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Resumo

As correntes e campos eléctricos enddgenos sdo conhecidos desde o século XVIIL
Surgem da acumulacdo diferencial de i0es em ambos os lados de uma estrutura
electricamente isolante, consequéncia de um transporte i6nico direccional e selectivo
através dela. Isto resulta na formagao de uma diferenca de potencial que, se a estrutura for
danificada, gera uma corrente eléctrica. A importancia das correntes e campos eléctricos
tem sido reconhecida em processos biolégicos importantes, mas a sua influéncia na
regeneracdo tem suscitado grande interesse devido as potenciais aplicagdes biomédicas.
Observagdes prévias de fluxos id6nicos realizadas pela equipa sugerem que as correntes
proténicas poderdo também estar envolvidas na regeneragdo da barbatana caudal de peixe-
zebra adulto. Reforcando estes dados, provou—se1 que as correntes protonicas sao
necessarias e suficientes para induzir a regeneracdo em larvas de Xenopus laevis, e que
eram mantidas activamente pela regulacdo positiva de transportadores i6nicos especificos
—as V-ATPases.

Este trabalho teve como objectivo a andlise especifica do papel das V-ATPases na
regeneracdo da barbatana caudal de peixe-zebra adulto. Os padrdes de expressdao génica
obtidos confirmam localizacdo deste gene nas células do blastema e revelam uma forte
presenca da proteina correspondente nas células mais exteriores do epitélio de ferida. O
silenciamento génico especifico da V-ATPase em barbatanas caudais em regeneragao
mostrou que este transportador parece ser especialmente importante no final da maturacdo
do blastema e inicio do crescimento regenerativo. Em geral, os resultados obtidos neste
estudo sdo consistentes com os dados de fluxos i6nicos e com os perfis de expressao
génica previamente obtidos, apontando para um possivel papel da V-ATPase no
estabelecimento e manutencdo de correntes idnicas e campos eléctricos enddgenos

essenciais a regeneracao.

Palavras-chave: Regeneracdo, V-ATPase, correntes idnicas, peixe-zebra.
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Abstract

Endogenous electric fields and currents arise as a consequence of specific and
directional ion transportation. Consequently, ions accumulate differentially and establish a
voltage difference across an electrically resistant structure. Disrupting this barrier leads to
an ion flow, which generates an electric field across the surrounding tissues. These
phenomena have been shown to have an important role in various biological processes,
including vertebrate regeneration. Previous results from the lab implicate proton fluxes
and, in particular, V-ATPases in zebrafish caudal fin regeneration. These findings were
further reinforced by a recent study that implicated these pumps on the onset and
maintenance of electric currents during tail regeneration in Xenopus laevis larvae, which

. . . . 1
were proven to be necessary and sufficient to induce this process .

This work aimed to analyze the particular role of V-ATPases in the caudal fin
regeneration of adult zebrafish. Gene and protein expression patterns showed that this
proton pump is located in the blastema. In particular, the V-ATPase complex is essentially
found in the most external cells of the wound epithelium. Gene silencing experiments
revealed that V-ATPase appears to be important during the end of blastema maturation
and in the beginning of regenerative outgrowth. In general, these results are consistent
with those obtained before, suggesting a possible role for V-ATPase in the onset and

maintenance of the observed proton fluxes during caudal fin regeneration.

Key words: Regeneration, V-ATPase, ion currents, zebrafish.
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Introducao
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I. Introducao

I.1 A descoberta da bioelectricidade e do potencial de ferida

A existéncia de correntes e campos eléctricos em organismos vivos €, simultaneamente,
um tema velho e novo na Biologia. Luigi Galvani (1737-1798) foi pioneiro na
investigacdo deste fenoémeno de ‘“electricidade animal”. As suas experi€éncias com
preparacdes de pernas de rds demonstraram, pela primeira vez, que a contrac¢ao muscular
era dependente de conducdo eléctrica e que os préprios tecidos eram capazes de gerar
electricidade, desde que danificados®. No entanto, s6 mais tarde foi conhecida a explicacdo

fisica para a bioelectricidade.

1.2 Origem biologica de correntes e campos eléctricos endiogenos

Numa célula normal, a existéncia de proteinas transportadoras especificas faz com que o
transporte i6nico através da membrana plasmatica seja direccional e selectivo. Assim, a
acumulagdo diferencial de cargas entre os dois lados da membrana gera um potencial

electroquimico — o potencial de membrana (Vy,)”.

Algo semelhante acontece a um nivel de organizacdo superior (Fig. 1A). Muitos
epitélios tém como fungdo a regulacdo osmotica dos tecidos subjacentes, transportando
(tal como na célula) ides selectiva e direccionalmente. Geralmente, isto € conseguido
através da polarizacdo das células que constituem o epitélio, para que estas contenham
diferentes tipos de transportadores na regido apical e basal. Isto faz com que a composi¢ao
i6nica do meio intraepitelial seja diferente da do meio exterior o que resulta, mais uma
vez, numa segregacdo de cargas entre os dois lados do epitélio. As células epiteliais estdo
fortemente ligadas entre si por tight junctions, o que nao permite a movimentagao dos ides

de volta aos seus compartimentos de origem. Desta forma, o epitélio intacto € uma

estrutura electricamente resistente e a diferenca de potencial electroquimico gerada €

(€N

mantida. Como esta diferenca de potencial € estabelecida através de um epitélio,

denominada de potencial transepitelial (TEP — transepithelial potential)™*.

Quando o epitélio ou a membrana plasmdtica sdo danificados (Fig. 1B), e a sua
integridade estrutural comprometida, deixa de haver qualquer impedimento ao movimento
dos ides. Assim, estes passam a mover-se segundo o seu gradiente electroquimico, o que
gera uma corrente eléctrica - que, ao contrdrio do que se passa num circuito eléctrico
convencional, é veiculada ndo por electrées mas sim por ides. O desaparecimento da
barreira electricamente resistente no local da ferida provoca o colapso do potencial
transepitelial nesse local. No entanto, o potencial transepitelial ndo € afectado nas regides
circundantes, nao danificadas, em que o transporte iénico se dd normalmente. Forma-se

assim um gradiente de diferenga de potencial lateral desde o local da ferida (em que o TEP

A.R. AIRES, 2009 14 INTRODUCAO
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Figura 1 Origem bioldgica de correntes e campos eléctricos endogenos. A) A existéncia de transportadores i6nicos
especificos localizados nos dominios apicais e basais das células epiteliais resulta no transporte selectivo e direccional de
ides. Deste modo, é gerada uma diferenca de concentracido de cargas eléctricas que ¢ mantida pela ligacdo fisica das
células por tight junctions. Forma-se assim uma diferenca de potencial eléctrico através do epitélio, designado por
potencial transepitelial ou TEP. B) Um ferimento provoca a perda da integridade do epitélio, o que gera o movimento de
cargas segundo o seu gradiente electroquimico. A formacédo desta corrente i6nica faz com que o TEP colapse localmente;
no entanto, o transporte iénico continua normalmente nas partes nas danificadas do epitélio. Forma-se assim um
gradiente de diferenca de potencial lateral desde o local da ferida (em que o TEP € nulo) até ao local em que a diferenga
de potencial normaliza. Este acontecimento, por sua vez, gera um gradiente de campo eléctrico — mais forte no local da
ferida, e progressivamente mais fraco a medida que a distancia a ferida aumenta. Ao campo eléctrico resultante do
gradiente de diferenca de potencial nos tecidos, dd-se 0 nome de potencial de ferida. (Adaptado de McCaig et al., 2005%).

€ nulo) até ao local em que o TEP normaliza; o que, por sua vez, gera um gradiente de

campo eléctrico — mais forte no local da ferida, e progressivamente mais fraco a medida
C oA . N - 4 2 . .

que a distancia a ferida aumenta > Ao campo eléctrico resultante do gradiente de

diferencga de potencial nos tecidos da-se o nome de potencial de ferida.

Os campos eléctricos endégenos tém caracteristicas muito especificas que os distinguem
de outros acontecimentos eléctricos no organismo como, por exemplo, os potenciais de
accdo observados nas células nervosas. Ao contrdrio destes, os campos eléctricos
enddgenos (que incluem os potenciais de ferida) sdo gradientes de diferenca de potencial
estdveis e de longa duralgﬁo3 . Como sdo gerados por correntes idnicas, podem também ser
resultado da ac¢do de proteinas transportadoras6. Para além disso, a maioria dos campos
eléctricos com papéis fisiolégicos tém valores que variam entre os 1 a 100mV/mm?*’,
cerca de 3 a 4 ordens de magnitude inferior aos usados para estimulagdo de um potencial
de acc¢do (1-2 V/mm)®. Mas, mais importante, tanto a corrente eléctrica como o campo
eléctrico gerado tém magnitude e direc¢do - um poélo positivo (anodo) e um pdlo negativo
(c4todo) -, o que lhes confere a capacidade de actuarem como organizadores espaciais®. O
facto € que um campo eléctrico exerce uma forca sobre qualquer outro objecto com carga
desde que este esteja dentro dos seus limites®. Tendo em conta que a maioria dos

constituintes celulares ndo sdo electricamente neutros, conclui-se que também poderdo

A.R. AIRES, 2009 15 INTRODUCAO
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estar sujeitos a influéncia do campo eléctrico e de outros sinais bioeléctricos. Na realidade,
pensa-se que todos os comportamentos celulares num raio de, aproximadamente, 500 um a
partir do local da ferida acontecem inevitavelmente sob a influéncia de um gradiente de

diferenca de potencial eléctrico’.

Embora tenha sido negligenciada ou mal entendida desde o século XVIII, o interesse na
bioeléctricidade tem vindo a ressurgir € muitos estudos revelam um papel importante

desses campos e correntes eléctricas em diversos processos celulares.

1.3 Sinais bioeléctricos controlam processos celulares

1.3.1 Migragdo e orientagdo do eixo de polaridade celular

N

Muitos tipos celulares, embriondrios e somadticos, reagem a presenca de campos
eléctricos, movendo-se de acordo com a sua polaridade. A este fendmeno de movimento

direccional dé-se o nome de galvanotaxia ou electrotaxia’.

Na maioria dos casos estudados, as células parecem migrar em direc¢do ao cétodo'.
Outros tipos celulares sdo atraidos pelo anodo''. O mais importante é o facto de que a
inversdo do campo eléctrico a que essas células estdo sujeitas resulta na concomitante
inversdo da direccao de migragéoz. Células derivadas do mesmo tecido'?, ou populacoes
de células iguais, mas provindas de locais ligeiramente diferentes do tecido'® podem
também responder de forma diferente a0 mesmo sinal eléctrico. Esta movimentacao mais

tarde condicionard a morfologia e funcao dessas células.

Os campos eléctricos endégenos tém ainda a capacidade de reorientar as células. Estas
alteram a sua forma, de modo a que o seu eixo longitudinal seja perpendicular ao vector do

fppi 2
campo eléctrico”.

1.3.2 Polarizacdo de componentes celulares

A migragdo celular estd intimamente relacionada com a sua polariza¢do. Durante a
migracdo as células tornam-se dinamicamente polarizadas adquirindo caracteristicas
distintivas, nomeadamente a formagdo de protrusdes na zona que lidera o movimento
(leading edge) e a reorganizagdo de estruturas intracelulares de acordo com a direccao do
movimento'®. Os campos eléctricos endégenos foram implicados no fenémeno de
polarizacdo celular, especialmente durante a migracdo electrotictica das células. Foi
demonstrado que influenciam o posicionamento de componentes celulares tais como o
complexo de Golgi e o centrossoma'’; e que, por sua vez, a polarizacdo destes

componentes refor¢ca € mantém o comportamento galvanotrépico.

1.3.3 Crescimento celular orientado

Um tipo extremo de polarizacao celular é o crescimento celular orientado. Este processo

¢ observado na extensdo de neurites e cones de crescimento de células nervosas em

A.R. AIRES, 2009 16 INTRODUCAO



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

desenvolvimento. Em todos estes modelos reconhece-se o envolvimento de campos

eléctricos endégenos.

Tal como na maioria das células, as projec¢des nervosas crescem, tendencialmente, em
direc¢do ao cdtodo quando sujeitas a um campo eléctrico fisioldgico. As neurites expostas
ao catodo sdo em maior quantidade e apresentam uma taxa de crescimento maior face
aquelas expostas ao anodo'®; estas dltimas chegam inclusivamente a retrair'’ em presenca
do pdlo positivo do campo eléctrico. Todos estes comportamentos siao repolarizados assim
que a direc¢do do campo eléctrico é invertida’. Desta forma, a presenca de campos
eléctricos endégenos € capaz de modificar a arquitectura neuronal, influenciando o
crescimento, orientagio e ramificacio de neurites e cones de crescimento'.
Inclusivamente, podera fazé-lo in vivo, uma vez que o epitélio do tubo neural é capaz de
criar um campo eléctrico endégeno (o potencial trans-tubo neural, ou TNTP) durante o

desenvolvimento embriondrio® (ver seccao 1.4).

1.3.4 Taxa de proliferagdo e orientacdo do eixo de divisdo celular

O controlo da divisdo celular é fundamental para um desenvolvimento normal. Tanto a
taxa proliferacdo como a regulacdo do plano de clivagem t€m, reconhecidamente, um

impacto morfogenético consideravel.

Quando cultivadas em presenga de um campo eléctrico com valores fisioldgicos, as
células epiteliais da cornea alinham o eixo de divisdo celular paralelamente ao vector
desse campolg. Para além do controlo do plano de clivagem, o campo eléctrico também se
mostrou capaz de influenciar a taxa de proliferacdao dessas células”. Tanto num como
noutro caso, quanto maior a intensidade do campo eléctrico, maior a sua influéncia nestes

dois aspectos.

1.3.5 Diferenciagdo e desdiferenciagdo celular

O potencial proliferativo da célula e o seu estado de diferenciacdo estdo intrinsecamente
relacionados. O potencial de membrana (V,,) constitui um factor bioeléctrico capaz de
influenciar o estado proliferativo das células, bem como a sua diferenciacdo e
desdiferenciacio®.

Células terminalmente diferenciadas, geralmente hiperpolarizadas, tendem a ser
quiescentes. Contrariamente, células mais indiferenciadas (como, por exemplo, células
estaminais e precursoras) ou tumorais, cujo V,, €, normalmente, menos polarizado
revelam-se consideravelmente mais activas mitoticamente®. Muitos estudos comprovam
que esta relacdo € causal, e que a modulacdo do potencial de membrana tem a capacidade
de estimular ou inibir a proliferacdo de forma previsivel (revisto por Sundelacruz e
colaboradores™). Este tipo de alteracdes electrofisiolégicas tem também um papel

. . . . . .20 . . ~ .
funcional e instrutivo no processo de diferenciacdo™. A hiperpolariza¢do parece funcionar
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como um estimulo para a diferenciacdo celular e para a apoptose, constituindo ndo sé um
dos primeiros indicios destes acontecimentos como também parecem ser essenciais para
que ocorram®. A despolarizacdo do potencial de membrana parece ter o efeito contrrio:
neurénios completamente desenvolvidos podem, inclusivamente, reentrar no ciclo celular
(e, assim, adquirirem um certo grau de desdiferenciacdo) ao serem despolarizados durante
longos periodos de tempo”'. Em suma, observa-se que, no geral, a despolarizacdo da célula
favorece um estado menos diferenciado e proliferativo, enquanto a sua hiperpolariza¢ao

faz com que toda a actividade mitética cesse e com que a diferenciacio seja promovida.

