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4 - RESULTADOS

Neste trabalho experimental realizou-se uma andlise para microarray que foi
complementado com a histologia. Assim sendo os resultados estdo organizados de

acordo com estas duas técnicas.

4.1 - MICROARRAY

A qualidade do RNA utilizado para a realizacdo do microarray € de elevada
importancia. Deste modo, diversas andlises foram efectuadas as amostras para verificar
se a qualidade das mesmas era adequada. As amostras que falharam esta avaliacdo ou
que ndo possuiam valores minimamente aceitaveis foram eliminadas, pois a integridade

da amostra (p.e. degradado) induz erros nos resultados do microarray.

4.1.1 — Quantificacio do RNA

O pré-requisito absoluto para a obtencdo de dados reprodutiveis e de confianca € a
elevada qualidade da amostra de RNA a utilizar. Para estudos de expressdo genética,
pelo procedimento standard, sdo necessdrias 1 pg de RNA total, mas se houver
limitacdes na obtencdo de material bioldgico, pode-se usar o procedimento para
pequenas amostras uma vez que este reduz essa
quantidade para valores tdo baixos quanto 50 ng
de RNA total. Para RNA de elevado grau de
pureza a razdo das absorvéncias a 260 e 280nm
(Ax60/Azg0) deve ser entre 1,8 e 2,1.

Ap6s extraccdo do RNA das amostras de

pele/escamas dos peixes controlo e sujeitos a

tratamento, estimou-se a sua concentragﬁo € grau

B B

de pureza utilizando o espectrofotémetro  Figura 7 — Imagem ilustrativa

d fotd NanoDrop.
NanoDrop® ND-1000 (Figura 1). o0 espectrofotémetro NanoDrop
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A qualidade do RNA nessas amostras € analisada usando o RNA 6000 Nano Assay do
Agilent 2100 Bioanalyzer.
Se o electroforetograma preencher os parametros de qualidade requeridos, procedemos

ao processamento da amostra.

A qualidade das amostras nesta fase do procedimento é muito importante, se 0 RNA
estiver degradado ndo € possivel realizar o microarray, porque este tipo de ferramentas

requer um elevado grau de pureza, de outro modo reverte em erros no resultado final.

A quantidade de RNA presente nas amostras € de elevada importancia para a realizacéo
da hibridacfo, pois s6 as amostras com uma concentracdo de RNA igual ou superior a

50 ng/pul sdo fidveis.

O Agilent Bioanalyser permite uma andlise qualitativa e quantitativa de cada amostra de
RNA. Nas Figuras 8 e 9 esta representada a eletroforese de algumas das amostras de
RNA testadas. As duas bandas correspondem as unidades ribossomais do RNA,

respectivamente 18S e 28S.
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Figura 8 — Anidlise de electroforese (0,8% agarose) para verificacdo da qualidade das
amostras. L) Marcador do peso molecular; 1 a 12) correspondem a amostras de RNA
extraido de pele/escama de peixes diferentes.
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Figura 9 — Andlise de electroforese (0,8% agarose) para verificagcdo da
qualidade das amostras. L) Marcador do peso molecular; 13 a 20)
correspondem a amostras de RNA extraido de pele/escama de peixes
diferentes.

Para além da electroforese, o Bioanalyser apresenta um resumo da qualidade do RNA
total de cada amostra. Por exemplo, a Figura 10 representa dois electroforetogramas de
duas amostras analisadas no Bioanalyser onde se pode ver a diferenca entre uma
amostra de RNA com boa integridade (Figura 10A) e uma amostra com integridade
média (Figura 10B). O primeiro pico dos graficos corresponde a fluorescéncia emitida
pelo marcador e os outros dois picos correspondem a fluorescéncia emitida pelas duas
unidades ribossomais, 18S e 28S respectivamente. Uma amostra de RNA total com boa
integridade tem dois picos bem definidos, que correspondem as unidades ribossomais
mais abundantes, e sem background a sua volta. Para além disso, se uma amostra tiver
boa qualidade tem uma propor¢do 28S/18S perto de 2,1. Por outro lado, se a purificacio
do RNA na3o for eficiente observam-se varios picos e o grafico ndo apresenta

linearidade de um pico para o outro, traduzindo-se numa amostra com baixa integridade.
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Figura 10 - Electroforetograma das amostras de RNA. Os picos demonstram a fluorescéncia do
marcador e as unidades ribossomais do RNA. A e B representam graficos tipo de uma amostra
com boa e média integridade, respectivamente. FU indica a fluorescéncia por segundos.

