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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Construcao de Novos Paradigmas de
Conhecimento” consiste de uma série de livros de publicacdo da Atena Editora.
Com nove capitulos o volume | apresenta uma vasta heterogeneidade de conceitos
e aplicacdes nas areas de Biotecnologia, Genética, Saude humana, Educagcao bem
como a importancia das condicbes ambientais que as espécies estdo inseridas.
No cenario atual de mudancas ambientais correntes e avangos tecnoldgicos é
extremamente importante o uso adequado de técnicas em cada area.

O E-Book foi dividido em nove capitulos que abordam estratégicas didaticas
usando praticas em campo para alunos da educacao basica. As aplicacdes
dessas praticas permitem os discentes observar por si préprios novos dominios do
conhecimento incluindo areas com conceitos complexo como em Ecologia. Esse
avanco possibilita a longo prazo que os alunos sejam participativos nas decisdes do
meio em que vivem. O tema sobre Saude humana se encontra em pauta trazendo os
aspectos nutricionais de adolescentes com e sem Sindrome de Down. Discussdes
importantes como obesidade e baixa ingestao de fibras realizada pelos jovens devem
ser elencados para uma educacéao alimentar desde os primeiros anos escolares.

As aplicacbes de técnicas adequadas de Biotecnologia sdo extremamente
importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas. Adicionalmente,
analises citogenéticas fornecem informac¢dées que s&o relevantes e direcionar
um correto aconselhamento genético familiar. O livro também traz publicagcbes
que contribui com avangos na area da medicina veterinaria, através da avaliacéao
macroscépica e microscopicamente de lesdes cranioencefalicas de caes e gatos.

Por fim, atividades humanas como construcéo de reservatérios sdo cada vez
mais frequentes em sistemas naturais, desta forma a avaliacdo das condi¢cbes
ambientais da variagao espacial é muito importante para conservacao das espécies.
Os estudos apresentados aqui, em portugués e linguagem acessivel, sdo de extrema
relevancia nas areas destinadas a saude humana, sociais, medicina veterinaria e
relacéo das espécies com ambiente englobando uma série de perguntas intrigantes
e também compreensivel a jovens cientistas.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao



SUMARIO

(03X = 1 U] 1 15 TR 1

A BOTANICA COM FOCO NO OLHAR DE ESTUDANTES DO ENSINO MEDIO DE UMA ESCOLA
ESTADUAL DE COMODORO - MT

Josefa Silva dos Santos

Jucimar Silva dos Reis

DOI 10.22533/at.ed.4021915081

(07X = 1 W U 1 1 2R 11

ANALISE DA DIETA E ESTADO NUTRICIONAL DE CRIANCAS COM SINDROME DE DOWN:
ESTUDO DE CASO-CONTROLE

Bruna Rongetta Torres

Amanda Daniel

Natalia Tonon Domingues

Luiza Tavares Carneiro Santiago
Cristina Helena Lima Delambert Bizzotto
Carlos Alexandre Hattori Tiba

Lidia Raquel De Carvalho

Catia Regina Branco Da Fonseca

DOI 10.22533/at.ed.4021915082

(03X =] 1 U 1 1< J 22

AVALIACAO CITOTOXICA DAS FOLHAS DE Piptadenia stipulacea

Geovanna Hachyra Facundo Guedes
Bruno Mendes Tenorio

José Anderson da Silva Gomes
Leticya Simone Melo dos Santos
Marcos Aurélio Santos da Costa
Maria Luisa Figueira de Oliveira
Matheus Carvalho Brito Leite
Renatha Claudia Barros de Sobreira
Taina Maria Santos da Silva
Fernanda das Chagas Angelo Mendes Tendrio
Carolline Guimaraes D’Assuncéo
Cintia Giselle Martins Ferreira

DOI 10.22533/at.ed.4021915083

(03X =] 1 U] o 1 SR 31

AVALIACAO MACROSCOPICA E MICROSCOPICA DE LESOES CRANIOENCEFALICAS EM
PEQUENOS ANIMAIS

Barbara Wagner Duarte Ferraz de Camargo

Talia Missen Tremori

Selene Daniela Babboni

Maria Jaqueline Mamprim

Noeme Sousa Rocha

DOI 10.22533/at.ed.4021915084




(07X = 1 W U o 1 J SRR 45

CRISPR/CAS9 COMO FERRAMENTA PARA O ESTUDO DO NICHO ESPERMATOGONIAL DE
ZEBRAFISH (Danio RERIO)

Matheus Morais Miranda

Lucas Benites Doretto

Rafael Henrique Nobrega

DOI 10.22533/at.ed.4021915085

(03X =] 1 U] 1 1 59

PHYTOCHEMICAL STUDY AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Anacardium occidentale L. AND
Myracrodruon urundeuva Allemé&o