Se os campos eléctricos enddgenos e outros sinais bioeléctricos afectam toda esta
variedade de processos celulares, naturalmente também afectardo acontecimentos de larga-
escala em que todos eles tenham que ser integrados e coordenados. O desenvolvimento

embriondario é um desses acontecimentos.

1.4 Sinais bioeléctricos no Desenvolvimento Embriondrio

2z

A assimetria esquerda-direita é estabelecida cedo no desenvolvimento. Em anfibio e
galinha, para que esta ocorra, sdo necessarias assimetrias de diferencas de potencial na
membrana nas células de ambos os lados do embrido, tal como a presenca de gap
Jjunctions entre elas. A diferenca de potencial observada provoca o movimento dirigido de
pequenas moléculas entre a metade esquerda e direita que, posteriormente, dard origem a

expressdo génica assimétrica caracteristica deste fenémeno morfogenético’.

Ainda nos mesmo modelos, medicdes em embrides de anfibios e galinha2 durante a
neurulacdo (néurulas) revelam que a diferenca de potencial através da ectoderme nado é
uniforme. Estes gradientes de diferencas de potencial geram, inevitavelmente, um campo
eléctrico ao qual as células do embrido estdo sujeitas. A perturbacdo desses campos
eléctricos enddgenos gera deficiéncias no desenvolvimento do embrido que afectam,
principalmente, o sistema nervoso central’. A aparente sensibilidade do sistema nervoso a
estas perturbacdes deve-se, provavelmente, ao facto do proprio tubo neural conseguir gerar
um potencial transepitelial: o potencial trans-tubo neural (TNTP - trans-neural tube
potential)23 . Desta forma, os neuroblastos migram, diferenciam-se e desenvolvem neurites
sob a influéncia de um forte campo eléctrico que os atravessa. De facto, o colapso do
TNPT resulta também em defeitos grosseiros do sistema nervoso central, enquanto o

. . P 2
aspecto exterior do embrido se mantém inalterado”.

A importancia dos sinais bioeléctrico observa-se também no desenvolvimento dos
membros em anfibios e mamiferos®***. Uma semana antes do aparecimento do primérdio
do membro sdo observadas correntes de saida estdveis no flanco do embrido que
aumentam de intensidade imediatamente antes, e exactamente sobre, a regido onde o

T 24 - ~ cpe .
primérdio se desenvolve™. A anulacdo ou reversdo artificial destas correntes resulta na
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formacdo anormal do membro. Assim, o efluxo de corrente parece prever a futura

localizac¢do do membro, aparentando ter um papel importante no seu desenvolvimento®.

Todas estas experi€éncias demonstram que campos eléctricos endégenos com polaridade
e intensidades normais sdo essenciais no desenvolvimento embriondrio. Estes factos
apontam para um papel importante dos campos eléctricos endégenos durante a
morfogénese, funcionando como pistas gerais de padronizacdo durante o

desenvolvimento®.

1.5 Regeneracdo

O segundo acontecimento em larga escala envolvendo a integragdo e coordenagdo de
comportamentos celulares diversos € a regeneragdo epimorfica (ou, simplesmente,
regeneracdo). Este fendmeno consiste na restituicdo completa de estruturas tridimensionais
complexas apds dano ou ferimento destas. Esta definicdo contrasta com a auto-renovagao
de certos 6rgdos e tecidos, por vezes também designada por regeneracao ou regeneragao
homeostética’®. Uma resposta regenerativa bem sucedida requer a orquestracio da
proliferacdo, migracdo e diferenciagdo celular, para que se restabelecam as grandes
quantidades de tecido necessdrias sem risco de descontrolo desses processos3. O processo
de regeneracdo pode dar-se por diferenciacdo ou transdiferenciacdo de células noutros
tipos celulares, ou entdo por proliferacdo e diferenciacdo de populacdes residentes de
células estaminais>’. No final, todas estas estratégias resultam no restabelecimento da

polaridade, estrutura e forma dos tecidos.

1.5.1 Modelos animais em regeneragdo

Os primeiros estudos de regeneracdo foram feitos em invertebrados e remontam ao
século XVIII*’. No entanto, a capacidade de regeneracdao € relativamente comum,
ocorrendo na maioria dos taxa incluindo Vertebrados®’. Neste dltimo grupo ha grandes
variacdes no potencial regenerativo: no geral, os Vertebrados Inferiores (Peixes e
Anfibios) regeneram mais e melhor do que os Vertebrados considerados Superiores
(Répteis, Aves e Mamiferos). De todos os Vertebrados, os Anfibios sio o modelo de
eleicdo para o estudo da regeneragdo, conseguindo regenerar completamente membros,

cauda, estruturas oculares, nervos, e, embora parcialmente, o coragﬁozg.

Embora ndo sejam os modelos cldssicos para o estudo da regeneracao, este processo tem
sido estudado em diversas espécies de peixes teledsteos. O peixe-zebra (Danio rerio) foi o
modelo animal usado neste trabalho. Esta espécie tem vindo a afirmar-se como um
organismo prometedor no estudo do processo regenerativo, especialmente devido ao seu
estatuto de organismo modelo em estudos de desenvolvimento?*’. O peixe-zebra é capaz
de regenerar vdrias estruturas como as barbatanas, o nervo dptico, escamas, coracio e

espinal medula.
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1.5.2 Regeneragdo de apéndices

Os membros t€m sido, desde sempre, Orgdos apeteciveis para a investigacdo em
regeneragdo. Para além do seu potencial biomédico, estes sdo drgaos externos, ndo vitais,
algo complexos — dado que sdo constituidos por variados tipos de tecidos —, e de facil

acesso e manipulacio®’.

Embora os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no seu desenvolvimento
sejam relativamente conservados, as respostas regenerativas dos apéndices diferem
grandemente de espécie para espécie e consoante a fase do ciclo de vida do 0rganism030.
Em Mamiferos, a regeneracdo dos apéndices pares parece estar limitada aos estddios mais
precoces do ciclo de vida (embrides e recém—nascidos)30. Dentro do taxa dos Anfibios, os
Urodelos (tritdes e salamandras) conseguem regenerar o0Ss seus membros
independentemente do estddio de Desenvolvimento, enquanto os Anuros (sapos e ras) s o
conseguem fazer antes do inicio da metamorfose®. Em Peixes, a regeneracdo de apéndices
também tem sido extensivamente estudada. As barbatanas s@o um modelo de estudo
vantajoso, uma vez que tém uma estrutura relativamente simples e simétrica, contendo
uma quantidade limitada de tipos celulares (seccdo L1.5.3). Todas as barbatanas de peixe-
zebra regeneram, mas a barbatana caudal tem sido a mais usada. Mesmo nao sendo um
apéndice par, a sua popularidade deve-se ao facto de ser a barbatana mais acessivel e mais

facilmente manipuldvel.

1.5.3 Regeneracdo da barbatana caudal de peixe-zebra

As barbatanas de peixe-zebra consistem num exosqueleto protuberante e visivel,
constituido por raios 6sseos de origem dérmica ligados ao endosqueleto por meio de
ligamentos29. S6 o exosqueleto é capaz de regenerar. Os lepidotrichia, ou raios dsseos, sao
formados por dois hemiraios concavos e simétricos, rodeados de uma monocamada de
escleroblastos (Fig. 2D). O espaco interno gerado no cilindro alberga vasos sanguineos,
fibras nervosas, células do tecido conjuntivo, e células pigmentares. Estes tecidos também
se encontram na regido entre os raios Osseos, ligando os lepidotrichia entre si. A
regeneracdo de uma barbatana amputada de peixe-zebra demora cerca de uma a duas
semanas, sendo um processo altamente dependente da temperaturazg. Considera-se que

decorre em 4 fases (Fig. 2).

1.5.3.1 Fecho da ferida

A regeneracdo da barbatana amputada comeca com o rdpido fecho da ferida (Fig. 2A).
Uma a trés horas apds a amputacdo, a ferida € coberta com uma fina camada de células
epiteliais, o epitélio de ferida (wound epithelium), constituido por células epiteliais que
migram a partir do epitélio adjacente™. A 33°C, esta fase de migracdo celular termina 12
horas ap6s a amputacdo. Nas horas seguintes o epitélio de ferida sofre um processo de

maturacdo em que se torna estratificado, ao ganhar novas camadas por migracdo adicional
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de células epiteliaiszg. A parte mais distal desse epitélio designa-se entdo por cobertura
epitelial apical ou AEC (apical epithelial cap). Considera-se que o AEC corresponde
funcionalmente a crista apical epitelial, ou AER (apical epithelial ridge), que existe
durante o desenvolvimento do membro e que € essencial para o crescimento do botio

. . 28,31
embrionario em amniotas” .

1.5.3.2 Desorganizacdo de tecidos mesenquimatosos e formagdo do blastema

Ap6s o fecho da ferida, o tecido mesenquimatoso abaixo do epitélio de ferida comega a
desorganizar-se e a desdiferenciar (Fig. 2B1)*. Pensa-se que tanto células
desdiferenciadas como algumas células estaminais residentes migram para a zona
imediatamente abaixo da AEC (Fig. 2D)***. No final, o processo de desorganizacio e
migracao culmina com a formacdo do blastema. O blastema € uma estrutura temporaria e
muito conservada evolutivamente, sendo uma das principais caracteristicas da

2729 ¥ oo ~ . .
. E constituido por uma populacdo de células mesenquimatosas e

regeneracao
indiferenciadas de grande potencial proliferativo, estando localizado entre o epitélio de
ferida e a superficie de amputacdo em cada raio na barbatana. E da proliferacio e
diferenciacdo do blastema que surgem os novos tecidos®®. Todos estes processos ocorrem

entre as 12 e 24 horas apds a amputagéozg.

1.5.3.3 Maturagdo do blastema

A terceira fase do processo regenerativo decorre entre as 24 e as 48 horas pds-amputacao
e caracteriza-se pela maturacdo do blastema. Formam-se assim duas populacdes distintas
de células no blastema — a zona proximal e a zona distal — com diferentes caracteristicas
celulares e moleculares®™ (Fig. 2B2). O blastema distal parece consistir em células
indiferenciadas que proliferam pouco ou ndo proliferam de todo. Pelo contrario, o

blastema proximal estd em proliferacao activa.

1.5.3.4 Crescimento regenerativo

Finalmente, a tltima fase € de crescimento regenerativo (ou redesenvoviment030) e
acontece a partir das 48 horas ap6s a amputacio™ (Fig. 2C). Nesta etapa, as células do
blastema distal entram para a zona do blastema proximal onde proliferam. Mais tarde
diferenciam-se numa terceira zona, a mais proximal de todas, denominada zona de
padronizacdo. No final, a barbatana regenerada tem exactamente o mesmo tamanho da

)
barbatana inicial?®.
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Figura 2 Estadios de regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra. Representacido esquematica de um raio 6sseo
em secc¢do longitudinal, com a extremidade mais distal no topo. A) Fecho da ferida. A ferida é fechada em 12 horas por
células epiteliais que migram para o local. B1) Desorganizac¢do dos tecidos mesenquimatosos e formacdo do blastema.
Das 12 as 24 horas ap6s a amputagdo a epiderme de ferida aumenta de espessura, o tecido mesenquimatoso entre os dois
hemi-raios desorganiza-se e as células migram distalmente. B2) Formagdo do blastema. Esta massa de células
mesenquimatosas em estado proliferativo forma-se distalmente em relagdo ao plano de amputacdo. C) Crescimento
Regenerativo. Durante este estddio, as células do blastema proliferam e diferenciam-se de forma a substituir as estruturas
danificadas. (Adaptado de Poss et al., 2003*). D) Seccido longitudinal de um raio Gsseo de barbatana caudal com 96hpa.
O blastema estd subdividido em blastema distal (imediatamente sob a AEC) e blastema proximal. Na parte mais
proximal, a diferenciacdo celular j4 teve inicio: os escleroblastos revestem os lepidotrichia, depositando nova matriz
6ssea. (Adaptado de Akimenko et al., 2003*°) A linha tracejada representa o plano de amputacio.

1.5.4 Conservagdo de factores genéticos intervenientes na regeneragcao

Quase todas as principais vias de sinalizacdo tém sido implicadas na regeneragﬁozg.
Muitos destes genes foram implicados na regeneracdo de diferentes 6rgdos e em varios
modelos animais de regeneracdo, o que sugere que 0S mesmos mecanismos sao usados
para regenerar diferentes estruturas e que estes sdo conservados entre espécies30. O facto
de a grande maioria destes genes se observar também durante o desenvolvimento
embriondrio reforca a ideia de que os mecanismos usados na ontogenia poderdo também

ser usados para a regeneragdo” .

1.6 Mecanismos bioeléctricos da Regeneracdo

Vimos na sec¢do 1.3 que campos eléctricos enddgenos e outros sinais bioeléctricos
influenciam uma grande variedade de comportamentos celulares. Tendo em conta que
todos esses comportamentos foram ja implicados no processo regenerativo, € natural que

também j4 tenha sido demonstrado o envolvimento de sinais bioeléctricos na regeneracao.

1.6.1 Correntes eléctricas endogenas na regeneragcdo em Vertebrados

Em anfibios, a influéncia das correntes id6nicas e campos eléctricos enddégenos na
regeneracdo estd bem demonstrada. Sendo um epitélio transportador de ides, a pele do
tritdo € capaz de gerar um potencial tralnsepiteliall32 (Fig. 3A). Apés a amputacio do
membro, é gerado um potencial de ferida que, por sua vez, gera uma corrente idnica que
sai pela superficie de amputacdo. Esta corrente é estdvel, intensa (10-100 pA/cm?) e

permanece até 10 dias apds a amputacdo, persistindo assim até muito depois da formacao
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Figura 3 Padrio e intensidade das correntes ionicas observadas em membros de tritio. A) Membro intacto. B)
Membro amputado. As setas indicam a intensidade da corrente. De notar que a escala de intensidade em B é 10 vezes
superior que em A. (Adaptado de Borgens et al., 1977%)

do epitélio de ferida® (Fig. 3B). A corrente iGnica assim estabelecida é crucial para a
regeneracdo nestes animais, dado que a sua inibicdo gera membros que regeneram
anormalmente (regeneracao hipomorfica) ou que ndo regeneram de todo**. Em Anuros (e,
especificamente, Ranideos) que normalmente nio regeneram, a corrente de ferida é muito
inferior a observada em tritdo. No entanto, a aplicacdo de uma corrente artificial da mesma
magnitude e direc¢do a observada nestes ultimos organismos consegue induzir um certo
grau de regeneracio em membros de ris>. Conclui-se assim que embora seja necessaria
para o seu inicio, a corrente i6nica de ferida nao € suficiente para completar o processo de
regeneracdo. Estas correntes ndo s6 foram medidas em anfibios, como também foram

encontradas e implicadas na regeneracdo da cénea de rato e pele humana®.