O electroforetograma da amostra de RNA total representada na Figura 10B indica que

esta possui uma integridade média, o que se traduz num valor de RIN (nimero de

integridade do RNA) de 6,9. Assim sendo, mesmo tendo os picos das unidades

ribossomais uma fluorescéncia pouco elevada, esta amostra é aceitdvel para ser incluida

na hibridacdo do microarray. Por outro lado, na Figura 11 estd representado um

exemplo de um electroforetograma de uma amostra de RNA parcialmente degradada,

pois € possivel observar a existéncia de uma elevada fluorescéncia (FU=15) de fundo

entre 30-45 segundos, incluindo as regides de absorvéncia correspondentes as unidades

ribossomais, logo esta amostra possui um valor de RIN baixo e ndo € aceitavel para ser

hibridada no microarray.

[FU]
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25 30 35 40 45 50 55
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Figura 11 -Electroforetograma das amostras de RNA. Os picos demonstram
a fluorescéncia do marcador e as unidades ribossomais do RNA. FU indica a
fluorescéncia por segundos.
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Os parametros mensuraveis pelo Bioanalyser sdo a concentracio de RNA, o Raécio
28S/18S e o Numero de Integridade do RNA (RIN), sendo este tltimo de maior
importancia para a hibridacdo do microarray, pois s6 as amostras com um RIN superior
a 6,5 foram hibridadas. Isto porque o RIN foi concebido para proporcionar uma
avaliagdo inequivoca da integridade do RNA, a partir deste pode-se garantir a
repetibilidade da expressdo de um gene durante a experi€ncia. Desta forma ajuda-nos na
escolha das amostras para posterior andlise.

A tabela 2 resume os parametros medidos pelo bioanalyzer referentes ao RNA das

figuras atrds apresentadas.

Tabela 2 — Resumo da informacéo e resultados da quantifica¢cdo do RNA no Agilent Bioanalyser.

PARAMETROS
Niimero de
Concentracao de Racio de rRNA
Integridade do
RNA (ng/ul) (28S/18S)
RNA (RIN)
Figura 10A 132,0 2,1 9,0
Figura 10B 50.0 0,3 6,9
Figura 11 175,0 0,1 5,5

Apds o passo de purificagdo e marcacio do RNA, procedeu-se a uma segunda
quantificagdo do cRNA para posterior hibridagdo. Tendo em conta que na purificacdo
ha sempre perdas de amostra, e como a hibridacdo é um passo sensivel, ndo é
convidativo a repeticdo da andlise na totalidade, procedeu-se desta forma a uma segunda
quantificagdo para verificar se a concentracdo de RNA continua a ser suficiente para
prosseguir na experiéncia. Esta quantificacdo é necessdria para a determinacio da
quantidade de cRNA a utilizar na hibridacdo. A concentragdo de Cyanine 3 e do cRNA
sd0 os parametros com mais relevancia nesta fase, pois s6 amostras que apresentam um
rendimento superior a 1,65 ug e uma actividade especifica superior a 9,0 pmol Cye por
ug de cRNA sucedem para a hibridagdo. Desta forma temos viabilidade suficiente para
confiar nos resultados, sem que haja margem para que os resultados no final ndo sejam
concisos e fidveis. A determinacdo do rendimento e actividade especifica foi calculado

com indicado a seguir:
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Rendimento em ug de cRNA = [CRNIAJW

Actividade especifica (pmol Cy3) = m x1000

[cRNA]

Através desta informacgdo foi possivel calcular o volume de cRNA necessdrio para o
rendimento exigido. O volume obtido estd descrito na tabela 3, sendo este mesmo

volume utilizado na preparacdo das amostras para a hibridacao.

Tabela 3 — Resumo das andlises efectuadas as amostras, os dados foram obtidos através do nanodrop.