Sérvio Quesado Junior

Marcia Maria Mendes Marques

Ana Raquel Araujo da Silva

Maria lzabel Florindo Guedes

DOI 10.22533/at.ed.4021915086

(03121 1 1 U] 1 Ry 200N 69

LIMNOLOGIA COMPARADA DOS PRINCIPAIS TIPOS DE HABITATS DO RESERVATORIO DE
ROSANA, RIO PARANAPANEMA (SP/PR)

Rafaela Shizuko Yamashita Kimura

Jodo Felipe Denys Pereira

Maria Luisa Passos Frigero

Marco Aurélio Pessotto

Pedro Vinicius Melo dos Santos

Marcos Gomes Nogueira

DOI 10.22533/at.ed.4021915087

(07X = 1 W U N o X TR 81

OLIGOMERIZAQAO DO COMPLEXO FERRITINA-LIGANTE POR MEIO DA EXPRESSAO E
PURIFICACAO DA FERRITINA DE Corynebacterium pseudotuberculosis

Giovanna Tavares Jeronymo

Ricardo Barros Mariutti

Thais Caroline Serafim

DOI 10.22533/at.ed.4021915088

(03X 2] 1 U] 1o X Y 93

TRANSLOCA(;AO BALANCEADA HERDADA T(8;19)(Q12;Q13)MAT CONCOMITANTE A DELE(}AO
DE’ 15Q11.2 NEM UM PACIENTE COM SINDROME DE ANGELMAN (SA) - A CITOGENETICA
CLASSICA NAO EVANESCE

Elenice Ferreira Bastos

Carlos Roberto da Fonseca

Patricia Santana Correia

Cristiane Queila Ebraim Barros

Ingrid Bendas Feres Lima

Anna Luiza Vaz Serrao

Lucia de Fatima Marques de Moraes

Juan Clinton Llerena Jr

DOI 10.22533/at.ed.4021915089

SOBRE OS ORGANIZADORES...........cooomimmimnnsnnssssnissss s snssssssssssssssssas 99

INDICE REMISSIVO ....eoeeeeeeeeeeeeeeteeeeseeesessssssasesnsssessssssssssnsesnsssnssssssssssnsssnssssesssesnnes 99




CAPITULO 5

CRISPR/CAS9 COMO FERRAMENTA PARA O
ESTUDO DO NICHO ESPERMATOGONIAL DE

Matheus Morais Miranda
UNESP-Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias
Botucatu - SP

Lucas Benites Doretto
UNESP-Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias
Botucatu - SP

Rafael Henrique No6brega
UNESP-Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias
Botucatu - SP

RESUMO: A espermatogénese é um processo
altamente complexo, no qual envolve a
geracao de milhdes de gametas haplbides
(espermatozbides) a partir de uma Unica
espermatogébnia tronco. Esse tipo especifico de
célula apresenta uma funcéo imprescindivel
para a evolugdo, ja que € a partir dos
gametas que mutacdes sao acumuladas
ao longo do tempo e transmitidas para as
préximas geracdes, permitindo o surgimento
de novos caracteres e consequentemente
podendo representar uma maior diversidade.
Este processo €& orquestrado por horménios
gonadotrépicos que se ligam a receptores
presentes nas células somaticas do testiculo,
regulando localmente a atividade das
espermatogbnias tronco pela liberacdao de
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ZEBRAFISH (Danio RERIO)

fatores de crescimento. As gonadotropinas
hipofisarias - hormdnio foliculo-estimulante
(Fsh) e horménio luteinizante (Lh) - controlam
o desenvolvimento e funcionamento gonadal
através da regulacdo da atividade de sinais
locais, como esterbides sexuais, fatores de
crescimento, pequenos RNAs e mudancas
epigenéticas.
que regem a regulacéo paracrina e enddcrina

No entanto, os mecanismos

no nicho espermatogonial séo incertos. Para
responder essas diversas questdes sobre
a regulacdo das espermatogénias tronco, o
sistema CRISPR/Cas9 surge como ferramenta
para nocautear os genes que codificam os
receptores envolvidos nesse processo, a fim
de investigar o papel desempenhado pelo Fsh
e androgenos no desenvolvimento gonadal dos
peixes teledsteos.
PALAVRAS-CHAVE:
Crispr/Cas9, Zebrafish.