Na realidade, os sinais bioeléctricos parecem ser os factores principais durante o fecho
de ferida, dominando todos os outros’. No caso da regeneracdo da coérnea (in vivo € in
vitro), uma diminuicdo na intensidade desse campo eléctrico provoca uma diminui¢ao na
taxa de migracdo celular, na taxa de proliferacdo celular, randomiza o eixo de divisdo
celular e diminui também o enervamento do érgéo9. Consequentemente, a taxa de fecho da
ferida é também diminuida e a regeneracdo € atrasada. Por sua vez, o aumento da
intensidade do campo eléctrico observado (desde que mantido em valores fisiol6gicos)
aumenta a taxa de regeneracdo’. Porém, a inversdo total do campo eléctrico da cérnea,
face a direcc@o observada naturalmente tem a capacidade de redireccionar completamente
a migragdo celular’. Assim, a ferida abre em vez de fechar e sarar, independentemente de
outros factores que também se pensam ser importantes para a migracio celular’
(nomeadamente gradientes de quimioatractores®). Também em cérnea foi demonstrado
que a presenca de campos eléctricos € importante para a proliferacdo e orientacdo da

e e 10.18 L, .. . ~ .. L,
divisdo celular ™ °; para além de dirigir a migrac@o e posicionamento das células nervosas,
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sem as quais a regenerac¢do nio é possivel . Estas correntes parecem ser também criticas
para a regeneracao da ponta do dedo em criancas humanas, sendo apenas possivel quando
a amputacdo é feita acima da primeira falange e se a ferida ndo for tratada e for mantida

, .43 . .o L. - -
himida®. Possivelmente, estas condi¢des, propicias a regeneracdo, sdo aquelas que

permitem a subsisténcia das correntes eléctricas endogenas.

1.6.2 Hipotese biofisica da Regeneragdo

A hipétese biofisica para a Regeneragao tem sido sustentada durante décadas pelo tipo
de estudos fisioldgicos acabados de mencionar. Esta hipdtese postula que sinais
bioeléctricos - especialmente correntes e campos eléctricos enddgenos - sdo importantes

para o processo regenerativo uma vez que’’:

i. Fortes correntes acompanham, de forma consistente, os processos de fecho de

ferimentos e de regeneragao;
ii. A inibicdo de correntes endogenas interrompe especificamente estes eventos;
iii. A inducdo artificial de correntes é capaz de aumentar a taxa de regeneragao.

Ou seja, ndo s6 ha indugdo de correntes enddgenas imediatamente apds a amputacao
(potencial de ferida), como estas parecem ser activamente mantidas durante todo o
processo regenerativo. A interferéncia com estas correntes durante a regeneragdo do
membro faz com que este processo seja inibido’*?’. Assim, é razodvel assumir que os
sinais bioeléctricos poderao constituir factores importantes para a indugdo e regulacao da

regeneragdo, intervindo em acontecimentos relevantes neste processo.

1.6.3 Correntes endogenas em organismos regenerantes vs ndo regenerantes

A verdade € que as correntes i6nicas observadas em animais que regeneram sao muito
diferentes das encontradas em animais que ndo regeneram. Nestes Ultimos, a amputacdo
gera uma corrente de ferida positiva (saida de ides dos tecidos), que decresce
progressivamente a medida que a ferida sara. J& em organismos com capacidade de
regeneracdo, a corrente comega também por ser positiva, mas rapidamente inverte a sua

polaridade, tornando-se numa forte corrente de entrada (influxo de i()es)3 .

A manutencdo das correntes idnicas enddgenas e este seu comportamento peculiar
poderd ser um dos fendmenos-chave para a compreensdo do que mudou entre oS
organismos com capacidade de regeneracio e 0s que regeneram pouco ou nao regeneram
de todo, como o0s Mamiferos?’ De facto, um estudo recente foi capaz de correlacionar o
padrdo de comportamento da corrente com o estado regenerativo do tecido> . Os autores
demonstraram que a corrente idnica observada durante o periodo refractario em larvas de
Xenopus laevis era semelhante a observada em organismos nio-regenerantes, enquanto o

padrdo verificado nos periodos permissivos era idéntico ao caracteristico das espécies que
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regeneram. Inclusivamente, a reversdo da corrente € coincidente com o inicio da
regeneracdo. No entanto, embora tenha ja sido demonstrado que as correntes i0nicas estao
envolvidas na regeneracdo, tanto a sua natureza (que tipos de ides as constituem) como o0s
mecanismos moleculares que as originam (que bombas, transportadores idnicos, etc.)

. - . 6
ainda sdo largamente desconhecidos’.

1.7 (H" )-ATPases vacuolares (V-ATPases)

O pH é um parametro critico na maioria dos sistemas bioldgicos, sendo por isso
cuidadosamente regulado em todas as células. A V-ATPase é um dos principais efectores
usados nesta regulacdo, uma vez que transloca protdes desde o citoplasma para o limen ou
espaco extracelular, as custas da hidrélise de ATP*. Por ter sido pela primeira vez
descoberta e estudada em vacuolos recebeu a designacdao de ATPase vacuolar®’. Mas na
realidade, encontra-se ndo s6 na membrana do vactolo em células vegetais como também
na membrana de vdarios outros componentes celulares e, inclusivamente, na membrana

plasmitica de células mais especializadas®”.

1.7.1 Estrutura e mecanismo de translocagdo de protoes

As V-ATPases sdo grandes complexos proteicos, compostas por 14 polipéptidos diferentes
organizados em dois dominios™® (Fig. 4). O dominio Vj é o dominio transmembranar
responsdvel pela translocacdo de protdes. E constituido por seis subunidades diferentes —
designadas de a, d, e, c, ¢’, ¢’’ (embora em eucariotas superiores nao exista a subunidade
c’) - em que existem 4 ou 5 cOpias da subunidade c e apenas 1 copia das demais. Estas
proteinas (c, ¢’ e ¢’’) sdo altamente hidrofébicas, e formam um anel inserido na membrana
plasmdtica. A translocacdo de protdes € feita pela rotacdo deste anel proteolipidico, no
qual também participa directamente a subunidade a, ao formar dois hemi-canais por onde
sdo transportados os protdes. O dominio V, também contém a subunidade d e e. A
segunda € muito hidrofébica; enquanto a primeira estd fortemente ligada a superficie
citoplasmatica do anel proteolipidico e serve como local de ligacdo as subunidades
estruturais do dominio V140. O dominio V; é o mais periférico e estd localizado na face
citoplasmatica da membrana’’. Este estd encarregue da hidrélise de ATP, sendo composto
por oito subunidades (A, B, C, D, E, F, G, H), algumas das quais presentes repetidamente.
Existem 3 cépias das subunidades A e B, 2 cdpias das subunidades E e G, 1 ou 2 copias da
subunidade H, e apenas 1 cdpia das restantes (C, D e F). As subunidades A e B formam
um arranjo hexamérico alternado, no qual se encontram os 3 locais de hidrélise de ATP.
As outras subunidades deste dominio (C, E, G e H) tém fungdes estruturais e

regulatérias™.
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Figura 4 Estrutura da V-ATPase. O complexo da (V-) ATPase vacuolar € composto por um dominio periférico,
responsavel pela hidrélise de ATP (V;); e um dominio integral de membrana (V) que estd envolvido na translocacdo de
protdes através da membrana. (Adaptado de Forgac, 2007

Na V-ATPase, a maioria das suas subunidades formam elementos de suporte, ligando os
dois dominios. O suporte central (constituido pelas subunidades d, D e F) serve de rotor,
que acopla a energia libertada da hidrélise de ATP no dominio V1 a rotacdo do dominio
V0. O suporte periférico (formado pelas subunidades C, E, G, H e dominio N-terminal da
subunidade a) tem como fung¢do prevenir a rotacio do complexo formado pelas
subunidades A e B durante o funcionamento da bomba, servindo, desta forma, como
estator®. O estator ndo s6 estabiliza todo o complexo durante o processo de rotagdo como
também participa na regulacio da V-ATPase"'.

Nos organismos superiores, as subunidades da V-ATPase podem ter multiplas
isoformas. A maioria destas isoformas é expressa em tecidos diferentes; no entanto, para
muitas delas, a sua funcio € ainda desconhecida. Porém, pensa-se que possam ter papéis
reguladores, controlando, por exemplo, a eficiéncia e localizacdo da bomba™.

O transporte de protdes através da V-ATPase € feito através de um mecanismo
rotacional* (Fig. 5): a hidrdlise de ATP no complexo A3Bs; induz alteragdes
conformacionais na subunidade A, o que gera uma forca rotacional. Entretanto os protoes
entram no complexo Vj através de um dos hemi-canais na subunidade a, ligando-se a um
dos locais de ligacdo existentes no anel proteolipidico. A medida que este roda, os protdes
atravessam a bicamada lipidica e regressam a subunidade a, mas desta vez ao hemi-canal
de saida. Como existem trés locais de ligacdo para o ATP no dominio V; e 6-10 locais
disponiveis para protonaciio no dominio Vo, a estequiometria deste processo (H'/ATP) &,

aproximadamente, 2 para 3,340.
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Figura 5 Mecanismo rotacional de translocacio de protoes da V-ATPase. A hidrdlise de ATP provoca alteracdes
conformacionais nas subunidades A do dominio V;, que gera a rotacdo do rotor. Entretanto, os protdes entram no
complexo V através de um dos hemi-canais na subunidade a, ligando-se a um dos locais de ligacdo existentes no anel
protegh’pido e saindo para o limen ou espaco extracelular através do segundo hemi-canal (Adaptado de Cipriano et al.,
2008™).

1.7.2 Fungoes celulares

A V-ATPase pode estar presente tanto na membrana de compartimentos intracelulares
como na membrana plasmatica™. No primeiro caso, estas membranas delimitam vesiculas
do complexo de Golgi, vesiculas endossomais e lisossomais, vactiolos (no caso de células
vegetais) e vesiculas secretoras varias. Como tal, as V-ATPases participam em todos os
passos do trafico membranar normal da célula, desde a formacao endossomas precoces até
a acidificacdo de endossomas tardios e lisossomas™ . Este transportador também exerce
fungdes importantes na membrana plasmatica das células™. Ao gerar potenciais de
membrana, t€ém a capacidade de energizar processos de transporte acoplados, funcionando
assim na importacao e/ou exportacao de varias moléculas. A V-ATPase tem também um
papel muito importante na regulacdo do pH citoplasmatico das células, no equilibrio do
esqueleto Osseo € na maturagdo e armazenamento do esperma no epididimo e vaso
deferente. Finalmente, esta bomba de protdes foi recentemente implicada em processos de
mobilidade celular, tais como a migracdo de células durante a angiogénese e a
invasividade de células tumorais, ao criar um pH extracelular acidico essencial para a

degradacdo da matriz extracelular™.

1.7.3 Regulacdo

Assim sendo, devido a sua importancia na célula, € natural que a V-ATPase seja

rigorosamente regulada usando uma variedade de mecanismos*’.
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Uma das formas de controlo mais importantes é a dissociacdo reversivel dos dominios
Vo e V. Este mecanismo € despoletado pela depleciao de nutrientes e pela diminui¢do do
pH, e, por isso, pensa-se que tenha como fun¢do a conservacdo de ATP da célula. Outro
tipo de regulacdo envolve alteracOes na eficiéncia de acoplamento entre os dois dominios,
ou seja, entre a hidrélise de ATP e o transporte de protdes. Uma série de alteragdes na
fisiologia da célula (por exemplo, elevadas concentracdes de ATP), tal como algumas
mutacdes em subunidades especificas da V-ATPase, sdo capazes de alterar a eficiéncia de
transporte de protdes. Esta bomba pode também ser reversivelmente inactivada, pela
criagdo de ligacOes covalentes entre aminoacidos no local catalitico da subunidade A do
dominio V;. O controlo da densidade da V-ATPase na membrana plasmaética é, também,
uma forma critica de regulacdo. Neste caso, este tipo de modulagdo é conseguido através

da fusdo reversivel de vesiculas intracelulares com a membrana plasmatica

1.7.4 V-ATPase e regeneragdo

Observagdes prévias de fluxos idnicos realizadas pela equipa sugerem que correntes de
protdes poderdo estar envolvidas na regeneracdo da barbatana caudal de peixe-zebra
adulto. Imediatamente apds a amputacdo, é detectado um influxo de protdes ao nivel dos
raios 6sseos da barbatana, que comeca a inverter passadas trés horas e que se torna um
forte efluxo 24 horas ap6s amputacdo (hpa). Este efluxo € mantido durante os primeiros
acontecimentos da regeneracdo, até as 72 hpa. Uma semana depois, altura em que a
padronizacdo normal da barbatana é restabelecida, o efluxo de protdes cessa (Joana
Monteiro, comunicagdo pessoal). Estes indicios foram reforcados por andlises de
microarrays, que mostram que a maioria das subunidades constituintes da V-ATPase sdo
reguladas positivamente nas primeiras horas do processo de regeneragcao (Catarina Certal,
comunicacdo pessoal). Assim, as V-ATPases parecem ser bons candidatos moleculares

para a indu¢do e manutencao de correntes idnicas (neste caso, de protdes) em peixe-zebra.

Estes dados estdo de acordo com um estudo entretanto publicado, que revelou que a V-
ATPase tem um papel essencial na regeneracdo’. Usando larvas de Xenopus laevis como
material de estudo, os autores demonstraram que a inducdo do fluxo de protdes no botdo
regenerativo da cauda € necessdrio para a regeneracao desta estrutura. Essas correntes siao
mantidas especificamente através da regulacdo positiva da V-ATPase pouco depois da
amputacdo da cauda. A actividade desta bomba gera alteracdes no potencial de membrana
na zona em regeneracdo: de um estado despolarizado, este conjunto de células é
hiperpolarizado por ac¢do do efluxo de protdes, o que € necessdrio e suficiente para
induzir a regeneracdo tanto em tecidos competentes para regenerar como naqueles que nao
0 sdo0. Para além disso, os autores demonstraram que a actividade da V-ATPase controla a

expressdo de genes precoces na regeneracdo de cauda de girino e € essencial a correcta

A.R. AIRES, 2009 28 INTRODUCAO



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

padronizacdo dos nervos nesta estrutura. Assim, foi mostrado que a manutencdo das
correntes eléctricas € parte importante do processo de regeneracao.

