notch estd sobre-expresso. Isto sugere que as
alterac¢des observadas nos embrides mutantes deltaC RR3 sdo derivadas da sobre-ativacdo da

via Notch-Delta.
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4. Conclusoes

No presente trabalho pretendeu-se compreender a relevancia da regidao 3'UTR do mRNA de
deltaC para as oscilagdes de expressao genética do relégio da somitogénese. Para isso, foi feita
uma caracterizacdo morfolégica dos embrides de peixe-zebra mutantes RR2 e RR3,
caracterizagao do padrao de expressao do mRNA do gene deltaC e do gene her7 nos mutantes
e ainda foi analisado o impacto da sobre-expressao de Notch nos embrides de peixes-zebra

transgénicos.

Através da técnica de hibridacao in situ verificou-se que os genes deltaC e her7 tém um padrao
de expressao dindmica na PSM mesmo na auséncia de por¢bes da regido 3'UTR, mas que
existe sobre-expressao genética, possivelmente devido a estabilizacgdo do mRNA de deltaC.
Nos embrides RR2 e RR3 a segmentacdo ndo é interrompida, mas o numero total de somitos
€ menor e os sémitos anteriores sao ligeiramente mais curtos. Usando uma linha transgénica
em que o NICD estd sobre-expresso observou-se diminuicdo do tamanho dos sémitos como
nos embrides RR3. Isto sugere que o fendtipo observado nos embrides mutantes podera ser

devido a um aumento da via de sinalizagao Notch durante a somitogénese.
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5. Perspetivas futuras

Tendo em conta as dificuldades encontradas neste trabalho e para uma melhor interpretacao
destes resultados o préoximo passo seria a obtencdao de embrides homozigéticos. Com a
hibridagao in situ ndo é possivel quantificar o mRNA por isso sera util fazer um gqPCR que além
de acompanhar a reacdo em tempo real e monitorizar a taxa do aumento de mRNA também
é possivel determinar com precisdo a quantidade de mRNA presente na amostra original. Com

isso sera possivel saber quao mais expresso o mRNA estd nos mutantes em relagcdo ao WT.

Seria importante ver se o padrao de expressdo do FGF8a que é um gradiente que regula o
posicionamento da fenda e determina onde o sdmito vai formar isto porque pode ser que ndo
é o reldgio responsavel por estas alteragdes, mas sim a frente de onda. Caso o FGF8a estiver

aumentado pode ser uma sugestdo do porqué que os somitos sdo menores nestes mutantes.

Outra questdo importante é como estao os niveis da proteina DeltaC. Para isso sera util fazer
um Western blot para ver como estd a ser expresso a proteina, se esta ndo estiver aumentada
pode ser que a proteina estd a ser traduzida em maior quantidade, mas ndo é exposto a
membrana como mecanismo de controlo. Por outro lado, a proteina pode estar aumentada
como se encontra o mRNA, neste caso a regido 3’'UTR nao é sé importante para o decaimento

do mRNA, mas também da proteina.

Seria interessante fazer uma imunoprecipitacdao para determinar se existe uma interacao
direta ou muito préxima entre a proteina DeltaC e outras proteinas, como por exemplo o
DeltaD para tentar perceber até que ponto os outros ligando do DeltaC estdo a contribuir para

segmentacao e dai ver se ha outros mecanismos de compensacao.

Por ultimo, sabendo que os motivos PRE e ARE da regido do 3'UTR dos genes ciclicos
contribuem para a desestabilizagdo do mRNA, uma investigacdao mais aprofundada de como
esses fatores interagem com a maquinaria de decaimento do mRNA, poderd fornecer uma
compreensdao mais aprimorada sobre os mecanismos poés-transcricionais que regulam

expressao dos genes ciclicos.
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7. Anexo

7.1 Imunofluorescéncia para proteina deltaC

Para analisar a quantidade de proteinas delta C produzida os embrides foram descorionados

e recolhidos com 14hpf e 18hpf depois fixados em formaldeido a 4% durante a noite a 4 °C.

Para a imunodete¢do, os embrides foram lavados com 700ul de 75%MeOH/25%PBS,
50%MeOH/50%PBS e 25%MeOH/75%PBS por 5 minutos a temperatura ambiente e em
agitacdo. Seguidamente os embrides foram lavados com 700ul de PBS/0.5% Triton X-100 4X
por 5 minutos também com agitacdo. Posteriormente os embrides foram pré-incubados por
2-4 horas a temperatura ambiente em PBS contendo 0,5% Triton X-100, 2% BSA, 1% DMSO,
10% soro de cabra e depois incubados com anticorpo primario anti-deltaC (1:50) (Wright et
al., 2011) durante a noite a 4 °C. No dia seguinte os embrides foram lavados 6X por 30 minutos
com PBS/0.5% Triton X-100, pré-incubados por 2-4h & temperatura ambiente em PBS
contendo 0,5% Triton X-100, 10% soro de cabra e depois incubados com anticorpo secundario
(IgG 488 anti-coelho 1:400) durante a noite a 4 °C. No dia seguinte os embrides foram lavados
6X por 30 minutos com PBS/0.5% Triton X-100 e a coloragdo foi observada ao microscépio

Zeiss.

Figura 7.1: Imunofluorescéncia de embries de peixe-zebra com 18hpf. A- Fotografia em campo claro. B- Embrido em A,
evidenciando autofluorescéncia. C- Embrides com autofluorescéncia. A imunofluorescéncia nao funcionou e sé foi possivel
observar a autofluorescencia do yolk.
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