Espermatogénese,

CRISPR/CAS9 AS A TOOLTO STUDY THE
SPERMATOGONIAL NICH OF ZEBRAFISH
(DANIO RERIO)

ABSTRACT: Spermatogenesis is a complex
process, in which millions of haploids gametes
are formed from a single spermatogonial stem
cell. This specific cell type presents an essential
function on evolution, since itis from the gametes
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that mutations are accumulated through time and transmitted to the next generation,
allowing the appearance of new characters and consequently can represent a greater
diversity. This process is orchestrated by gonadotropic hormones that bind to testicular
somatics cells, regulating locally, the spermatogonial stem cell activity by growth
factors production. The pituitary gonadotropins - follicle stimulating hormone (Fsh) and
luteinizing hormone (Lh) - control development and gonadal function, regulating the
local signals as sexual steroids, growth factors, small RNAs and epigenetic changes.
Currently, mechanisms regulating the paracrine and endocrine of spermatogonial niche
are still uncertain. To answer the questions about spermatogonial stem cell regulation,
CRISPR/Cas9 system emerges as a tool to knockout receptor encoding genes, in order
to investigate Fsh and androgens role on teleost gonadal development.

KEYWORDS: Spermatogenesis, Crispr/Cas9, Zebrafish.

11 INTRODUCAO

A espermatogénese € um processo altamente organizado, no qual células
indiferenciadas, as espermatogdnias tronco, transmitem o material genético de um
individuo para a proxima geracao através de ciclos de mitose e meiose, através da
formacao de espermatozdides capacitados a fertilizar os o6citos (Hess & Franca,
2008; Schulz et al., 2010). Neste sentido, as espermatogbnias tronco sao as Unicas
células tronco do corpo capazes de contribuir na formacdo do material genético
da prole, e, portanto, mostram ser pecas chave na evolucao (Hofmann, 2008).
As espermatoglnias tronco possuem potencial de auto-renovacdo, para manter
sua populacdo de células no testiculo, assim como também de produzir células
altamente diferenciadas comprometidas com o processo de formacao de gametas.
As espermatogobnias tronco residem em um microambiente especifico no testiculo
conhecido como nicho espermatogonial (Figura 1 e 2) (de Rooij, 2006; de Rooij 2009;
Oatley & Brinster, 2008). Tanto em peixes como em mamiferos, o nicho & composto
tanto por células germinativas quanto somaticas (Leal et al., 2009; Schulz et al.,
2010). Em peixes, dois tipos de células tronco sdo encontradas entre a linhagem
germinativa de zebrafish (Leal et al., 2009): espermatogbnias indiferenciadas do
tipo Aund*, que apresentam caracteristicas tipicas de células indiferenciadas, tais
como nucleo amplo com pouca heterocromatina, grande volume de citoplasma e
“nuages” (acumulo de RNA) ao redor do envoltdrio nuclear, e espermatogbnias
indiferenciadas do tipo Aund, com maior presenca de heterocromatina, menor
volume citoplasméatico e menor quantidade de “nuages”. As células soméaticas sao
responsaveis pela funcdo de sustentacao e fornecimento de fatores de crescimento,
sendo representadas pelas células de Sertoli, células peritubulares midides e células
de Leydig (Nbbrega et al., 2010). As células de Sertoli estdo localizadas no interior
dos tubulos seminiferos e estdo em intimo contato com as células germinativas.
Além de suporte estrutural, as células de Sertoli sdo responsaveis por integrar
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sinais endocrinos, produzindo diversos fatores de crescimento (NoObrega et al.,
2014). Dentre estes fatores de crescimento produzidos pelas células de Sertoli,
destacam-se aqueles que atuam no nicho espermatogonial como o GDNF (glial
cell line-derived neurotrophic factor (auto-renovacao) (Meng et al., 2000; Yomogida
et al., 2003; Savitt et al., 2012), activina A, BMP4 (bone morphogenetic protein 4)
(Loveland and Robertson, 2005) (diferenciacéo) e Igf3 (Nobrega et al., 2015), Amh
(Skaar et al., 2011) e outros. As células peritubulares midides envolvem os tubulos
seminiferos tendo um papel de suporte estrutural nos testiculos (Oatley et al., 2009).
Estas células também secretam certas substancias, incluindo fatores de crescimento
e componentes da matriz extracelular, que regulam as espermatogbnias tronco
(Oatley et al., 2009). Por exemplo, as células peritubulares mibides e as células de
Leydig secretam o CSF1 (colony-stimulating factor 1) que estimula a auto-renovacgao
das espermatogonias tronco (Oatley et al., 2009). As células de Leydig por sua vez,
encontradas no compartimento intersticial, tem como funcéo produzir andrégenos e
fatores de crescimento (Oatley et al., 2009), como Inis3 (Assis et al., 2016). O nicho
espermatogonial apresenta diferentes formas de organizacdo nas mais diversas
espécies de vertebrados. Em anamniotas (peixes e anfibios), a espermatogénese
€ classificada como cistica, pois um grupo de células de Sertoli envolve uma
unica espermatogoénia indiferenciada (espermatogbnia tronco), formando o cisto.
O desenvolvimento das células germinativas ocorre no interior dos cistos até a
formacado de espermatozdides que sédo posteriormente liberados dos cistos para o
interior dos tubulos seminiferos, logo tais cistos compreendem a unidade morfo-
funcional das gbnadas de anamniotas (Lacerda et al., 2014). Em amniotas (répteis,
aves e mamiferos), a organizagao € nao-cistica, ou seja, a célula de Sertoli suporta
ao mesmo tempo diferentes “clones” de células germinativas em diferentes fases de
desenvolvimento (Grier, 1993; Pudney 1993; 1995; Schulz et al., 2010).