1.8 Objectivos

Este trabalho teve como objectivo avaliar especificamente o papel das V-ATPases e dos
campos eléctricos endégenos por ela gerados na regeneracdo, usando a barbatana caudal
de peixe-zebra adulto como modelo. Ao analisar o padriao de expressdao génico de uma das
suas subunidades, a localizacdo da proteina correspondente e ao avaliar funcionalmente a
sua accdo durante a regeneracdo por silenciamento génico por morfolinos, procurou-se

complementar e validar os dados previamente obtidos pelo laboratério.
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Capitulo 11:
Material e Métodos
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I1. Materiais e Métodos

Todas as informacdes relativamente a reagentes e solucdes sublinhados no texto

encontram-se no Anexo 4.

I1.1 Modelo animal utilizado: o peixe-zebra

O peixe-zebra (Danio rerio) é um peixe teledsteo, dulcaquicola, pertencente a familia
dos ciprinideos43 . A utilizacdo desta espécie tem multiplas vantagens. Para além de ser
capaz de regenerar vdrias estruturas, tem uma ampla gama de ferramentas e reagentes
genéticos disponiveis. Adicionalmente, sdo capazes de atingirem a idade adulta muito
rapidamente, com cerca de 3 meses de idade ****. Neste trabalho serdo utilizados peixes
com cerca de 5 meses a 2 anos. Em todas as experiéncias foram utilizados peixes-zebra
wild-type, da estirpe AB. A sua manuten¢do foi feita num sistema de aqudrios com dgua
circulante a uma temperatura de 28,5°C, num regime de 14 h de luz (dia) e 10 horas de

escuridao (noite).

I1.2 Recolha de embrioes e barbatanas caudais de peixe-zebra

11.2.1 Cruzamentos

Para a obtencdo de embrides, peixes-zebra adultos de ambos os sexos foram colocados
numa caixa especial de cruzamentos durante a noite anterior a recolha dos ovos. Isto
permite a difusdo de feromonas na dgua, o que facilitard o acasalamento dos peixes. A
caixa contém uma divisdria amovivel usada para separar os dois peixes, 0 que permite o
controlo do tempo de oviposi¢do. Assim que as luzes se acendem, a dgua da caixa de
cruzamentos é substituida e a diviséria é retirada**. A recolha dos embrides é feita com

uma rede fina, e estes s@o colocados numa caixa de petri em meio embriondrio. A postura

€ observada a lupa, limpa de ovos ndo fertilizados ou em mau estado e os restantes sao

incubados numa estufa a 28°C.

11.2.2 Prevencdo da formagdo de pigmentos endogenos

A maioria das técnicas de processamento de amostra usadas neste trabalho implica a
visualizacdo de precipitados coloridos ou de particulas fluorescentes. Desta forma, € ttil
impedir a formacdo de pigmentos enddgenos, como a melanina. Em embrides, a
pigmentacio surge apGs a gastrulacdo (24 horas pés-fertilizacdo)*. O seu aparecimento
pode ser prevenido ao adicionar PTU (1-fenil 2-tioureia) no meio embriondrio neste
estadio de desenvolvimento®. No entanto o PTU afecta o desenvolvimento precoce, razao

pela qual deve ser apenas administrada ap6s o final da gastrulacio®.
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I1.2.3 Amputacdo de barbatanas caudais

Os peixes foram anestesiados com uma solugdo tricaina (dcido etil 3-aminobenzoato
metanosulfénico). Apds a anestesia, os peixes foram colocados numa caixa de petri
juntamente com um pouco de anestésico. Usando uma lamina de bisturi, a barbatana
caudal foi amputada um a dois segmentos proximais relativamente a origem da bifurcacao.
Os peixes sao depois colocados num aqudrio de recuperagdo, a 28°C, com 4gua em

circulagao.

I1.2.4 Recolha e conservagdo do material biologico

Embrides no estado de desenvolvimento adequados foram recolhidos em meio
embriondrio e colocados num microtubo de centrifuga de 2mL. Apds a remog¢do da maior
parte do meio embriondrio, foi adicionado PFA. As barbatanas caudais foram recolhidas
imediatamente apds a amputagdo, com uma pipeta de plastico estéril, directamente para

um microtubo de centrifuga de 2mL contendo PFA.

Os embrides ou barbatanas caudais foram fixados nesta solu¢do a uma temperatura de
4°C. O tempo de fixacdo depende do processamento posterior da amostra: 2 horas apenas
para imunohistoquimica, ou entdo durante a noite (aproximadamente 16h) para hibridac¢ao
in situ. Em seguida, as amostras foram lavadas em PBT durante 10 minutos de forma a
permeabilizar o material; desidratadas até metanol a 100% numa série crescente de
metanol em PBT e guardados a -20°C até a sua utilizacdo. A conservacdo do material
bioldgico deve ser feita em metanol absoluto de forma a evitar-se a formacgao de cristais de

dgua que poriam em causa a sua integridade celular.

I1.2.5 Remocgdo dos corions de embrioes

O cérion é uma membrana resistente que envolve o embrido em desenvolvimento,
protegendo-o do meio exterior. Porém, também interfere com a penetracdo de reagentes
durante o processamento da amostra. Os cérions foram removidos manualmente utilizando

pingas finas de disseccao.

11.3 Isolamento e clonagem dos genes em estudo

11.3.1 Isolamento do RNA total

A extrac¢do de RNA total dos tecidos foi efectuada a partir de embrides de peixe-zebra

inteiros, seguindo-se o protocolo do TRIZOL® Reagent. No fim, o RNA isolado é

precipitado e a sua concentracdo e pureza ¢ medida num espectrofotometro (Nanodrop,
ND-1000).
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11.3.2 Retrotranscricdo

A preparacio de cDNA foi efectuada através do 1* Strand DNA Synthesis kit for RT-
PCR de acordo com as instrucdes do fabricante.

I1.3.3 Amplificacdo da subunidade H da V-ATPase

Os primers usados para a clonagem da subunidade H do dominio V; da V-ATPase
foram desenhados com base na sequéncia nucleotidica e sintetizados por MWG Oligo
Synthesis Report (Tabela 1). Estes primers especificos foram usados a uma concentracio
de 1 pmol/uL. Os fragmentos foram amplificados por PCR (Polimerase Chain Reaction),
segundo o protocolo em anexo (Anexo A3.1). O produto de PCR foi analisado por

electroforese em gel de agarose.

Tabela 1 Sequéncia de primers utilizados para a amplificagdo do gene para a subunidade H da V-ATPase.

Gene Primers usados Tamanho do fragmento clonado

zatp6vih Fw -5 GGA TCT GAG GAC AAG CAAGCA3 658 pb

Rv -5 CTC CAG CAG GTT CCT GAAAG ¥

11.3.4 Preparacdo de géis de agarose e electroforese DNA/RNA
Por accdo de um campo eléctrico, as moléculas de &4cidos nucleicos (carregadas
negativamente) migram na matriz de agarose do pdélo negativo para o positivo. Neste

trabalho foram utilizados géis de agarose a 1%. As amostras migraram a uma voltagem

entre 80 a 100 volts. Por cada 25 mL de agarose, adicionou-se 2,5 pul. de brometo de etidio
a 10 mg/mL. Esta molécula permite a deteccdo de 4cidos nucleicos quando exposto a
radiagdo UV.

11.3.5 Extracgdo e purificacdo de banda em gel de agarose

Para a extracc¢do e purificagdo do produto de PCR do gel de agarose utilizou-se o kit
QIAquick® gel extraction kit, segundo as instrucdes do fabricante.

11.3.6 Ligacdo
Os produtos de PCR, ja purificados, foram ligados no plasmideo pGEM®-T Easy

(Anexo 2), segundo o protocolo em anexo (Anexo A3.2). O DNA de interesse foi clonado
num Multiple Cloning Site (MCS) flanqueado por promotores fagicos (SP6 e T7), que
podem ser usados para a produgdo in vitro de RNA. De modo a aumentar a eficiéncia
desta reac¢do, o DNA de interesse foi utilizado num excesso molar de 3 vezes em relagdo
ao vector de clonagem.
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11.3.7 Transformacdo bacteriana

A transformac¢ao permite incorporar o vector plasmidico, que inclui a sequéncia inserida,
em bactérias competentes. Este procedimento (descrito em pormenor no Anexo A3.3) tem

como objectivo a obtencdo de um grande nimero de clones recombinantes transformados.

11.3.8 Andlise de transformantes

A amplificag@o dos clones foi feita por inoculacdo de coldnias isoladas em tubos com 5

mL de meio LB liquido suplementado com ampicilina. Estes foram incubados durante

cerca de 16 horas a 37°C com agitacdo. Seguidamente foi feita a extraccdo do DNA

plasmidico e subsequente anélise de restri¢ao.

11.3.8.1 Expressed Sequence Tags (ESTs)

As Expressed Sequence Tags (ESTs) sdo sequéncias curtas, ndo editadas, e
seleccionadas aleatoriamente directamente de sequéncias de c¢cDNA®*’. Representam
“instantaneos” de genes expressos num determinado tecido, sendo assim muito uteis na
andlise do transcriptoma. No entanto, a sua maior vantagem ¢ o facto de estarem
disponiveis em bases de dados online e serem de baixo custo, podendo assim evitar-se

uma clonagem completa desde 0o mRNA.

A EST para o gene da subunidade E; da V-ATPase (zatp6viel) foi encomendada de
LM.A.G.E Consortium e tem como nimero de identificacdo 7162760. Esta veio inserida
no vector pDNR-LIB (Anexo 2) com um tamanho de 1269 pb (gene completo). O
plasmideo encontrava-se transformado em E. coli DHS5a e continha uma cassete de
resisténcia ao cloranfenicol. Essas bactérias foram plaqueadas em meio LB agar com
cloranfenicol e, de modo idéntico, coldnias isoladas foram inoculadas em meio LB e

analisadas quanto a presenga do DNA de interesse.

11.3.8.2 Extracgdo de DNA plasmidico

Para a extraccdo e purificagdo de DNA plasmidico foi utilizado o kit Wizard® Plus

Minipreps DNA Purification System, segundo as instrucdes do fabricante.

11.3.8.3 Digestdo de plasmideos

Concluida a extraccdo do DNA plasmidico procedeu-se a sua andlise de restricdo. Esta
permite identificar os clones que possuem a insercdo do DNA de interesse, consistindo na
digestdo com enzimas de restricdo que cortam o DNA em dois locais de ambos os lados do
inserto, libertando o inserto clonado. A andlise de restricdo foi feita por digestao dupla
usando enzimas apropriadas (Tabela 3) e segundo o protocolo em anexo (Anexo A3.4). As

amostras foram entdo analisadas em gel de agarose.
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11.3.8.4 Sequenciagdo
Para confirmar que o fragmento inserido €, de facto, o pretendido, os clones
considerados positivos por andlise de restricdo foram sequenciados. O protocolo de

sequenciagdo usado foi do kit BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Anexo A3.5).

As amostras foram entregues ao servico de sequenciagao do Instituto Gulbenkian Ciéncia.
Os resultados da sequenciacdo foram comparados com as sequéncias disponiveis na base
de dados, por alinhamento através do programa BLAST (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

11.3.9 Amplificacdo da quantidade de DNA

Em seguida, o DNA correspondente ao clone positivo, sequenciado, e identificado
correctamente foi amplificado. O clone com o melhor resultado de homologia foi
transformado em E. coli DH5a, usando-se 1uL. de DNA (Anexo A3.3). Finalizada a

transformacgao, o DNA foi extraido segundo o kit QIAfilter Plasmid Midi, de acordo com

as instrucgdes do fabricante.

I1.4 Linearizacdo do vector, transcrigdo in vitro e produgdo de sonda de RNA

As sondas de RNA produzidas foram sintetizadas a partir dos fragmentos de cDNA
conseguidos — ESTs ou produtos de PCR. Estes fragmentos encontram-se clonados no
MCS (Multiple Cloning Site) do vector entre 2 promotores com orientacdes inversas (Fig.
6), reconhecidos pela RNA-Polimerase T3, T7, ou SP6 , consoante o plasmideo em
questdo. Para a producdo de sondas, o plasmideo é linearizado com uma enzima de
restricdo de corte unico numa das extremidades do inserto e transcrito com a polimerase
da extremidade oposta. Desta forma, podem ser sintetizadas dois tipos de sondas:

antisense (complementar ao mRNA de interesse) e sense (controlo).

Orientacdo da sequéncia inserida

7 SEQUENCIA INSERIDA T3 =—

T

local de
linearizacio

Sentido de produgio de sonda anfisense

Figura 6 Esquema simplificado da prepara¢io do DNA molde para producdo de sondas de RNA por transcri¢ao
in vitro. Para a producdo da sonda antisense, o plasmideo ¢ linearizado a montante da sequéncia (em termos de direc¢éo
de transcri¢do do gene original) e transcrito com a enzima T3 RNA Polimerase. De forma semelhante, a sonda sense de
controlo ¢ obtida linearizando o plasmideo a jusante da sequéncia e transcrito com o enzima T7 RNA Polimerase. (O A.
R. Tomas, 2005)

A.R. AIRES, 2009 36 MATERIAL E METODOS



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

11.4.1 Subclonagem de zatp6vliel

O vector no qual a EST para o gene da subunidade E; da V-ATPase estava,
originalmente, inserido ndo era apropriado para a produc¢do de sonda dado que ndo
apresentava dois promotores a ladear o seu MCS. Assim, foi necessdrio subclonar o
fragmento num outro mais vector adequado. O vector de origem foi digerido com as
enzimas EcoRI e Xhol, o fragmento libertado foi extraido e purificado (ver seccao IL.3.5),
e foi feita uma reac¢do de ligacdo entre este fragmento génico e o vector final (Tabela 2).
Neste caso, foi usado o vector pBluescript® IT KS+ (Anexo 2). Para que a clonagem fosse
dirigida, este vector foi digerido com as mesmas enzimas que o vector de origem. Para
impedir a re-ligacdo espontanea do vector, este foi desfosforilado com o enzima SAP
(shrimp alkaline phosphatase), segundo o protocolo em anexo (Anexo A3.6). Em seguida

adicionaram-se os reagentes necessarios para a ligacao (seccao I1.3.6).

Tabela 2 Enzimas de restri¢do e vectores usados para a subclonagem de zatp6viel.

Fragmento Enzimas de restri¢do Tamanho dg Vector de partida Vector final
clonado usadas fragmento obtido
- ®
EST zatp6viel EcoRI/Xhol 1269 pb pDNR-LIB pBlucseript 11

I1.4.2 Linearizacdo do vector plasmidico

A preparacao do DNA molde (template) foi feita ao linearizar-se 10 ug de DNA
plasmidico com enzima de restricdo apropriada (Tabela 3). O produto de reaccdo foi
analisado por electroforese. A observacdo de apenas uma banda, correspondente a forma
linear do plasmideo, indica que a reaccdo foi bem sucedida. Em seguida, a remog¢do de
proteinas foi realizada com Fenol/Cloroférmio, apés a qual se precipitou o DNA molde
para remover os sais (Anexo A3.7).