Amostra | Conc.ng/ul | Média | Cy3 (pmol/ul) | Média | Actividade Especifica | Vol /1,65 ug

135.2 1.8

1 137.75 1.9 13.79 11.98
140.3 2
125.3 1.6

2 127.1 1.55 12.20 12.98
128.9 1.5
100.8 1.1

3 102.65 1.1 10.72 16.07
104.5 1.1
123 1.5

4 122.45 1.55 12.66 13.47
121.9 1.6
93.9 1.1

5 94.15 1.1 11.68 17.53
94.4
119.8 1.1

6 120.65 1.05 8.70 13.68
121.5 1
188.1 1.7

7 188.8 1.75 9.27 8.74
189.5 1.8
97.1 0.9

8 973 0.9 9.25 16.96
97.5 0.9
124.4 1.1

9 124.4 1.15 9.24 13.26
124.4 1.2
181.4 1.6

10 181.25 1.55 8.55 9.10
181.1 1.5
83.5 1.1

11 82.55 1.05 12.72 19.99
81.6 1
100.3 1.1

12 100.6 1.05 10.44 16.40
100.9 1
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1.05

13 102 10175 ! 10.32 16.22
1015 11
975 11

14 97.45 115 11.80 16.93
974 12
2065 17

15 207.3 175 8.44 7.96
208.1 18
1015 I

16 101.25 1.05 10.37 16.30

101 1

693 0.9

17 7025 0.9 12.81 23.49
712 0.9
905 0.9

18 909 0.9 9.90 18.15
913 0.9
1007 0.9

19 10075 0.9 8.93 16.38
100.8 09
1149 17

20 11555 175 15.14 1428
1162 18

Apés o “scanning” e extraccdo das caracteristicas do slide do Microarray, o software
apresenta uma série de informacdo acerca da qualidade da amostra analisada. O
software atribui um protocolo previamente definido para a extrac¢do dos resultados em
questdo, este carrega um conjunto de pardmetros e definicdes que irdo afectar o
processo e subsequentes resultados. Os pardmetros pedidos s@o: formato do array,
protocolo, grelha modelo, modelo estatistico para avaliar os valores dos pixels, entre
outros que estio definidos por defeito no protocolo utilizado. Contudo estes parametros
dependem sempre do tipo de microarray, protocolo usado no laboratério, formatos do
array e do scanner utilizado.

O protocolo usado nesta experiencia foi o GE1-v5_95_Feb07, que ¢ utilizado para
avaliar a expressdo genética usando uma unica cor de fluorescéncia.

O output do software apresenta o relatério dos dados através de vérios gréaficos onde se
pode visualizar os vérios parametros analisados e consequentes resultados. No relatdrio
serd possivel verificar a qualidade das amostras, através dos gréficos e imagens do array
(fluorescéncia). Os resultados apresentados posteriormente sdo alusivos ao output deste

tipo de protocolo.
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A Figura 12 representa de uma forma geral a qualidade da hibridagdo e lavagens. Na
figura 12B pode-se observar um decréscimo na qualidade, tal facto pode dever-se a
hibridacdo ou as lavagens com os diversos tampdes nao terem ocorrido com a eficiéncia
desejada. Neste caso especifico as vdrias lavagens ndao foram suficientes, porque

aparece um laivo no array, como se pode visualizar na imagem. Quando esta situacio se

verifica procede-se novamente a hibridacio desta amostra.

Figura 12 — Imagens obtidas apds o scanning. A) Imagem com qualidade; B) Imagem sem qualidade.

Os histogramas abaixo representados sdo um exemplo do output do protocolo utilizado.
O objectivo deste histograma é mostrar o nivel do sinal e a forma de distribuicdo ao
longo do eixo dos XX do mesmo. As linhas correspondem ao nimero de pontos com
intensidade versus o log do sinal processado.

A curva do grafico deve aproximar-se o mais possivel de uma distribuicdo normal, pois
demonstram uma maior qualidade de hibridagdo (figura 13A).