Figura 1. Nicho espermatogonial em zebrafish, Danio rerio. As espermatogdnias tronco
distribuem-se preferencialmente nas regides dos tubulos seminiferos préximas das areas de
confluéncia de tecido intersticial, onde estao localizadas as células produtoras de esteroides,

as células de Leydig (LE), vasos sanguineos (BV) e outros elementos do tecido conjuntivo.
BM, membrana basal; PM, células peritubulares midides; SE, células de Sertoli; A */A .,
espermatogoénias iniciais; Adiff, espermatogobnias diferenciadas; B early, espermatogbnias do
tipo B inicial; B Late, espermatogénias do tipo B final; SZ, espermatozdides; e seta indicando o
epitélio germinativo. Retirado de Nobrega (2014).
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Figura 2. Representacéo esquematicas do nicho das espermatogonias tronco em roedores.
Apesar da membrana basal ser uniforme ao longo da circunferéncia dos tubulos seminiferos,
as espermatogoénias tronco concentram-se preferencialmente nas areas préximas do intersticio,
em especial de células de Leydig e vasos sanguineos. O nicho das espermatogbnias tronco,
portanto, é definido pelas células de Sertoli (SE), membrana basal (MB), células peritubulares
mibdides (PTM) subjacentes e pelos elementos intersticiais, como células de Leydig (LE) e
vasos sanguineos (VS). Através de sua composicao celular e molecular, o nicho regula as
propriedades das espermatogénias tronco. Retirado de Nobrega (2014).

1.1 Zebrafish (Danio Rerio)

O Zebrafish (Danio rerio) pertence a familia Cyprinidae, representando a maior
familia de peixes de agua doce, e com excecao da Gobiidae, representa a maior
familia de vertebrados (Nelson, 1994) (Figura 3).

Figura 3. Imagem mostra Danio rerio e suas caracteristicas. Proveniente da india, esse peixe
€ conhecido popularmente como zebrafish por apresentar listras escuras horizontais, possui
corpo fusiforme e achatado lateralmente.

O mecanismo de determinacao sexual nesses organismos ainda € um assunto
desconhecido, mas sabe-se que inicialmente todas as gbnadas se desenvolvem
como ovarios e a diferenciacédo sexual masculina ocorre na 5-7 semana ap0s ecloséo,
no qual os testiculos se formam a partir da degeneracao do ovario (hermafroditismo
juvenil).

O Zebrafish vem sendo utilizado amplamente como organismo modelo
em diversas areas de pesquisa, como biologia do desenvolvimento, estudos
toxicologicos, neurofisiologia, genética e em pesquisas biomédicas. A escolha desse
animal na experimentacédo se da devido ao fato de possuir caracteristicas favoraveis
como seu pequeno porte possibilitando manter de um grande numero de individuos
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em um mesmo tanque, o que resulta em um baixo possivel de manutencao, séo
animais que se reproduzem durante todo o ano. O periodo entre as geracdes
comparada com outros modelos vertebrados é curta, levando de 3-4 meses para
gue os novos individuos atinjam a fase adulta, sendo entao muito Gtil para pesquisas
sobre geragdes. Sao animais com fertilizagcao externa e os ovos séo transparentes,
sendo os embrides passiveis de serem manipulados facilmente para pesquisas de
desenvolvimento embrionario, onde os estagios de desenvolvimento sé&o visiveis ao
estereomicroscopio. O zebrafish foi assunto das primeiras analises de scaneamento
de genoma em busca de mutacdes aleatdérias em larga escala realizada em
vertebrados (Granato & Nusslein-Volhard, 1996). Os resultados mostraram mais
de 4.000 mutacdes e identificaram mais de 400 genes relacionados ao controle do
desenvolvimento de vertebrados. Desde entdo com o avancgo tecnolégico, foi criado
o “Zebrafish Genome Project”, baseado no Instituto Sanger em Cambridge (Driever
et al., 1996).