I1.4.3 Transcricdo in vitro para sintese de sonda de RNA

A transcricdo e precipitacdo do plasmideo linearizado foi feita segundo o protocolo em
anexo (Anexo A3.8). As RNA-polimerases usadas para a transcricao de cada sonda estdao

descritas na Tabela 3. No final a sonda foi guardada a -20°C até ser utilizada.

Tabela 3 Enzimas de restricdo e RNA-polimerases usadas para a produgio de sondas de RNA.

Enzima de restricdo | RNA-polimerase Enzima de restricdo | RNA-polimerase
Gene clonado . .
(antisense) (antisense) (sense) (sense)
zatpbvliel EcoRI T3 Xhol T7
zatp6vlh Ncol Sp6 Ndel T7
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I1.5 Hibridacdo in situ

A técnica de hibridagdo in situ tira partido da capacidade de hibridacdo especifica entre
acidos nucleicos de sequéncias complementares. A deteccao da sequéncia de interesse nas
células é conseguida pela marcacdo dos nucledtidos da sonda correspondente (sonda
antisense) com epitopos particulares, que sdo posteriormente reconhecidos por anticorpos
de alta afinidade. Estes tém acopladas enzimas que, quando expostas ao substrato

apropriado, geram um precipitado colorido que se acumula nas células.

Esta técnica foi aplicada a embrides e barbatanas caudais de peixe-zebra intactos (in
toto) e tem, em média, a duracdo de trés dias. Todos os procedimentos sao realizados com

agitacdo vertical, excepto quando o contrdrio € indicado.

11.5.1 Hibridag¢do in situ em embrides de peixe-zebra

A técnica de hibridacdo in situ em embrides de peixe-zebra foi realizado segundo o

protocolo em anexo (Anexo A3.10).

11.5.2 Hibridag¢do in situ em barbatanas caudais de peixe-zebra

O protocolo de hibridacao in situ usado para barbatanas caudais € algo semelhante ao
aplicado a embrides. No entanto, como se tratam de tecidos adultos, certas modificagcdes
tornam-se necessdrias. A hibridacdo in situ nestes tecidos foi feita segundo o protocolo em
anexo (Anexo A3.11).

11.6 Inclusao em gelatina e obtengdo de cortes histologicos

A inclusdo em gelatina foi realizada segundo o protocolo em anexo (Anexo A3.12). Os
cortes foram recolhidos em laminas SuperFrost Plus. A espessura do corte depende do fim
a que vao ser sujeitos. Para imunohistoquimica foram usados seccdes com 12um,
enquanto o material biolégico previamente sujeito ao protocolo de hibridacdo in situ foi

seccionado com 25um de espessura.

I1.7 Detecgdo imunohistoquimica em amostras seccionadas

Uma outra forma de caracterizar a expressao génica espacial e temporalmente € observar
a distribui¢ao da proteina codificada em células e tecidos. A técnica de imunohistoquimica
baseia-se no reconhecimento de motivos proteicos — 0s epitopos — por anticorpos
especificos, designados por anticorpos primérios. E entdo aplicado um outro anticorpo - o
anticorpo secunddrio - que reconhece a espécie em que foi feito o anticorpo primério e que
contém acopladas moléculas que permitem a sua detec¢do. Desta forma, a localiza¢do do
epitopo € detectada segundo a marcacdo do anticorpo secunddrio. Os anticorpos
secundérios usados (Alexa Fluor®, Invitrogen) tém fluoréforos conjugados. Quando
excitados apropriadamente, estas moléculas emitem fluorescéncia num comprimento de

onda especifico que pode ser captado num microscépio equipado com filtros apropriados.
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A técnica de imunohistoquimica foi realizada em amostras previamente seccionadas,
segundo o protocolo do anexo (Anexo A3.13). As imagens foram obtidas por microscopia

confocal.

Tabela 5 Anticorpo primdrio utilizado.

Anticorpo . Isotipo e Espécie onde foi L
L Referéncia Empresa ) ] Diluicao
primario clonalidade produzido
Santa Cruz .
ATP6E sc-20946 . IgG Policlonal Coelho 1:200
Biotechnology
Tabela 6 Anticorpo secunddrio utilizado.
Anticorpo . Espécie onde o L
. Referéncia Empresa ) ] Reactividade Diluicao
secunddario foi produzido
Alexa Fluor® 488 A-11008 Invitrogen Cabra IgG Coelho 1:500

11.8 Manipulagao experimental de embrides e barbatanas caudais de peixe-zebra

Para a manipulacdo de embrides, estes foram recolhidos numa caixa de petri em meio
embriondrio cerca de 30 minutos apds a oviposi¢do, altura em que se forma a primeira
célula®. Apés a injeccdo, os embrides foram distribuidos por novas caixas de perri e
incubados em meio embriondrio numa estufa a 28°C, até atingirem o estddio de
desenvolvimento necessédrio. Antes de qualquer manipulagdo experimental das barbatanas
caudais os peixes foram anestesiados conforme o descrito na seccao IL.2.3. Apds a
manipulacdo foram colocados em aquarios de recuperacao a 28,5°C.

11.8.1 Morfolinos

Para analisar funcionalmente a influéncia da V-ATPase na regeneracdo, procurou-se
interferir com a sua expressdo usando a técnica de knockdown por morfolinos. Estas
moléculas consistem em oligonucledtidos sintéticos, com um tamanho de cerca de 25
bases, que se ligam a regides do RNA cuja sequéncia € complementar a sua. Os
morfolinos impedem assim o acesso de outras moléculas ao RNA. Quando sdo desenhados
para se ligarem a regido 5’ nao traduzida (5°’UTR) do mRNA, a traducdo do transcrito é
impedida e a proteina que este codifica deixa de ser produzida — knockdown do gene —,

. - e e . 4
uma vez que interferem com a progressao do complexo de inicia¢do do ribossoma 5

Os morfolinos injectados (Gene Tools, LLC) tém sequéncias complementares a regiao
5’ nao traduzida do mRNA para a subunidade E; da V-ATPase (Tabela 7). Nesta
experiéncia foi também usado um morfolino de controlo (mismatched): embora a sua

sequéncia seja muito semelhante, algumas bases foram propositadamente alteradas
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relativamente a sequéncia do morfolino experimental (Tabela 7). Estas modificacdes
impedem que o morfolino mismatched se ligue ao mRNA do gene de interesse e,
consequentemente, que tenha algum efeito biolggico™.

Tabela 7 Sequéncia dos morfolinos usados para a injec¢do de embrides e barbatanas caudais. As bases em letra
mintscula representam alteracdes face ao morfolino experiemental.

Morfolino Sequéncia

zatpbvlel TCG GCA TCG CTG AGC GCC ATG ACT G

Mismatched zatp6viel | TCc GCA TgG CTG AcC GCg ATG AgT G

Foram usados dois tipos de morfolinos, com e sem fluoresceina covalentemente ligada.
Esta molécula emite fluorescéncia e permite a avaliacdo da eficiéncia de injeccdo e
electroporacdo. Desta forma, quando ndo ligada directamente ao morfolino, a fluoresceina
¢ adicionada em separado a solugdo a injectar.

11.8.2 Injecgdo e electroporagdo de morfolinos

A injeccdo de morfolinos em embrides e barbatanas caudais € feita com recurso a um
injector Narishige IM 300. As agulhas usadas foram moldadas a partir de capilares de
vidro (World Precision Instruments, #1B100-4) num puller. O injector e a agulha foram
calibrados com auxilio de uma graticula (1cm com divisdes de 0,1 mm), de forma a que a
quantidade de solugdo injectada fosse, aproximadamente, 14 nL por embrido. Para a

injeccdo em embrides foram usados morfolinos sem fluoresceina covalentemente ligada.

D v

Figura 7 Técnica de injeccio e electroporacio in vivo de barbatanas caudais em regeneracdo. A barbatana é
amputada (1) e deixada regenerar durante 24 horas. O blastema € entdo injectado com o morfolino experimental na
metade dorsal e com o morfolino controlo na metade ventral (2). A barbatana € totalmente electroporada de imediato (3)

e deixada regenerar durante mais 72 horas. O fenétipo é avaliado diariamente (4). (Adaptado de Thummel et al., 2006%).
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Assim, ambos os morfolinos (experimentais e mismatched) foram solubilizados em meio
Danieau conjuntamente com fluoresceina. A microinjecc¢ao foi feita na célula do vitelo até
ao estadio de 2 células. Em cada experiéncia os embrides foram divididos em trés grupos:
embrides injectados com o morfolino experimental, embrides injectados com o morfolino
mismatched e embrides ndo injectados. Este udltimo grupo destina-se a avaliacdo da
qualidade das posturas e para o teste do efeito da injeccdo em termos de taxas de

mortalidade.

Em barbatanas caudais (Fig. 7), a microinjecc¢ao foi feita no blastema de cada raio 24h
apo6s a amputacdo (hpa) da cauda. Os morfolinos usados neste procedimento experimental
estdo covalentemente ligados a fluoresceina, e, portanto, foram solubilizados apenas em
meio Danieu. Este tipo de morfolinos foi usado devido ao facto de a fluoresceina conferir
carga a molécula de morfolino (normalmente neutra), tornando-o mais susceptivel a
entrada na célula por accdo do campo eléctrico da electroporagdo. O blastema dos 8
primeiros raios 6sseos dorsais foi injectado com o morfolino experimental, enquanto que o
morfolino mismatched foi injectado nos restantes raios dsseos (ventrais). A parte ventral
da barbatana serve, assim, como controlo da parte dorsal do mesmo peixe. Ambos os
morfolinos foram injectados a uma concentracdo de 0,75SmM, uma vez que parece ser uma
concentracdo suficientemente alta para conseguir inibir a regeneracdo®. Apés a injeccdo
do morfolino, a totalidade da barbatana foi electroporada de imediato usando um eléctrodo
de platina plano com 10 mm de didmetro (CUY650P10, Sonidel™ Limited). A
electroporacao foi feita num electroporador Electro Square Porator, ECM 830 (BTX®), nas
seguintes condi¢des: 10 pulsos de 25V, com a dura¢ado individual de 50 milisegundos e 1
segundo de pausa entre cada um deles. Os peixes manipulados foram fotografados

diariamente durante os trés dias que se seguiram a injeccao.

I1.8.3 Curva dose-resposta para embrioes de peixe-zebra
Tendo em conta que o efeito do morfolino é dependente da sua dose®, em primeiro lugar
foi necessdrio fazer uma curva dose-resposta. Por razdes de disponibilidade de elevados

numeros de amostras, este procedimento foi realizado apenas em embrides de peixe-zebra.

A curva dose-resposta (Fig. 8) consiste na injec¢do de vdrias concentracdes de morfolino
e na contabilizacdo do nimero de embrides mortos, anormais e alterados (morphants).
Desta forma € possivel encontrar uma concentragdo 6ptima de morfolino, que origine o
maior nimero de morphants, € simultaneamente, a menor taxa de mortalidade e a menor
quantidade de embrides anormais. Considerando os resultados obtidos, a concentracdo de

morfolino usada para a injeccao de embrides de peixe-zebra foi de 0,5 mM.
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Figura 8 Curva dose-resposta em embrides de peixe-zebra para a injeccao do morfolino contra a subunidade E;
da V-ATPase.

11.9.4 Andlise estatistica

Os raios 6sseos dos peixes injectados (n=6) foram medidos individualmente com o
software de andlise de imagem Imagel. Para cada estadio, as medi¢Oes foram agrupadas
em dois conjuntos — experimental vs controlo. Os dados foram examinados com o
software EXCEL. A significancia estatistica do efeito da injeccio dos morfolinos na
regeneracdo foi avaliada usando o teste ¢ de Student, com distribuicio de duas caudas,

assumindo variancias iguais e com um p=0,05.
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Capitulo I1I:
Resultados
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II1. Resultados

II1.1 Padraées de expressdo génicos da V-ATPase

II1.1.1 Expressdo génica da subunidade E; em barbatanas caudais

O padrao de expressao da subunidade E; da V-ATPase (zatp6viel) foi caracterizado em
varios estadios de regeneracdo da barbatana caudal de peixe-zebra. Vinte e quatro horas
ap6s a amputacdo (hpa), esta subunidade € expressa no blastema recém-formado e no
tecido conjuntivo do inter-raio distal ao plano de amputagdo (Fig. 9A). J4 durante o inicio
da fase de crescimento regenerativo (48hpa), o dominio de expressdo de zatp6viel no
blastema sofre uma expansdo, que € concomitante com o aumento dos tecidos em
regeneracdo (Fig. 9B). Em seccdo longitudinal observa-se que a maioria das células
expressa este gene, o que revela o cardcter ubiquo da V-ATPase. Porém, a expressao de
zatp6vlel parece ser maior nas células do blastema distal e na camada basal do epitélio de
ferida (Fig. 9B’). As 72hpa, o dominio de expressdo da V-ATPase no blastema torna-se
mais definido (Fig. 9C). Contudo, parecem surgir outros dominios em que este gene é
expresso, nomeadamente no tecido conjuntivo do inter-raio que reveste os lepidotrichia
em maturacao e na regido do plano de amputacdo em cada raio.

regeneracio. A) 24hpa; B) 48hpa; B’) seccdo longitudinal do blastema a 48hpa; C) 72hpa. A linha
tracejada representa o plano de amputagdo.

111.1.2 Expressdo génica da subunidade E; em embrioes

Tal como foi observado na Introducdo (sec¢do 1.5.4), é possivel que haja uma
sobreposi¢do entre os mecanismos usados na regeneracdo e os empregues durante o
desenvolvimento embriondrio. Desta forma, o padrao de expressdo de zatp6viel foi, em

seguida, analisado em varios estddios do desenvolvimento do embrido de peixe-zebra.

Em geral, as 24 horas pés-fertilizacdo (hpf) observa-se que a V-ATPase esta presente no
sistema nervoso central do embrido, especialmente nos neurdénios da zona marginal do
tubo neural (figuras 10A e 11A). A medida que este se desenvolve, a expressido é cada vez
mais limitada. As 48hpf, zatp6viel encontra-se expresso no telencéfalo, rombencéfalo e
olho, continuando nos neurénios da zona marginal do tubo neural (figuras 10B e 11E).

Finalmente, as 72hpf, a expressdo deste gene fica restrita ao encéfalo e a retina do embrido
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(Figuras 10D e 11H). Durante o desenvolvimento do embrido, surge um grupo especial de
células que expressam fortemente a V-ATPase. As células HR (H"-ATPase rich), descritas
anteriormente’, encontram-se dispersas por todo o embrido e sdo aqui especialmente
visiveis a partir das 48hpf no saco vitelino (Fig. 10B’). Estas células excretam protdes,
participando no equilibrio 4dcido-base do embridio’’. Assim, constituem um excelente
controlo interno, confirmando a especificidade da sonda para zatp6viel. As células HR

mantém uma grande expressao deste gene até, pelo menos, as 72hpf.