O histograma (figura 13B) descreve um resultado do “scanning” onde é possivel
observar uma curva que ndo corresponde a uma distribuicio normal, contudo esta
amostra ndo necessitou de repeticdo porque os valores do declive e desvio-padrdo

respectivamente apresentam nimeros admissiveis.
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Figura 13 - Histograma referente ao sinal da amostra. Representa o n° de pontos vs Log do sinal de
fundo processado. Pretende ilustrar se o sinal corresponde a uma distribui¢do normal. A) Histograma
com uma distribui¢do normal; B) Histograma com uma distribui¢do que ndo corresponde a uma
distribui¢do normal.

A figura 14 bem como as tabelas seguintes caracterizam mais uma vez um dos
resultados do protocolo aplicado para a extrac¢ao das caracteristicas do array. O grafico
mostra a curva de dose/ resposta dos picos desde o limite de deteccdo até ao ponto de
saturacgdo.

Com altos niveis de sinal as barras de erros sdo pequenas desde que o scanner alcance a
saturacdo neste ponto. Ambos os sinais e desvios padrdes sdo subestimados
(“‘underestimated’) porque os dados da saturacdo ndo sdo excluidos do célculo.

Com baixos niveis de sinal as barras de erro sdo visiveis porque o sinal estd a decair até
ao ruido de fundo. O nivel do sinal no topo das barras de erro das amostras (“features”)
permite uma primeira estimativa do limite de detec¢do mais baixo. Sinais a este nivel
podem ser ligeiramente sobrestimados e o erro subestimado porque sinais abaixo de
zero sao excluidos do célculo.

Os dados mais fidveis da “Feature Extraction” s@o encontrados na amplitude do sinal

onde o sinal aumenta linearmente com a concentragdo do alvo.
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Figura 14 — Grifico representativo da linearidade do Spike-in. Eixo
dos YY representa o Log do sinal processado, que imite
fluorescéncia verde, da amostra, o eixo do XX corresponde a
concentra¢do da amostra.

A tabela abaixo descreve os pardmetros relacionados com a figura 14. Os valores do
declive e do erro sdo os de maior expressividade para a andlise qualitativa do array nesta
fase da experiéncia. Quanto mais préximo de 1 se encontrarem estes dois pardmetros,

melhor qualidade fruia a amostra.

Tabela 4 — Sintese dos dados obtidos através do gréfico da linearidade do Spike-in

Low Signal 0.84
High Signal 5.75
Low Relative

Concentration L
High Relative

Concentration Bz
Siope 1,00
R~2 Value 1.00¢

A figura 15 e a tabela 5 representados abaixo, mostram resultados com menor qualidade
a nivel dos pardmetros mensuraveis. Contudo a amostra relativa ao grafico foi aceite
para a andlise seguinte. Esta amostra apresenta um erro devido ao facto de possuir uma

concentracdo de RNA préximo do valor minimo aceitdvel, contudo prosseguiu para a
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hibridagdo pois os parametros relativos ao erro e desvio-padrdo apresentam valores

bastante admissiveis.

S72
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Figura 15 - Grifico representativo da linearidade do Spike-in. Eixo
dos YY representa o Log do sinal processado, que imite fluorescéncia
verde, da amostra, o eixo do XX corresponde a concentragdo da
amostra.

A tabela seguinte mostra o resultado de uma andlise com inferior qualidade, pois o
declive e o desvio-padrdo foram inferiores a um, contudo o facto ndo € suficientemente

expressivo para que esta amostra seja repetida, pois o erro € minimo.

Tabela 5 — Sintese dos dados obtidos através do grafico da linearidade do Spike-in

Low Signal 0.73
High Signal 5.75
Low Relative

Concentration 1.78
High Relative

CONCENETAON | | ettt o
Slope 0.95
R~2 Value 0.98
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Com a informacao cedida por estes valores e através da avaliac@o e da confiabilidade da
intensidade estimada para cada local de hibridacdo pode-se passar a fase seguinte, a

normaliza¢do dos dados do microarray.

4.1.2 Normalizacao

O SAM (Significance Analysis of Microarrays) € uma técnica estatistica para encontrar
um conjunto de genes na experiéncia do microarray. O input do SAM € a expressdo
genética medida a partir do conjunto das amostras do microarray, bem como a resposta
de uma varidvel. A resposta da varidvel pode ser agrupada como tratado e nfo tratado,
um grupo de multi classes (p.e. cancro da mama, cancro do célon e linfoma), ou ainda
varidvel quantitativa (como pressao arterial).