1.2 Crispr-Cas9 como Técnica para Gerar Knockouts

Osistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
ou Repeticbes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas
foi descoberto em 1987 por Yoshizumi Ishino e colaboradores da Universidade de
Osaka (Japao). Estes pesquisadores identificaram um loco peculiar no genoma de
Escherichia coli, constituido por uma configuracdo incomum: sequéncias repetidas e
sequéncias espacadoras intercaladas (“spacer”) de funcéo desconhecida. Apenas em
2005, foi sugerido que o sistema CRISPR-Cas9 seria um sistema imune adaptativo
de procariotos, no qual os espacadores serviriam como “memoéria de invasdes
anteriores” por bacteri6fagos (Mojica et al., 2005). Assim, RNAs derivados desses
espacadores serviram como moléculas complementares aos patdgenos invasores,
permitindo combaté-los de maneira sequéncia-especifica (Introducdo a técnica de
CRISPR. SBG. Pag. 30 cap 1). Somente em 2012/13 foi descoberto que essa técnica
poderia ser utilizada no meio cientifico. Duas publicacbes merecem destaque nesse
quesito, a primeira, que introduziu o conceito e evidenciou seu potencial (Jinek et
al., 2012) e uma segunda, onde foi mostrado o amplo sucesso, facil acessibilidade e
versatilidade da técnica (Cong et al., 2013).

A técnica baseia-se na sintese de uma molécula de RNA complementar a uma
sequéncia gendmica alvo. Para tal, o RNA se associa a uma endonuclease que o
guia até seu alvo complementar. Quando ha complementariedade do RNA para com
o alvo e a endonuclease reconhece a sequéncia PAM (Figura 4), ocorre a clivagem
dos nucleotideos. Essa enzima com atividade nuclease é a Cas-9, pertencentes a
familia das enzimas Cas (Figura 4). Com a mutacao, a sistema de reparo de DNA
da célula é ativado e inser¢des ou delecbes de pares de bases acabam por abolir a
expressao do gene alvo.
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Figura 4. CRISPR-Cas9 e seus componentes basicos que em conjunto inibem a expresséao
de um gene de interesse. No DNA genémico encontra-se o gene alvo, onde a Cas9
endonuclease ira produzir uma mutacgéao indel (insercao-delecao). O crBRNA (CRISPR-derived
RNA) juntamente com o tracrRNA (trans-activating RNA) sé@o responsaveis por guiar e ativar
o sistema, respectivamente. Atualmente, ambos RNAs séo sintetizados numa Unica molécula,
chamada de gRNA ou sgRNA (single guide RNA). A sequéncia 5'-NGG-3" é necessaria estar
presente adjacentemente ao alvo, para que a atividade endonucleasica da Cas-9 funcione
adequadamente. Tal sequéncia é conhecida como PAM, ou Protospacer adjacent motif. REC
— lobo de reconhecimento e NUC — lobo nucleasico da Cas9. RuvC e HNH s&o dois dominios
da Cas9, cada qual responsavel por “cortar” uma fita da molécula de DNA. Imagem retirada de
http://www.ozbiosciences.com/content/58-transfection-reagents-for-genome-editing.

Em relagcdo as demais técnicas de edicao gendébmica, como ZFN (Zinc Fingers
Nucleases) e TALENS, (Transcription Activator—like Effector Nucleases), o CRISPR-
Cas9 apresenta algumas vantagens como: rapida e facil metodologia, baixo custo
e principalmente elevada taxa de sucesso devido a sua alta sensibilidade para o
reconhecimento de sequéncias especificas presentes no DNA (Cencic e Hisashi,
2014).

Estudos de perda e ganho de funcdo tem como objetivo identificar e
compreender a funcdo de um determinado gene. Neste sentido, a obtencéo
de animais knockouts podem melhor elucidar o papel de reguladores do nicho
espermatogonial em peixes. Considerando as vantagens do sistema CRISPR-Cas9,
€ possivel editar o genoma de diversas espécies com praticidade, eficacia e baixo
custo. Somado aisso, trabalhos recentes mostraram que o papel do Fsh e Lh parecem
ser dispensaveis para o processo da espermatogénese. Assim, o estudo em conjunto
dos receptores para o Fsh e andrégenos, juntamente com analises moleculares e
celulares é de grande valia para o entendimento cada vez mais completo da biologia
das espermatogébnias tronco em peixes.

2 | MATERIAL E METODO

Para identificar os alvos para os genes fshre ara serem deletados, foi utilizado
o software ZiFit, seguindo critérios para que a eficiéncia da técnica fosse ideal: Para
gue houvesse menor possibilidade da ocorréncia de “off-targets”,os alvos possuiam
entre 18-20 nucleotideos e eram adjacentes a sequéncia PAM (NGG) na porcéao 3’
do alvo. Apds serem selecionados, os alvos foram “blastados” no database Ensambl
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para verificar se as sequéncias dos alvos escolhidos ndo eram complementares a
outros genes que nao o de interesse (off-targets). Publicagdes recentes mostraram
que um alvo ideal deve ter no maximo 4 mismatches (Fu et al., 2013; Mali et al.,
2013). Foram escolhidos 3 alvos diferentes para cada gene de interesse , e com pelo
menos a presenca de um nucleotideo guanina (G) na ponta 5 do alvo.