Para validar o padrao de expressdo da V-ATPase obtido com a subunidade E;, procurou-
se também obter o padrao de expressao de uma outra subunidade. Hibridagdes in situ para
o gene que codifica a subunidade H (zatp6vih) demonstram padrdes idénticos ao gene da

subunidade E, incluindo a marcacdo das células HR (Fig. 10C).

Em seguida, a expressdo da V-ATPase foi observada mais atentamente nas barbatanas
peitorais em formacgdo. Nos estadios mais precoces (24, 29 e 33 hpf) ndo ha qualquer sinal
nessa zona (Figuras 11A, 11B e 11C, respectivamente). S6 as 44hpf surge marcacao,
embora ténue (Fig. 11D). Esta continua a ser observada as 48hpf (Fig. 11E). Contudo,
devido ao facto de a sonda sense de controlo também gerar alguma pigmentacdo na zona
das barbatanas (Fig. 11F), é impossivel garantir que a marcacido da sonda antisense seja,
de facto, uma marcagao especifica. A marcacdo desaparece quase completamente as S6hpf
(Fig. 11G), mantendo-se assim até as 72hpf (Fig. 11H).

Cortes transversais dos mesmos embrides confirmam os dados das in situs integrais
anteriores. As 33hpf, a expressdo da V-ATPase parece estar dispersa por todo o embrifo,
incluindo nas barbatanas peitorais (Fig. 12A). Esta marcagdo, mais uma vez, reflecte o
cardcter ubiquo desta bomba de protdes. Neste estddio, a V-ATPase € expressa mais
intensamente nos neurdénios periféricos do tubo neural, na ectoderme do flanco do embrido
e na camada sincicial do vitelo, sendo também fortemente visivel nas células HR da
ectoderme. As 44hpf observa-se expressio da V-ATPase no mesénquima das barbatanas
peitorais (Fig. 12B). Quatro horas (48hpf) depois, este sinal diminui notavelmente,
contrastando com o concomitante aumento do sinal na parte ventral do tubo neural, em
redor da notocorda e no revestimento do intestino em desenvolvimento (Fig. 12C).
Finalmente, 72 horas ap06s a fertilizacdo a expressdo desta bomba € baixa exceptuando nas
células do vitelo. No entanto, ainda € visivel algum sinal na parte ventral do tubo neural

(Fig. 12D).
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Figura 10 Hibridacio in situ em embrides de peixe-zebra para a subunidade E; da V-ATPase, vista geral. A) 24
hpf; B) 48hpf, B’) células HR; D) 72hpf. Em C) observa-se o padrdo de expressdo da subunidade H da V-ATPase as
48hpf.

Figura 11 Hibridacao in situ para a subunidade E; da V-ATPase em embrides de peixe-zebra, zona do primoérdio
das barbatanas peitorais. A) 24hpf; B) 29hpf; C) 33hpf; D) 44hpf; E) 48hpf, sonda antisense; E’) pormenor do
primérdio da barbatana em vista frontal; F) 48hpf; sonda sense; G) 56 hpf; G’) pormenor da barbatana peitoral em
desenvolvimento (vista lateral direita); H) 72hpf. As setas indicam o local das barbatanas peitorais em desenvolvimento.

A S,

>ad ’ T
ATPase. A) 33hpf, B) 44hpf, C)
48hpf, D) 72hpf. As setas indicam o local das barbatanas peitorais em desenvolvimento.
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I11.2 Localizacdo da subunidade E; da V-ATPase

Em seguida, observou-se a localizagdo da subunidade E da V-ATPase em sec¢des
longitudinais de raios em regeneracdo (Fig. 13). Vinte e quatro horas ap6s a amputacio
(Fig. 13A), esta proteina € observada em todas as células epiteliais da barbatana, tecido
mesenquimatoso e blastema. No entanto, nota-se uma certa tendéncia para a sua
acumulacgdo tanto na camada basal como na camada mais exterior do epitélio de ferida.
Este padrdo acentua-se as 48 hpa, verificando-se que a subunidade E estd claramente
presente na camada basal e nas camadas mais externas do epitélio de ferida (Fig. 13B).
Porém, estd também localizada nas células do blastema, o que coincide com o padrdo de
expressdo génico da subunidade E; obtido por hibridacdo in situ. Finalmente, as 72 hpa
(Fig. 13C), a subunidade E é encontrada fundamentalmente nas camadas exteriores do
epitélio de ferida, nas células mais caudais do blastema distal e nas células mais rostrais do

blastema proximal.
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Figura 13 Localizacdo da subunidade E da V-ATPase em secc¢oes longitudinais de barbatanas caudais
em regeneracio. A) 24hpa; B) 48hpa; 72hpa. A linha tracejada representa o plano de amputacido. O
triangulo indica a camada externa do epitélio de ferida; enquanto a seta aponta para a camada basal do
epitélio de ferida. bd: blastema distal; bp: blastema proximal. Ampliag¢ao: 200x.
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I11.3 Anadlise funcional da V-ATPase

Dado que a subunidade E € expressa durante a regeneracdao da barbatana caudal, a sua

funcdo neste processo foi avaliada através de silenciamento génico por morfolinos.

I11.3.1 Validacdo da especificidade do morfolino em embrioes

A existéncia de uma linha mutante para subunidade E; da V-ATPase permitiu confirmar
a especificidade do morfolino contra este gene pela comparacao dos respectivos fendtipos
gerados. atpbvlel his77ale St g yma mutacdo por inser¢do, recessiva, gerada por transgénese.
Quando em homozigotia, os individuos demonstram alteracdes nas células pigmentares
com concomitante redu¢ao na pigmentagdo. Adicionalmente, apresentam uma redugao nas
dimensdes da cabeca e otdlitos, deficiéncias ao nivel do esqueleto, do movimento

. s P . . 151
musculo-esquelético, na resposta aos estimulos externos e no sistema sensorial”".

Os efeitos do knockdown da subunidade E; da V-ATPase em embrides sé comecam a ser
notados 48 horas apds a fertilizacdo (hpf), estidio em que a pigmentacdo estd mais
desenvolvida (Fig. 14). Ao contririo dos controlos (embrides injectados com o morfolino
mismatch, Fig. 14 D-E), a pigmentacdo nos embrides morphants neste estddio € muito
pouco desenvolvida. As células pigmentares perdem a sua caracteristica forma de estrela,
tornando-se pequenas manchas arredondadas que estio dispersas por todo o corpo (Fig. 14
A-C). No entanto, as diferencas mais notdveis entre embrides morphant e controlo sdo ao
nivel comportamental, a partir das 72 hpf. Os embrides knockdown demonstram uma
redugdo dramatica do comportamento de fuga, que pode ser resultado de incapacidade de
resposta a estimulos externos ou, alternativamente, de deficiéncias no sistema sensorial.
Desta forma, conclui-se que o morfolino contra a subunidade E; da V-ATPase desenhado
€ especifico, uma vez que da origem a embrides cujo fendtipo € semelhante ao observado

em mutantes para esta subunidade.

I11.3.2 Knockdown de zatp6vliel durante a regeneragcdo

O knockdown da subunidade E; da V-ATPase tem a capacidade de atrasar a regeneracao
da barbatana caudal (Fig. 15). O crescimento dos raios ésseos dorsais da barbatana é
significativamente reduzido com a injec¢do do morfolino experimental durante as
primeiras vinte e quatro horas que se seguem (p<0,05, Fig 15A); sendo que o
comprimento médio dos raios na metade dorsal da barbatana é 11,8% inferior face aos
ventrais (Fig. 16). No entanto, esta diferenca esbate-se ao longo do tempo: quarenta e oito
horas apos a injec¢do deixa de ser estatisticamente significativa e as setenta e duas horas a
diferenca média entre os raios experimentais e de controlo € de apenas 6,1% (Fig. 16).
Concomitantemente, a fluorescéncia € cada vez mais reduzida, resultado da degradagao
progressiva do morfolino ao longo do tempo (Fig. 15D-E). Ou seja, a regeneracdo dos
raios dorsais parece deixar de ser inibida no final das primeiras 24 horas apds

administracao do morfolino.
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Figura 14 Injeccio de morfolinos (0,5 mM) para a subunidade E; da V-ATPase em embrioes de peixe-
zebra. A-C: morfolino experimental; D-F: morfolino mismatch (controlo).
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Fluoresceina transmitida

Sobreposiciio

Figura 15 Injeccao de morfolinos para a subunidade E; da V-ATPase em barbatanas caudais de peixe-
zebra em regeneracao (0,75 mM). A, D e G: 48 horas apés amputagdo (hpa); B, E e H: 72 hpa; C, F, I: 96
hpa. O asterisco indica o local de injeccdo do morfolino experimental (metade dorsal da barbatana). A linha
tracejada representa a divisdo entre a metade dorsal (a esquerda) e a ventral (a direita).

A.R. AIRES, 2009 49 RESULTADOS



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

Percentagem de regeneracao

110,0 4 *

100,0 -
90,0 {---
80,0 {-|
70,0 {--
60,0 |-
50,0 |-
40,0 -
30,0 |-
20,0 -
10,0 |--

0,0

48

Horas apos injecgédo

o MO
& mm\ViO

Figura 16 Percentagem de regeneracio dos raios dorsais (MO) relativamente aos raios ventrais de
controlo (mmMO). O asterisco indica um p<0,05.

A.R. AIRES, 2009

50

RESULTADOS



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

Capitulo IV:

Discussao

A.R. AIRES, 2009 51 DISCUSSAO



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

IV. Discussao

1V.1 Expressdo da V-ATPase

Dados de fluxos i6nicos previamente obtidos pelo laboratério apontavam para um
possivel papel dos fluxos de protdes na regeneracdo da barbatana caudal de peixe-zebra.
Estes resultados foram mais tarde refor¢ados por andlise de perfis de expressao génica
(microarrays), que demonstraram uma regulacdo positiva da maioria das subunidades

constituintes da V-ATPase a partir das 24 horas apds a amputacdo (hpa).

De forma a complementar e validar estes dados, tornou-se importante localizar esta
bomba nos tecidos. A V-ATPase € um grande complexo proteico constituido por multiplos
componentes, logo é pouco pratico localizar todo o complexo simultaneamente. Assim,
uma das suas subunidades - a subunidade E; (zatp6viel)- foi escolhida para avaliar a
distribuicao desta bomba de protdes nos tecidos. Embora a sua nomenclatura sugira o
contrdrio, esta € a unica isoforma da subunidade E que se conhece em peixe-zebra, sendo
homdloga a isoforma E, - isoforma ubiqua, presente em todos os tecidos em Mamiferos. A
subunidade E foi seleccionada devido ao facto de ser crucial para o funcionamento da
bomba’?. Além disso, também foi demonstrado que tem um papel importante na regulagdo
poOs-traducional da V-ATPase, nomeadamente no processo de montagem da bomba
(assembly)™, na dissociacdo reversivel dependente de glucose™ e, possivelmente, também
no controlo da eficiéncia de acoplamento entre o dominio Ve V140. Uma outra vantagem
importante € o facto de existirem linhas mutantes para esta proteina disponiveis em

coleccoes.

No geral, os resultados deste trabalho estdo de acordo com os dados anteriormente
obtidos pela equipa. As hibridagdes in situ para zatp6vliel realizadas em vérios estadios de
regeneracdo da barbatana caudal confirmam que, de facto, este gene € expresso no
blastema a partir das 24hpa, mantendo-se ai até as 72hpa (Fig. 9). As 48hpa observa-se
que zatpbvlel € expresso a um nivel basal em quase todas as células, o que reflecte o
caracter ubiquo deste transportador (Fig. 9B’). Porém, nas células do blastema distal, a V-
ATPase € fortemente expressa, o que poderd indicar uma possivel hiperpolarizaciao destas
células por extrusdo de cargas positivas. Este facto € consistente com a menor taxa de
proliferacdo observada no blastema mais distal®®, uma vez que a hiperpolarizacdo do
potencial de membrana estd geralmente associado a quiescéncia das células®’. Embora ndo
haja uma fronteira bem definida entre os dois dominios, uma forte expressdo da V-ATPase
poderia indicar a populacdo de células pouco proliferativas do blastema distal, enquanto
baixos niveis de V-ATPase poderiam gerar condi¢cdes de potencial de membrana
permissivas as altas taxas de proliferacdo observadas no blastema proximal. Existe uma
terceira zona, localizada distalmente ao plano de amputacdo, em que a V-ATPase é

também expressa (Fig. 9B’ e 9C). Esta poderia corresponder a regidao de padronizacdo, na
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qual ocorrem processos de diferenciacdo e cuja taxa de proliferacdo é apenas moderada™.
De notar que ambos os processos sdo favorecidos por um potencial de membrana
polarizado. Esta expressdao da V-ATPase nas células do blastema imediatamente abaixo do
epitélio de ferida é consistente com o observado durante a regeneracdo da cauda em larvas
de Xenopus laevis', o que poderd indicar conservacdo evolutiva destes mecanismos. O
mesmo trabalho descreve também expressdo desta bomba no epitélio de ferida, expressao
que aqui s6 foi verificada na sua camada basal. Este assunto serd debatido em pormenor
mais abaixo. O facto deste transportador, em embrides, estar ausente na ectoderme do
primoérdio da barbatana (Fig. 12) e dos embrides morphants exibirem barbatanas peitorais
aparentemente normais (Fig. 14) sugere que o seu papel durante o desenvolvimento destas
estruturas é menos importante que durante a regeneragdo da barbatana caudal (ver sec¢ao
IvV.3).

A andlise da distribuicdo da subunidade E por imunohistoquimica revela que a V-
ATPase estd localizada em todas as células do raio 6sseo em regeneracio, mas em especial
nas camadas mais exteriores do epitélio de ferida. A localizacdo ubiqua deste
transportador nas células deve-se, principalmente, a sua importancia no funcionamento
celular basico (ver sec¢do 1.8.2). Contudo, a V-ATPase poderd também estar envolvida no
evento repolarizador do potencial de membrana que, em larvas de Xenopus laevis, parece
ser essencial para o inicio da regeneracdo da cauda'. J4 a presenca da V-ATPase nas
camadas mais exteriores do epitélio de ferida desde as 24 até as 72hpa sugere que este
transportador poderd ser responsivel pelos fluxos de protdes observados durante a
regeneracdo (Fig. 13). Devido as grandes quantidades presentes no citoplasma, ¢é
impossivel dizer se a V-ATPase estd também localizada na membrana plasmatica das
células do epitélio de ferida. No entanto, tanto a sua localizacdo nos tecidos como o
intervalo de tempo no qual a V-ATPase estd presente coincidem com o periodo inicial de
actividade dos fluxos de protdes e com a ocorréncia de eventos muito importantes no
processo de regeneracdo (ver seccdo 1.5.3). Estes dados apoiam a hipétese da importancia
dos campos eléctricos como moduladores celulares e organizadores espaciais durante a
regeneragéo6.