O SAM mede em termos estatisticos a forca da relagdo entre a expressdo genética e a
resposta da varidvel, usa permutacdes repetidas dos dados para determinar se a
expressdo de quaisquer genes sdo significativamente relacionados com a resposta.

Os dados deverdo ser colocados numa folha de Excel, a primeira linha da folha tem
informagdes sobre a medicdo da resposta, as demais linhas t€m dados referentes a
expressdo genética, uma linha por gene. As colunas representam as diferentes amostras.
Os dados de oligonucledtidos necessitam de uma calibragem forte: por exemplo, uma
normalizag¢do linear dos dados de cada amostra versus a linha-wise média para todas as
amostras.

O boxplot deve representar graficamente grupos de dados numéricos através do seu
resumo, neste caso cinco amostras por grupo. As barras brancas representam as
amostras, onde se pode visualizar a média (traco preto). Na normalizacio os dados sdo
submetidos a um programa que aproxima os dados a uma distribui¢do normal de forma

a dar um aspecto homogéneo a todas as barras.

O esquema representa um exemplo das barras da figura 17. Neste caso as amostras nio
admitiram uma distribuicdo normal, como se pode observar pelo exemplo. Neste caso
os quartis ndo apresentem valores semelhantes, dai e variagdo da barra da mediana da

fluorescéncia (barra preta)
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Figura 16 — Representacio esquemadtica dos resultados da normalizagdo

Os graficos abaixo resultam da andlise estatistica SAM, onde os locais com fraca

intensidade e com sondas de valor zero sdo eliminadas.
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Figura 17 — Boxplot dos dados do microarray. A) Mostra os resultados antes da normalizacdo;
B) Mostra os resultados ands a normalizacao.
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4.1.3 Analise descritiva em termos de sondas

O microarray utilizado neste trabalho pritico consiste em 19.715 clusters alvo de
dourada, dos quais 19.664 foram caracterizados por duas sondas que ndo se sobrepdem,
e 51 foram caracterizadas por uma sonda simples. O facto de cada gene estar
representado por duas sondas aumenta a qualidade da anélise.

Os dados da expressdo foram seleccionados conforme a falta de locais de intensidade
por sonda. Sondas com mais do que um local errante ao longo dos duplicados da
amostra foram removidas da andlise, neste caso 3122 sondas foram removidas,

representando 8,6% do nimero total de sondas.

4.1.3.1 Analise estatistica dos grupos

Com o objectivo de avaliar o efeito da diminui¢do do cdlcio nos peixes ap6s 3 e 7 dias,
efectuou-se uma andlise estatistica para comparar a expressao entre os grupos em estudo
e os grupos controlo, utilizando o programa SAM,

Up-regulacdo € um processo que ocorre dentro de uma célula, desencadeado por um
sinal (de origem interna ou externa em relacdo a célula), que resulta num aumento da
expressdo de um ou mais genes. Inversamente down-regulacdo é um processo que

resulta numa diminui¢do da expressdo de um ou mais genes.

No grupo de 3 dias, a comparag@o entre o controlo e o grupo sem escamas indica uma
diferenca na regulacdo dos genes, superior ao grupo de 7 dias, como descreve a tabela
abaixo. Os genes positivos (up regulated) correspondem aos grupos controlo, com
escamas, por sua vez os genes negativos (down regulated) equivalem aos grupos sem
escamas. O facto do grupo referente aos 7 dias apresentar menos diferencas, indica uma

resposta mais especifica.

Tabela 6 — Resumo da regulacio das sondas dos grupos referentes aos 3 e 7 dias.

Grupos comparados | Sondas Down regulated | Sondas Up regulated
3N 3 WS 165 82
7N 7 WS 6 8
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Assim sendo, no grupo de peixes 3 dias apds a remog¢do de escamas existe um total de
247 sondas diferencialmente expressas em relacdo ao controlo do dia 3. Dessas, 82
estdo up-reguladas e as restantes down-reguladas. Por outro lado, no grupo dos peixes 7
dias apds a remogdo de escamas as sondas diferencialmente expressas sdo apenas 14.