Apds a escolha dos alvos, a sintese do gRNA (RNA guia) foi realizada de
acordo com recomendacodes do protocolo “GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit”
(Thermo Fisher Scientific). Os oligos (primers) foram sintetizados de acordo com
instru¢des do protocolo “GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit” (Thermo Fisher
Scientific). Para tanto, ambos primers forward e reverse deveriam conter sequéncias
adicionais, como mostradas nas Figura 5 e 6.

crRNA/tracrRNA
T7 promoter Target (20 nt) constant region (80 nt)
T

apejdwa)

v T 1
5’ ~TAATACGACTCACTATAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAA . . . GTCGGTGCTTTT-3"

80-bp crRNA/tracrRNA fragment
T T
| —
Universal reverse

primer

+

Universal forward
primer

L m
XIpy 18wpg /1 @ouanbas

Target F1 primer x
(34-38 nt)

1o} siowild  Juswbel4ioell  WNQ YNHE

Aiquesse
aje|dway YNYB

Target R1 primer
(34-38 nt)

Figura 5. Metodologia utilizada para a sintese dos primers/oligos. A sequéncia em azul na
extremidade5” corresponde a “TAATA” que sera reconhecida pela T7 para a transcri¢ao in vitro
(TIV).Esta sequéncia “TAATA” é adicionada a extremidade 5" do primer a ser sintetizado. A
sequéncia do alvo indicada em vermelho por “NNNNNNNN...” contém de 17 a 19 nucleotideos.
Por fim, em preto, esta mostrado o fragmento correspondente ao crRNA/tracrRNA. Os primers
sintetizados contém a sequéncia do alvo (17 a 19 nucleotideos). Esta sequéncia se sobrepde
formando ao final da reagéo de PCR, uma dupla fita (Figura 7). Imagem retirada do protocolo
(GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit) (Thermo Fisher Scientific).

PCR assembly - 80 nt tracrRNA

T O T

Figura 6. Resultado da PCR. Fita de DNA contendo: a sequéncia da T7 (azul), o alvo (verde), e
o tracrRNA (vermelho). Imagem adaptada de Laurentino, E. CRISPR-Cas9 — Uma introdugéo a
ferramenta e sua aplicacé&o na edicéo de genomas, 2016.

ApoOs a transcricdo in vitro (TIV) e a purificacdo do gRNA gerado, a molécula
assume sua conformacéo ativa (Figura 7), pronta para ser injetada em ovos recém-
fertilizados de Zebrafish.
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Figura 7. Conformacéao do gRNA ap6s TIV e purificagéo. Apos estas etapas, basta injetar
essa molécula juntamente com a Cas9 em ovos recém-fertilizaados. Imagem adaptada de
Laurentino, E. CRISPR-Cas9 — Uma introducédo a ferramenta e sua aplicagéo na edicéao de

genomas, 2016.

2.1 Reproducao

Os peixes reprodutores foram mantidos em tanques com sistema de circulagao
e as variaveis foram controladas. Estudos mostram que a dieta e fotoperiodo sao
fatores cruciais para o sucesso da reproducéao, portanto os animais foram alimentados
3 vezes ao dia e suplementados com proteina de origem animal (Arthemia sp),
mantidos a 28 °C e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro. Para obter
os embrides para a microinje¢do, os reprodutores foram separados um dia antes da
coleta, mantendo machos e fémeas separados por uma diviséria na mesma caixa
de reproducao e em uma proporcao de 2:1 respectivamente. No dia seguinte, os
animais eram colocados em contato e assim acontecia a reproducédo. Apds meia
hora os embrides eram coletados e mantidos em meio para que fossem realizadas
as microinjecgoes.

2.2 Microinjecao dos gRNAs e da Cas9 em ovos recém-fecundados de zebrafish

O gRNA para os diferentes alvos/exons do fshr foram microinjetados em
embrides em estagio de uma célula (ovos recém-fecundados) (Kimmel et al., 1995).
Para a microinjecdo, uma solugao contendo 320ng de cada gRNA mais 200ng de
Cas9 e 2% Phenol Red (Sigma Aldrich) foi preparada. Para cada ovo, foi injetado
10% do seu volume total, ou seja, aproximadamente 500 picolitros (pl). Os ovos
séo injetados através de microinjetor Narishige (IM-11-2 Pneumatic Microinjector). O
mesmo protocolo foi seguido para realizar as injecdes para os alvos do ar.