Apesar de, em geral, serem coincidentes, parece haver uma discordancia entre o padrao
de expressdo génico e a distribuicio da proteina no epitélio de ferida. Baseado nos
primeiros, esperar-se-ia uma maior acumulagdo da proteina nas células do blastema distal
(Fig. 9B’) as 48hpa. Contudo, neste estiddio de regeneracdo, a proteina encontra-se
fundamentalmente nas camadas mais externas do epitélio de ferida (Fig. 13B), ndo
havendo correspondente expressdo génica nessas células. A hipdtese mais plausivel para
falta de consisténcia nestes resultados € a existéncia de um desfasamento entre o timing de
expressdo génica e o timing de observacdo da proteina no epitélio de ferida. Ou seja, a

transcricao do gene para a subunidade E; da V-ATPase poderia ocorrer num estddio mais
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precoce do que o observado em sec¢do longitudinal. Como o tempo de semi-vida dos
constituintes da V-ATPase é relativamente longo®, isto resultaria numa deteccdo da
subunidade E mesmo apds a transcri¢do do gene ter terminado (48hpa). Os dados de
microarrays parecem apoiar esta possibilidade, uma vez que a regulacdo positiva das
subunidades da V-ATPase tem inicio as 24hpa. O epitélio de ferida € constituido por um
menor numero de células que o blastema; logo esta estrutura poderia estar sub-
representada nos transcritos detectados. Assim, os niveis de mRNA detectados as 24hpa
podem ser representativos de uma sobreexpressao s6 no epitélio, que comegaria mais cedo
que no mesénquima. Uma forma simples de clarificar esta discordancia seria entdo pela
obtencdo de seccdes de hibridagdo in situ em estadios de regenera¢ao mais precoces, COmo
as 24 horas apds amputacdo. No entanto, ndo se pode afastar a possibilidade de esta
aparente contradicdo de resultados poder advir das préprias limitagdes da técnica de
hibridagdo in situ. A digestdo da amostra com proteinase K é um dos passos cruciais
durante o procedimento, uma vez que determina a permeabilidade do tecido a sonda.
Tempos de incubacdo ou concentracdoes demasiado elevadas resultam num excesso de
permeabilidade da amostra, o que pode gerar falsos resultados negativos. Este problema
pode ser contornado com a realizacdo de um controlo positivo, usando um gene que se
saiba ser expresso no epitélio de ferida. Para além disto, a deteccdo colorimétrica usada
durante o procedimento tem um limite de sensibilidade’’. Assim, os niveis de mRNA nas
células do epitélio de ferida podem ndo ser suficientemente elevados para que sejam
detectados pela técnica de hibridacdo in situ. Contudo, niveis tdo baixos de expressao nao
justificam convenientemente as diferencas observadas entre niveis expressdo génica e
proteina, embora complexos de poli-ribossomas possam transcrever um mesmo mRNA

intensivamente'”.

IV.2 Silenciamento da V-ATPase em barbatanas caudais

O silenciamento do gene zatp6viel em blastemas de 24 horas inibe significativamente a
regeneracdo deste 6rgdo durante o primeiro dia apds a injeccdo. Tendo em conta que o
knockdown de um gene por morfolinos demora cerca de 24 horas até que seja efectivo®, o
estadio de regeneragdo mais afectado corresponde entdo ao final do periodo de maturacio
do blastema e inicio do crescimento regenerativo (48hpa). Nesta fase, o blastema
especializa-se funcionalmente (subdividindo-se em blastema proximal e distal) e as células

28,55
. A

desta estrutura comecam a sua diferenciacio e padronizagao inibicdo da

regeneragdo por silenciamento da V-ATPase pode ser explicada de duas formas.

A presenca desta bomba nas camadas exteriores do epitélio de ferida sugere que a V-
ATPase podera ser responsavel pelos fluxos de protdes observados durante a regeneracao.
Como ja foi discutido anteriormente, a V-ATPase podera ter um papel na defini¢cdo dos
dois dominios do blastema, promovendo a hiperpolarizacio e a quiescéncia das células do
blastema distal. De forma a manter a homeostasia do tecido, seria necessaria a extrusao
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activa dessas cargas positivas para o exterior do organismo, que seria realizada através das
V-ATPases das células do epitélio de ferida. O silenciamento deste tranportador impediria
assim o processo de alcalinizacdo, perturbando o blastema. Adicionalmente, baixos niveis
de expressdo da bomba poderiam também causar a despolarizagdo do blastema distal,
comprometendo a especializagdo funcional do blastema e, consequentemente, o seu
funcionamento. Assim, a diminui¢do nos niveis da V-ATPase nas células do epitélio de
ferida poderia resultar no cessamento do fluxo iénico gerado. O colapso destas correntes
de protdes afectaria a homeostasia dos tecidos e processos celulares importantes como a
regulacdo da proliferacdo celular e a diferenciacdo do blastema. De facto, o efeito dos
fluxos de protdes nestes dois acontecimentos durante a regeneragao foi ja comprovado em

larvas de Xenopus laevis'.

Alternativamente, a V-ATPase poderia ainda influenciar o estabelecimento e
manutencao das correntes regenerativas. Muito recentemente foi demonstrado que existem
correntes regenerativas em larvas de Xenopus laevis, e que estas sdo negativas e
dependentes de s6dio™. Para além disso, a sua perturbacdo implica uma diminui¢cdo na
taxa de regeneracdo’". A extrusdo activa de protdes através do epitélio de ferida observada
durante a regeneracdo poderia gerar potenciais electroquimicos através da membrana
plasmdtica das células epiteliais. Estes serviriam para energizar processos de transporte
i6énico que seriam responsdveis pelo estabelecimento e manutengdo das correntes

regenerativas.

A existéncia de outros transportadores contribuindo para o fluxo de protdes também nado
pode ser descartada. Especificamente o antiportador de sédio-protdes (NHE - sodium-
proton exchanger), que importa ides sodio a custa da saida de um protdo a favor do seu
gradiente electroquimico. Este transportador faria desta forma a ligacdo directa entre os
fluxos de protdes, que se sabem ser essenciais a regeneracdo, e as correntes de entrada de
sodio observadas durante a regeneragdo. Este facto explicaria a razdo pela qual a inibi¢ao
deste processo nao foi completa aquando do silenciamento da V-ATPase por morfolinos.
Assim, seria interessante silenciar simultaneamente tanto a V-ATPase como o NHE, de
forma a verificar se, tal como em Xenopus laevis, as correntes de protdes em peixe siao

realmente necessdrias para o inicio da regeneragao.

O facto de a V-ATPase ter também func¢des importantissimas na propria fisiologia da
células requer algum cuidado na interpretagdo destes resultados de silenciamento génico.

Sdo assim necessarios mais estudos, nomeadamente de proliferacdo celular e apoptose.

1V.3 Conclusoes e direccoes futuras

Os resultados obtidos neste estudo sdo consistentes com os dados de fluxos i0nicos e

com os perfis de expressao génica previamente obtidos. Em conjunto, estas observagdes
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indicam um possivel papel da V-ATPase no estabelecimento e manutencdo de fluxos
i6nicos essenciais a regenera¢do. No entanto, ndo foi possivel associar definitivamente a
inibicdo da regeneracdo causada pelo silenciamento da V-ATPase as perturbagdes
celulares que adviriam da auséncia de correntes iOnicas endégenas. Desta forma, estes s@o
apenas resultados preliminares, sendo necessdria a observagdo e manipulacdo de um maior
nimero de individuos. Para clarificar esta questdo serd importante efectuar medi¢des do
fluxo de protdes em barbatanas knockdown para a V-ATPase, analisando detalhadamente
tanto a histologia como a expressao de genes cruciais para a regeneracdo nestas estruturas.
Desta forma, estabelecer-se-ia uma relagio de causalidade entre o silenciamento da bomba
de protdes, a concomitante diminui¢ao dos fluxos, e os efeitos celulares; que ndo seria
observada nos controlos ventrais. A influéncia dos campos eléctricos nao foi apenas
demonstrada na regeneragdo de apéndices, mas também na regeneracdo do nervo optico e
cidtico’. Inclusivamente, testes clinicos estdo J4 em curso para a potencial aplicacdo destes
conhecimentos na regeneracdo da espinal medula em humanos, com resultados
prometedores®. Desta forma, um conhecimento mais aprofundado destes sinais celulares é

uma mais-valia para o desenvolvimento de novas terapias na medicina regenerativa.
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Anexo 1
Sequéncias de cDNA clonadas

EST zatp6viel de Danio rerio — 1264 pb

CCAGTCTATTTTCACGGCTCTGACACTGTCACGATCAACCCTTTTCGAGTAAATTTAAAATCTAAAGGCTTT
CAGGATTATTTTCGAGCTGTATTTGCAAAGCAGACGCCTTTCCTCTGCCACAAACCGAGCTTTATCTGTCGG
CGGAGTTTAAAATCCTCTTAAAGCAGCAGGAGCAGGATCTGCAGTCATGGCGCTCAGCGATGCCGACGTC
CAGAAACAGATCAAGCACATGATGGCTTTCATTGAGCAGGAGGCCAATGAAAAAGCCGAGGAGATAGAC
GCCAAGGCGGAGGAGGAGTTTAACATTGAGAAAGGTCGACTGGTTCAGACCCAGCGCTTGAAGATCATGG
AGTATTACGAAAAGAAGGAGAAACAGATCGAACAGCAGAAGAAAATTCAAATGTCCAATCTGATGAATC
AGGCCAGACTGAAGGTCCTGAAGGCCAGAGATGACATGATTGCGGATTTACTAAACGACGCACGTCAGCG
ACTAGCGAATGTAGCCAGAGATCCGTCCAGATACGCGGCTCTGATGGACGGACTGGTTCTGCAGGGTTTTT
ACCAGCTGCTGGAACCTAAAGTGACCATCCGTTGCCGCAAACAGGATGTGGGGATTGTGCAGGCCGCCGT
CCAGAAAAACATCTCCATCTACAAAGCAGCAGTAAAGAACAATCTAGAAGTGCGCATCGACCAAGACAAC
TTCCTCTCTCCAGAAATCTCTGGAGGTATTGAGCTCTATAATGCGGATGGGAAAATTAAAGTGGCAAACAC
TCTGGAGAGCCGACTGAGCTCATCGCACAGCAGATGATGCCTGAAATACGAGTCGCCCTGTTTGGTGGCG
AACCAGAACCGCAAGTTCATGGATGATGGATCTTTCCGGAGATCGGCAGTGTTTTGATGTTGTATTTTTATT
TTGATGTTAAAAATCCATTCCTGCGTCTCTATCTGTACTGTATTTAAGAAGACATCACCTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTATATGATTCATCATTGCTGTATAAAGATCAAAATAGTGTCCTGCACATTTCTGTGTTAGATTATGA
ATCAATTAAAGCTCCGTTATGTTCCTATAAAGTCTTAAAGTGATGCATAACCCTCGCTTCATGAAGAAAAT
ATGACTTTTTTTATTTGCATTCCTGTAATGAGGAGCATGATCTGTATATCGGAAGCAAACGTGTCTGTCGAT
GATGCAAAAAGACTATATTGATGTGAAAACTATAATGAAAACCCATATGGCCCAGTAAAAA

zatp6vlh de Danio rerio — 658 pb

GGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATGGATCTGAGGACAAGCAAGCAATTCTACAAACGAAGGACAT
CAGTGTGCAAAGACCTTCCTCAACCTTATGGCTCATATATCTAAGGAGCAAACCGTTCAGTACATCCTGAC
CCTGATTGATGACACACTGCAGGAAAATCATCAGAGAGTGAATATCTTCTTTGATTATGCAAAGAAGACTA
AGAATACAGCCTGGTCATACTTCCTCCCAATGCTGAACCGTCAAGACCTCTTTACTGTTCACATGGCTGCC
AGAATCATAGCCAAACTGGCTGCCTGGGGACGTGACCTGATGGAAGGCAGTGACTTGAACTACTACTTCA
ACTGGATTAAGACCCAGCTCAGCTCTCAGAGCTCCCAGTACGTTCAGTGTGTCGCTGGCTGCCTACAGCTG
ATGCTGAGAGTCAATGAATACAGATTTGCCTGGGTGGAGGCCGATGGAGTGAACTGCATCACGGCAGTGC
TGAGCAATAAGTGTGGCTTCCAGCTGCAGTATCAGATGATCTTCTGCGTGTGGCTCCTGGCATTCAGCCCG
CAGCTCTGCGAACAGCTGCGGCGCTACAACGTGGTACCAGCCCTCTCCGACATCCTCCAAGAGTCTGTCAA
AGAGAAGGTCACTCGCATAATTCTGGCTGCTTTCAGGAACCTGCTGGAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCC
GCCTGCAGGTCGACCATAGGGAGAGCTCCCAACGCGTGAGCAGTCTATACTTCGGGTGGGT

A.R. AIRES, 2009 II ANEXOS



Andlise do papel das V-ATPases na regeneracio da barbatana caudal de peixe-zebra

ANEXO 2
Mapas dos vectores plasmidicos usados

Mapa 1 - Vector pDNR-lib Not|

(292-353)

Stuffer
Fragment

Cm'
pDNR-LIB ™

42kb -

Not |

(1256)
MCS A
45
loxP =
TTATCA GTC GAC GGT ACC GGA CAT ATG CCC GGG AAT TCG GCC ATT ACG GCC TGC AGG ATC C a2
Sall Ndel Smal i T
a e mal  EcoR | SilA Pstl g
mcsB 292 STOPs
T GG ATC CGG CCG CCT CGG CCC TCG AGA AGC TTT CTA GAC CATTCG TTT GGC GCG CGG GCC CAG TAGE‘EAI\ETG_AA
Bant | SFilB Xhol Hind 11~ Xpal Bsp1201
Apal
Mapa 2 - Vector pBluescript KS +
f1 (+) origin 135-441 — f1 {+) ori
-galactosidase c-fragment 460-816
multiple cloning site 653760
lac pramater 817-938 ampicillin lacZ
pUC origin 1158-1825 Sacl
ampicillin resistance (bla) ORF 1976-2833 pBluescri'ﬂ Il KS+ MCS
3.0kb Kpn |
\ P lac
pUC ori
pBluescript I KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)
BasH Il T7 Promoter ?acl Zfs'}:l ?c: | I::’L.; .T.bc |
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGC TCCACCGCGGTGECGECCECTCTAGA. . .
M13 20 primer binding sit€ 17 primer binding site 5 5K primer binding site,,
Bs 106 | in EnD109 |
Spal amH 1 Smal i‘-sn SRE CESRY HeAW b0 iSEI‘| ool | i Kn
.. .ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCT CGAGGGGGGGCCCGGTACC. . .
5K primer binding site K5 primer binding site
< T3 Promoter Elts.::H 1] ‘ i-gal a-fragment
.. .CAGCTTT TGTTECCTTTAGTGAGGGTTMTTGC GCGCTTGGCGTM'ECATGGTCATAGC TGTTTCC
13 primer binding site “#13 Reverse primer binding site
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Mapa 3 - Vector pGEM®- T Easy

Xmnl 2009 1
T7
Scal 1830 Nagl 2707 Apa 1‘11 slarl
\ Aatll 20
f1 ari Sphi 25
BatZl 31
Mcol ar
ok
pOEM"-TEasy  acz Sacll | 43
Vector T EcoRl | 52
{3015bp)
Spel 64
EcoR| 70
Motl Ik
BstZl 77
Pstl 28
orj Sall 90
Mdel 97
Sacl 109
BatXl |118 3
il 127 'g
14 =
T SPE .2
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ANEXO 3
Protocolos Experimentais

Todas as informagdes relativamente a reagentes e solucdes sublinhados no texto
encontram-se no Anexo 4.