A andlise dos dados permite uma avaliagdo em termos da anotacio GO (Gene
Ontology), em relacdo a percentagem de entradas de acordo com a classificagdo de
processos biolégicos, componentes celulares e fungdo molecular.

A classificac@o dos genes diferencialmente expressos quanto a sua Ontologia (GO do
inglés “Gene Ontology”), nomeadamente quanto ao processo bioldgico envolvido,
identificou apenas 27% dos transcritos “up-regulated” no grupo tratado em relacéo ao
controlo do dia 3. Desses, 31% estdo envolvidos em processos metabdlicos, que
representam as reaccdes e vias bioquimicas, incluindo anabolismo e catabolismo, pelo
qual os organismos vivos transformam substincias quimicas. Processos metabdlicos que
tipicamente transformam moléculas pequenas, mas também incluem processos macro
moleculares como a replicagdo e reparacdo do DNA, e sintese e degradacdo proteica.
Nomeadamente, a proteina ubiquitina que desempenha uma funcdo importante na
regulacdo de proteinas, pois marca proteinas indesejadas para que sejam degradadas por
organelos chamadas proteassomas.

Inversamente, s6 13 (27%) dos genes down-regulated no grupo tratado amostrado no
dia 3 tem um ou mais processos bioldgicos associados. Desses, 23% estdo envolvidos
em processos celulares, 23% com o sinal de transdug@o que caracterizam processos em
cascata de pelos quais um sinal interage com um receptor, provocando uma mudanga no
nivel de actividade de um segundo mensageiro ou outra célula alvo a jusante e,
finalmente, efectuam uma alteracdo no funcionamento da célula; por fim 23% estdo
relacionados com a resposta imune, esta resposta é um processo bioldgico crucial para a
sobrevivéncia do peixe apds auséncia de escamas. Representa uma resposta de um

organismo para com uma ameagca potencial interna ou invasiva.
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Grifico 1 — Anotagio GO de acordo com a classificagéo de processo biolégico. O grifico A

representa a classificaciio para down-regulated e o B para up-regulated.

Por outro lado, na classificagdo GO associada a componente celular obteve-se 38 dos
transcritos, desses 82% representam genes up-regulated, dos quais 33% estdo
relacionados com uma componente intracelular e 29% representam componentes do
citoplasma. Por outro lado 18% correspondem a genes down-regulated, dos quais 78%

corresponde a componentes existentes na membrana dos tecidos.

Componente Celular

9, 3% 3%
8% o 299

33%
24%

A
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@ nucleo

Ointracelular
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B actividade reguladora da

transcrigéo
0 extracelular

1%

1%

78%
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B MHC class Iprotein
complex

0O citoesqueleto

Gréfico 2 — Anotacdo GO de acordo com a classificagdo de componente celular. O grafico A

representa a classificacdo para down-regulated e o B para up-regulated.
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Funcao Molecular
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Grifico 3 -Anotag¢do GO de acordo com a classifica¢do de fungdo molecular. O grifico A
representa a classificacéio para up-regulated e o B para down-regulated.

Por fim no que diz respeito & definicilo GO associada a fung¢io molecular foram
classificados 135 transcritos, dos quais 80% dos transcritos classificados correspondem
a genes up-regulated e 20% a down-regulated. Através da andlise do grafico 3 pode

verificar-se que as funcdes moleculares sdo bastante semelhantes entre os grupos.

No grupo alusivo ao tempo de amostragem de 7 dias, obtive 11 transcritos up-regulated
e 8 down-regulated. Na classificacdo GO associada aos processos bioldgicos obteve-se
22%, em relagdo a componente molecular obteve-se igualmente 22%, por outro lado na
classificac@o associada a fungdo molecular obteve-se 56%, dos quais 50% encontram-se
relacionados com a fungéo de ligacdo célula-célula.

A tabela 6 refere-se a classificacio GO do grupo referente aos 7 dias, no que diz

respeito ao processo bioldgico, componente celular e fungdo molecular.

Tabela 7 — Classificacdo GO relativa ao grupo de amostragem correspondente ao 7°dia.