2.3 Analise da eficiéncia da técnica via T7 endonuclease

EnzimaT7endonuclease | (T7E1 - Nem England BioLabs) € capaz de reconhecer
e clivar regides de DNA mal-pareados. A partir dessa técnica é possivel identificar,
apos etapas identificadas na Figura 8, regides em que a técnica obtivesse sucesso
em induzir mutag¢des indel nos alvos dos gRNAs.
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Figura 8. A técnica de T7E1 consiste em se infectar a célula de interesse com seus gRNAs (1)
seguida da extracédo do DNA gen6mico (2) e ampliacao da regido de interesse com primers
flanqueando a regiao alvo (3). Apods a confirmagéo da especificidade via sequenciamento ou

eletroforese, desnatura-se e renatura-se os amplicons (4) para geragéo dos mal-pareamentos e
consequente identificacdo pela T7E1 destas regides (5).Confirmacao das mutagbes através de
eletroforese em gel de agarose (6).

31 RESULTADOS

3.1 Selecao de potenciais alvos para gerar gRNA para os alvos fshr, Ihcgre ar E

SINTESE DOS ALVOS

A identificacdo dos possiveis alvos para suprimir a expressao dos genes fshr
e ar foi realizada pelo software online ZiFit (http:/zifit.partners.org/ZiFiT/). Este
software € uma ferramenta confiavel e simples para identificar os possiveis gRNA.
Os alvos selecionados para este trabalho contém entre 17 a 20 nucleotideos e todas
as recomendacOes para evitar alvos ndo desejaveis, ou seja, “off-targets”, foram
levadas em consideracdo. Em seguida, os gRNAs foram sintetizados utilizando
protocolo do kit “GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit” (Thermo Fisher Scientific).
A sequéncia nucleotidica dos genes foram obtidas no Ensembl (http://www.ensembl.
org/index.html).

Asintese da molécula de DNAmolde foi realizada com primers/oligos especificos
para cada alvo (ver abaixo) juntamente com o crBNA/tracrRNA (80 pares de base),
conforme especificagdes do fabricante (Thermo fisher scientific). Conforme protocolo,
a molécula de DNA molde obtida deve possuir aproximadamente 100 pares de base
(pb), como foi observado em nossas amostras para os alvos do fshr (Figura 9). O
mesmo protocolo foi seguido para o ar e os dados foram confirmados por eletroforese.
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Figura 9. A.Gel de eletroforese 2% para os oligos sintetizados a partir de rea¢des de RT-
PCR com primers para os alvos do fshr (mostrados acima). Cada alvo representa um exon. A
integridade do gRNA obtido (para os 3 alvos/exons do fshr) via TIV utilizando como template o

produto da RT-PCR obtida em A.

A sintese do gRNA foi realizada a partir do molde de DNA obtido através de
uma reacao de transcricao in vitro (TIV), conforme instrucdes do fabricante (Thermo
fisher scientific). O gRNA obtido teve sua integridade confirmada com eletroforese
através de bandas unicas de aproximadamente 100 pares de base.

A eficiéncia da reacéo foi considerada 6tima, visto que 5pg de gRNA em (7ug
para o alvo 1; 5,4ug para o alvo 2 e 3.9ug para o alvo 3) foram obtidos em média.

3.2 Analise da eficiéncia da técnica e genotipagem

Dois conjuntos de primers foram desenhados para cada alvo flanqueando os
sitios de clivagem. Tais primers possuem o objetivo de isolar os trés fragmentos
de DNA do fshr que contenham as possiveis dele¢des. Logo, para o exon 6, um
fragmento de 609 pb foi obtido. Para o exon 8, 386 pb e para o0 exon 9, 453pb.

Figura 10. Comparacgéao entre trés grupos de embrides de D. rerio tratados com T7E1
comparados com o grupo controle (animal ndo injetado) para anélise da eficiéncia da técnica
com gRNAs para fshr. Observar que nos grupos contendo apenas embrides injetados,
encontra-se bandas extras identificadas por setas. Tais bandas sao decorrentes de mal-
pareamentos devido a dele¢des de pares de bases pela técnica CRISPR\Cas-9 identificados e
clivados pela T7E1. Tais padrdes de bandas mostram que houve eficiéncia na técnica, porém,
para facilitar a genotipagem dos animais knockout.

A microinjecdo do gRNA para o receptor de androgeno foi realizada em um total
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de 35 embrides, verificando-se apds 5 dias a ocorréncia de diferentes niveis de ma
formacdo em 20% dos animais injetados (Figura 11).

Para confirmar a possivel ocorréncia de mutacdes para 0 ar nesses animais,
foram realizadas genotipagens nos animais nao injetados (grupo controle), animais
injetados apresentando ma formacgao e animais injetados sem ma formacéao.

mm T mm

Figura 11. Registro dos animais injetados com gRNA para o receptor de andrégeno. Verificou-se
que 20% dos animais injetados apresentavam algum tipo de ma formacao em diferentes niveis
de intensidade. A: animal injetado ndo portador de ma formacgéo. B,C e D: animais injetados e

apresentando diferentes niveis de ma formagéo.

Figura 12. Resultado da comparacéo de diferentes temperaturas para genotipagem de trés
grupos de animais injetados para delecéo do gene ar. A: grupo controle (nédo injetado), B:
larvas de zebrafish com ma formacéao, C,D: larvas de zebrafish injetadas e sem ma formacéo.

4 |1 DISCUSSAO E CONCLUSAO

As regides alvo dos genes a sofrerem mutagdes indel foram determinadas e
algumas tiveram sua sintese finalizada (como é o caso do fshr e ar). Os genes
propostos sao os receptores para o hormdnio foliculo estimulante (Fsh) e o receptor
para andrégenos (Ar). O método pelo qual pretendeu-se inibir a expresséo de tais
receptores foi o sistema CRISPR-Cas9, uma técnica recente, eficiente, barata
e acessivel. Tal técnica ja foi reproduzida com sucesso em diferentes espécies
de peixes, como zebrafish (Hwang et al., 2013), truta (Edvardsen et al., 2014) e
carpa (Zhong et al., 2016). Nesse trabalho, pretendeu-se identificar as possiveis
respostas do nicho espermatogonial quando genes relacionados a sua regulacao
perdem sua expressao definitivamente. Zhang e colaboradores (2015a) mostraram
em zebrafish que a perda de expressao de ambos os ligantes (fsh e /h) nao resultou
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em consequéncias significativas para o desenvolvimento e maturagdo de gbnadas
de machos e fémeas, porém apenas o duplo knockout levou a masculinizagcéao
de fémeas e ao atraso do desenvolvimento testicular. Estas observag¢des alteram
a visédo classica/tradicional da importancia dos hormdnios gonadotropicos na
reproducao de machos de zebrafish. Além disso, € bem provavel que apos o inicio
da puberdade induzida pelo Fsh, o testiculo torna-se independente deste horménio.
Tal fato é semelhante em mamiferos, onde o FSH é responsavel pelo inicio da
espermatogénese, mas nao pela sua manutencao (Kumar et al., 1997, Plant et
al., 2001, Tapanainen et al., 1997). No entanto, alguns autores afirmam que estas
informacdes ainda sao bastante controversas na literatura (Kumar et al., 2009).
Talvez, os reguladores mais importantes em zebrafish (e também em mamiferos)
estejam atuando a nivel paracrino ou autocrino, como mostrado na introducao deste
trabalho. Por isso, a andlise de testiculos ar (-/-) e de outros fatores paracrinos,
como o Igf3 e Amh e de genes relacionados (cf. cyp17, nanog, nanos3 e pou5f1)
e inclusive o trascriptoma de células germinativas e somaticas isoladamente sob
efeito do Fsh serd de gr ande valia visto que andrégenos estédo relacionados com
a proliferacao e diferenciacdo das espermatogOnias tronco em zebrafish adulto e
respondem significativamente a aplicacédo de Fsh recombinante em estudos in vitro
(artigo em elaboracdo) naquele sentido. Zhang e colaboradores (2015b) também
mostraram que a deficiéncia na expresséo dos genes fshre Ihr sozinhos nao alteram
significadamente o desenvolvimento e maturacdo de ambas gbnadas masculinas e
femininas. Alguns resultados foram semelhantes ao knockout dos ligantes (Zhang et
al., 2015a). Em fémeas, a delecao do fshr levou a sua masculinizacdo, porém em
machos, apenas um retardo no desenvolvimento gonadal foi observado. Tal evidéncia,
corrobora com a teoria de que, semelhantemente em mamiferos, em zebrafish o Fsh
€ responsavel apenas pela instalacdo da puberdade. Mais uma vez, a anélise de
testiculos ar (-/-) e de outros fatores e genes relacionados com o controle fisioldgico
e molecular em génadas masculinas se faz muito importante para entender o papel
destes no controle da reproducao em peixes.
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Fragilidade osmotica 27

L
Lagoa marginal 78

M

Myracrodruon urundeuva 7, 59, 60, 61, 66, 67

N

Nutricado 11, 14, 20
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P

Piptadenia satipulaceae 23

S

Sindrome de Angelman 7, 93, 94
Sindrome de Down 5, 11,12, 13, 19, 21
T

Toxicidade 23, 29
Translocacéo balanceada 7, 93, 94
Trauma cranioencefalico 36, 44

yA

Zebrafish 45, 46, 48, 49, 51, 57, 58
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