Processo Biologico Componente celular Funcao molecular
Processo celular Filamento Actividade estrutural de
intermedidrio proteina
Processo de modificacdo de Intracelular Actividade catalitica
proteinas
Regulacdo da apoptose Actividade ligase
Ligacdo
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4.2 - HISTOLOGIA

Uma outra abordagem para analisar o efeito da manipulacdo dos reservatérios internos
de célcio foi a aplicag@o de técnicas de histologia. Nesta parte do trabalho experimental
analisou-se a morfologia de pele de peixe sujeitos a diferentes tratamentos, utilizando
diversas técnicas de histologia e imunohistoquimica. O objectivo da presente andlise foi
a avaliacdo das consequéncias morfoldgicas de remocao de escamas e a sua subsequente

regeneracdo durante 3 e 7 dias em relagdo ao controlo.

4.2.1 Organizacao geral da pele dos peixes

Iniciou-se com uma caracterizacdo da pele de dourada, utilizando a técnica de
hematoxilina-eosina. Nesta figura podem distinguir-se as diferentes camadas da pele
caracteristicas dos teledsteos: a epiderme (EP), as escamas (S) e a derme. Os diferentes
padrdes de cores obtidos nesta coloracdo dependem das propriedades tintoriais dos tipos

celulares presentes em cada zona.
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Figura 18 — Seccao da pele removida da regido dorsal de uma dourada juvenil.
Coloracdo com hematoxilina-eosina. A organizagdo geral do tecido € indicada na
figura. S (escama); EP (epiderme). corresponde a lcm.
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Na figura 19 encontram-se fotografias de seccdes longitudinais da pele com/ sem
escamas de S. aurata coradas com a técnica de hematoxilina-eosina. Apds remocdo das
escamas os tecidos apresentam diferencas significativas no tecido com 3 dias sem
escamas verifica-se a falta das escamas (zona rosa compacta no controlo), observa-se a
epiderme e a derme com o scale pocket. No tecido com 7 dias apds remocdao das
escamas observa-se uma diferenciacdo entre a matriz primdria e a camada externa,
observa-se a formacdo de novas escamas (zona rosa claro) na camada externa da derme.
Verifica-se uma proliferacdo na camada basal no tecido com 7 dias apds remocdo de

escamas em relac@o ao controlo e tecido de 3 dias.

Figura 19 — A controlo; B sem escamas 3 dias; C sem escamas 7 dias. A) a seta preta indica a epiderme,
a seta a tracejado as escamas (cor rosa compacta); B) a seta preta indica a epiderme, a seta a tracejado
indica o “scale pocket” onde se encontravam as escamas inicialmente. C) a seta a tracejado indica uma

escama recém-formada.

Corresponde a 1cm.

4.2.2 Histoquimica

A histoquimica é uma técnica histologica que tem por objectivo a identificacdo da
natureza quimica de constituintes celulares. Consiste na coloracdo especifica desses
constituintes, recorrendo basicamente a substincias que, reagindo com 0s componentes
celulares, ddo origem a produtos corados. Esta técnica contrasta com a coloracdo
histolégica comum, acima referida, na medida em que esta tltima se baseia na absorcao,
pelas estruturas, de substincias coradas (os corantes), enquanto que na histoquimica, as
cores sdo propriedade de produtos que se formam in sifo. Por exemplo identificar
células (osteoclastos) através da actividade enzimitica com o TRAP, que é um

marcador destas mesmas células.
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4.2.2.1 Demonstracao da actividade da TRAP - fosfatase acida resistente ao

tartarato

A enzima TRAP utilizou-se nos procedimentos histolégicos como marcador de
osteoclastos. Esta, quando presente nos tecidos, mostra uma coloragdo rosa. Tanto nos
tecidos recolhidos 3 e 7 dias apds o tratamento, o sinal da TRAP na regido da camada
basal € pouco expressivo. Contudo, verifica-se coloragdo em algumas células em tecido
com escamas. Nos tecidos sem escamas ndo ha sinal positivo, como se pode verificar na

figura 20.

Figura 20 — Distribui¢o da intensidade do sinal detectado com a enzima TRAP. No tecido (A), 3 dias
com escamas, a seta indica o sinal (cor avermelhda); (B) e 7 dias com escamas a seta indica o sinal; (C) 7
dias sem escamas, a seta indica 0 Sinal. s corresponde a 1cm, 1,5cm.

No tecido sem escamas, sé ao final dos 7 dias foi possivel visualizar actividade,
apresentando esta uma coloracgao fraca (figura 20C).

4.2.3 Imunohistoquimica

As técnicas de imunohistoquimica (IHQ) permitem identificar, mediante a utilizagcdo de
anticorpos especificos, a presenca de diversas substincias antigénicas presentes no
tecido, sendo de grande valor nos diagndsticos anatomopatoldgico e na investigacio
cientifica. Consiste no uso de anticorpos a partir de um animal imunizado com a
substancia que se pretende detectar. A secdes dos tecidos sdo incubadas com o anticorpo

assim obtido e este ird ligar-se-4 ao antigene especifico presente no tecido.

No presente trabalho a técnica de imunohistoquimica foi utilizada para identificar e
localizar células onde se expressam a osteonectina (OSN), Acidic and secreted protein

in cartilage (ASPIC) e antigenio nuclear de células proliferativas (PCNA).
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4.2.3.1 Expressao da osteonectina

A partir desta técnica identificou-se a expressao da osteonectina nos tecidos (figura 21),
a expressao do sinal segue um padrao onde nos tecidos relativos aos 3 dias € superior
aos dos 7 dias. A expressao de OSN € mais frequente e intensa nas zonas préximas da
camada basal. Este marcador nio sendo especifico para osteoblastos, surge nos tecidos
mostrando que nesta zona (membrana basal) existe cdlcio. A figura 21C mostra
expressdo do sinal no tecido 7 dias sem escamas, representada pela linha muito ténue

assinalada com uma seta.

Figura 21 - Distribuicdo da intensidade do sinal detectado ap6s imunohistoquimica com anti-OSN. A)
Tecido 3 dias com escamas; B) Tecido 7 dias com escamas; C) 7 dias sem escamas. As setas indicam o

local onde se verificou o sinal. 1cm.

4.2.3.2 Expressao do PCNA - antigenio nuclear de células proliferativas

O PCNA permite a detec¢do de células em proliferacdo na epiderme. Este marcador
possibilita a visualizacdo dos niicleos das células em proliferacdo nas amostras em
estudo.

Nas amostras dos 3 e 7 dias apds remocao de escamas visualiza-se um nimero elevado
de células em proliferacdo com os nucleos corados (ver imagem Figura 22) em relacéo
aos tecidos controlo. As células com uma reac¢do intensa com anti-PCNA situam-se na
camada basal, entre a epiderme a derme, formando uma area compacta. Este resultado é

esperado uma vez as celulas basais proliferam gerando novas células da epiderme.
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Figura 22 - Distribui¢ao da intensidade do sinal detectado ap6s imuno com anti-PCNA. A)
Tecido referente 3 dias. 1A controlo. 1B sem escamas. B) Tecido referente aos 7 dias. 2A
controlo. 2B sem escamas. As setas indicam 0s nucleos em
proliferagdo. corresponde a lem.

4.2.3.3 Expressao da ASPIC

Nos cortes sem escamas observa-se uma coloracdo forte de tom escuro na periferia das

células, demonstrando o sinal positivo da ASPIC (figura 23). Nos cortes representativos

de tecido com escamas o sinal € de menor intensidade (figura 1A e 2A). Sendo um gene

recentemente anotado, (Redruello et al., a publicar) ndo se conhece totalmente a sua

funcido, verifica-se a sua presenca com um sinal intenso nos tecidos relativos a 3 dias

sem escamas, diminuindo esse sinal no grupo com 7 dias apds a remog¢do das escamas.

Observa-se também uma modificagdo a nivel da membrana basal, local onde se

observam as diferencas referidas anteriormente.
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Figura 23 - Distribui¢do da intensidade do sinal detectado apds inumo com anti-corpo
ASPIC. A) Tecido referente aos 3 dias. 1A controlo. 1B sem escamas. B) Tecido referente
aos 7 dias. 2A controlo. 2B sem eScamas. == corresponde a lcm.
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