A3.1 Protocolo de reacciao de PCR

1. Adicionar num microtubo de PCR:

Reagentes  Quantidades
cDNA 2 pg/uL
Tampao Taq DNA polimerase 1X
MgCI2 25mM 2,5 mM
dNTPs 25mM 0,25 mM
Primer Fw 10pmol/uL. 1 pmol/L
Primer Rv 10pmol/ul. 1 pmol/L.
Agua qs
Volume total 50 uL

2. Colocar a mistura num termociclador com o seguinte programa:

Temperatura Tempo de reac¢do Nimero de ciclos
96°C 4 -
94°C 1’ 30
56°C 1’ 30 x 35 ciclos
72°C 1’ 30
72°C 10 -
4°C 2h -

3. Analisar o produto de PCR por electroforese em gel de agarose.

A3.2 Protocolo de Ligaciao

De modo a aumentar a eficiéncia desta reaccdo o DNA de interesse foi utilizado num

excesso molar de 3 vezes em relacao ao vector de clonagem.
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1. Calcular a quantidade de inserto a utilizar para a reac¢do, segundo a férmula:

ng de vector x tamanho da sequéncia inserida (Kb) x (razdo da sequéncia inserida:vector)

tamanho do vector (Kb)

2. Adicionar num microtubo de centrifuga de 1,5 mL:

Reagentes  Quantidades
DNA inserto  3X
Vector 1X
T4 ligase 1U
Tampdo de ligacdo 10X 1X
Agua qs
Volume total 10 uL

3. Incubar a a 16°C durante a noite.

A3.3 Protocolo de transformacio bacteriana
1. Descongelar lentamente (em gelo) 50 pL de células competentes E. Coli DHS5a.
2. Adicionar a quantidade apropriada de DNA ao microtubo que contém as células.
3. Colocar em gelo durante 30 minutos.
4. Incubar as células a 42°C durante 1 minuto (choque térmico).
5. Incubar 2 minutos em gelo.

6. Adicionar 700 pL. de meio LB liquido em condicdes de assépsia, e incubar durante
1 hora num banho seco a 37°C, com agitagcdo (300rpm).

7. Plaquear em meio LB sélido com ampicilina e incubar numa estufa a 37°C durante
a noite.

8. Retirar da estufa e armazenar a 4°C.

A3.4 Protocolo de analise de restri¢iao

1. Adicionar num microtubo de centrifuga de 1,5mL:
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Reagentes  Quantidades
DNA 1png
Enzimas de restri¢do (EcoRI e Xhol) 10U
SuRE/Cut Buffer H 10X  1X
Agua  qs.
Volume total 20 pL

2. Incubar numa estufa a 37°C durante 2-3 horas.

3. Analisar em gel de agarose a 1%.

A3.5 Protocolo de Sequenciacao

O procedimento de sequenciacdo foi efectuado segundo o protocolo do kit BigDye®

Terminator v1.1 Cycle Sequencing:

1. Adicionar, para cada reac¢ao:

Reagentes  Quantidades
DNA  300-500ng
Tampado de sequenciagdo 5X  2uL
Mistura finalizadora de reaccdo  2uL
Primer (T3, T7 ou SP6) 3,2 pmol
Agua  qs
Volume total 10pl

2. As misturas foram sujeitas ao seguinte programa de PCR num termociclador:

Temperatura Tempo de reac¢do Niimero de ciclos
96°C 1 minuto -
96°C 10 segundos
50°C 5 segundos x 25 ciclos
60°C 4 minutos
4°C 2 horas -
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3. Precipitacdo do DNA:

a) Tranferir o conteido de cada um dos tubos para um microtubo de
centrifuga de 1,5mL, contendo 10uL de dgua, um décimo do volume total

de acetato de sddio, e dois volumes e meio de etanol absoluto.

b) Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

c) Centrifugar durante 30 minutos a 4°C e a 14000 rpm.

d) Retirar o sobrenadante e lavar o sedimento com 250uL de etanol a 70%.
e) Centrifugar durante 15 minutos a 4°C e a 14000 rpm.

f) Eliminar o sobrenadante e deixar secar o sedimento a temperatura

ambiente.

A3.6 Protocolo de desfosforilagido de vector plasmidico

1. Adicionar, num microtubo de centrifuga de 1,5mL.:

Reagentes  Quantidades
Vector 200 ng
SAP 11U
Tampao de desfosforilacdo 10X 1X

Agua qs
Volume total 10 uL

2. Incubar durante 10 minutos a 37°C.
3. Incubar a mistura durante 15 minutos a 65°C (ilnactivacio do enzima)

4. Adicionar directamente os reagentes necessarios para a ligagao.

A3.7 Protocolo de digestio e precipitacao de DNA

1. Adicionar num microtubo de centrifuga de 1,5mL:
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Reagentes Quantidades
DNA  10pg
Enzima de restricdo (EcoRI ou Xhol) 10U
SuRE/Cut Buffer H 10X  1X
Agua  qs.
Volume total ~ 20uL

2. Incubar numa estufa a 37°C durante 2-3 horas.

3. Analisar em gel de agarose a 1%. A observacdo de apenas uma banda indica que

a reac¢do foi bem sucedida (plasmideo completamente linearizado).

4. Adicionar 80 pL de dgua ao microtubo de centrifuga anterior, de modo a perfazer
um volume total de 100 pL.

5. Adicionar igual volume de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1) e

homogeneizar a mistura.
6. Centrifugar durante 3 minutos a 13600rpm, a temperatura ambiente.

7. Transferir fase superior para um novo microtubo de centrifuga. Adicionar um

décimo do volume de acetato de sédio e dois volumes e meio de etanol a 100%.

8. Incubar durante 30 minutos a -80°C.
9. Centrifugar durante 30 minutos a 4°C, a uma velocidade de 14000rpm.

10. Remover o sobrenadante e lavar o sedimento resultante com 500 pL de etanol a
70%.

11. Centrifugar durante 15 minutos a 4°C, a uma velocidade de 14000rpm.
12. Eliminar o sobrenadante e deixar secar o sedimento a temperatura ambiente.

13. Ressuspender em dgua MiliQ. Guardar a -20°C até que o DNA seja utilizado.

A3.8 Protocolo de trancricéo in vitro para sintese de sonda de RNA

1. Colocar, num microtubo de centrifuga de 1,5 mL:
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2.

Reagentes  Quantidades
DNA molde linearizado 1 ug
Tampado de transcricdo 5X  1X
Mistura de ribonucleétidos DIG 10X 1X
Inibidor de RN Ases (RNAsin) 20U
RNA-polimerase 20U
Agua  qs
Volume total 20 uL

Incubar durante 3 a 4 horas, numa estufa a 37°C.

A3.9 Protocolo de precipitacio de RNA

1.

Adicionar 80 pL de 4gua ao microtubo de centrifuga anterior, de modo a perfazer

um volume total de 100 pL.

Adicionar igual volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e

homogeneizar a mistura.
Centrifugar durante 3 minutos a 13600rpm, a temperatura ambiente.

Transferir fase superior para um novo microtubo de centrifuga. Adicionar um

décimo do volume de cloreto de litio e dois volumes e meio de etanol a 100%.
Incubar durante 30 minutos a -80°C.
Centrifugar durante 30 minutos a 4°C, a uma velocidade de 14000rpm.

Remover o sobrenadante e lavar o sedimento resultante com 500 pL de etanol a
70%.

Centrifugar durante 15 minutos a 4°C, a uma velocidade de 14000rpm.

Eliminar o sobrenadante e e deixar secar o sedimento a temperatura ambiente.

10. Ressuspender em dgua MiliQ. Guardar a -20°C até a sonda ser utilizada.

A3.10 Protocolo de hibridacio in situ em embrides de peixe-zebra

Primeiro dia

1. Re-hidratar o material biolégico numa série crescente de metanol em PBT:

a) 1x 5 minutos em 75% MetOH/PBT.
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b) 1x 5 minutos em 50% MetOH/PBT.
¢) 1x 5 minutos em 25% MetOH/PBT.

Lavar 2 x 5 minutos com PBT.
Pré-fixar em PFA durante 20 minutos a 4°C, sem agita¢ao.

Lavar novamente com PBT e incubar em solu¢do de Proteinase K, sem
agitacdo, a temperatura ambiente e durante o perido de tempo apropriado
(Tabela 1).

Tabela 1 Tempos médios de incubac@o em solucdo de proteinase K para embrides de peixe-zebra.

Tempo médio de incubagdo | Concentracdo de
Amostra Tempo
(minutos) pK
24 hpf
P 2
29 hpf
zé 33 hpf 3
= 44 hpf 10ug/mL
g 4
= 48 hpf
56 hpf 6
72 hpf 8
5. Lavar com PBT 5 x 5 minutos, sem agitacdo, de forma a parar a reac¢io de
digestao.
6. Fixar novamente com PFA, sem agitacdo, durante 20 minutos a 4°C.
7. Lavar 2 x 5 minutos em PBT.
8. Lavar brevemente o material bioldgico em dgua estéril.
9. Incubar numa solugdo de anidrido acético/trietanolamina durante 10 minutos

e sem agitacao.

10. Lavar brevemente em agua estéril.

1.

Lavar novamente 2 x 5 minutos com PBT.

12. Pré-hibridacdo: incubar as amostras durante 1 hora a 70°C em solucdo de

13.

hibridac¢do.
Diluir a sonda em solucao de hibridagcao previamente aquecida, para que a sua

concentracao final seja de 500 ng/mL.
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14. Descartar a solucdo anterior e substituir pela solu¢do de hibridagdo com

sonda. Hibridar durante a noite (cerca de 16 horas), sem agitacao.

Segundo dia

1.

Lavar com de solugdes de Formamida/SSC progressivamente menos

estringentes, a 70°C e sem agitacao:
a) 50% formamida/5X SSCT durante 30 minutos.
b) 50% formamida/2X SSCT durante 30 minutos.
¢) 25% formamida/2X SSCT durante 30 minutos.
d) 2X SSCT durante 30 minutos.
e) 0,2X SSCT durante 30 minutos.

Lavar em PBT 2 x 5 minutos.

Incubar em solucio de bloqueio I durante 1 hora.

Adicionar a solucao de bloqueio I o anticorpo anti-digoxigenina-AP, na razao
de 1:8000.

. Descartar a solu¢do anterior e substituir pela solucdo de bloqueio com

anticorpo. Incubar durante a noite a 4°C.

Terceiro dia

1.
2.
3.

Lavar 6 x 15 minutos em PBT.

Lavar 3 x 15 minutos em solu¢do de NTMT com levamisol.

Substituir a solucdo anterior por solu¢do de revelagdo BM Purple. Incubar no
escuro, sem agitacdo, e a temperatura ambiente até que a marcagdo atinja a
intensidade desejada.

Lavar 5 x 5 minutos em PBT, para parar a reac¢do de revelagao.

. Fixar em PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Transferir o material biolégico para uma solucio de azida. Guardar a 4°C.

A3.11 Protocolo de hibridacio in situ em barbatanas caudais de peixe-zebra

Primeiro dia

1. Re-hidratar o material biolégico numa série crescente de metanol em PBT:

a) 1x 5 minutos em 75% MetOH/PBT.
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b) 1x 5 minutos em 50% MetOH/PBT.
¢) 1x 5 minutos em 25% MetOH/PBT.

2. Lavar 2 x 5 minutos com PBT.

3. Incubar o material biol6gico durante 1 hora em solu¢do de peréxido de hidrogénio,

sem agitacao.
4. Pré-fixar em PFA durante 20 minutos a 4°C, sem agitacao.

5. Lavar novamente com PBT e incubar durante 15 minutos, sem agitacdo, em
solugdo de Proteinase K a 1 pg/mL.

6. Lavar com glicina em PBT 5 x 5 minutos, sem agitacdo, para parar a reaccdo de

digestao.

7. Fixar em PEA-glutaraldeido, sem agitag¢do, durante 20 minutos a 4°C.

8. Lavar 2 x 5 minutos em PBT.

9. Lavar brevemente o material biol6gico em dgua estéril.

10. Incubar numa solucdo de anidrido acético/trietanolamina durante 10 minutos, sem
agitacdo.

11. Lavar brevemente em dgua estéril.

12. Lavar novamente 2 x 5 minutos com PBT.

13. Pré-hibridacdo: incubar as amostras durante 1 hora a 70°C em solucdo de
hibridagdo.

14. Diluir a sonda em solucdo de hibridacdo previamente aquecida, para que a sua

concentracao final seja de 500ng/mL.

15. Descartar a solucdo anterior e substituir pela solu¢do de hibridagdo com sonda.

Hibridar durante a noite (cerca de 16 horas), sem agitagdo.

Segundo dia
1. Lavar com de solucdes de Formamida/SSC progressivamente menos estringentes,
a 70°C e sem agitacao:
a) 50% formamida/5X SSCT durante 30 minutos.
b) 50% formamida/2X SSCT durante 30 minutos.
c) 25% formamida/2X SSCT durante 30 minutos.
d) 2X SSCT durante 30 minutos.
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e) 0,2X SSCT durante 30 minutos.

Lavar em MABT 2 x 5 minutos.

Incubar em solucio de bloqueio II durante 1 hora.

Adicionar a solucdo de bloqueio II o anticorpo anti-digoxigenina-AP, na razio de
1:8000.

Descartar a solugdo anterior e substituir pela solu¢do de bloqueio com anticorpo.
Incubar durante a noite a 4°C.

Terceiro dia

1.
2.

Lavar 6 x 15 minutos em MABT com levamisol.

Lavar 3 x 15 minutos em solu¢do de NTMT com levamisol.

Substituir a solu¢do anterior por solu¢do de revelagio BM Purple. Incubar no
escuro, sem agitacdo, e a temperatura ambiente até que a marcagdo atinja a

intensidade desejada.
Lavar 5 x 5 minutos em PBT, de forma a parar a reac¢do de revelacao.
Fixar em PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Transferir o material biolégico para uma solucao de azida. Guardar a 4°C.

A3.12 Protocolo de inclusdo de amostras em gelatina

1.
2.

Fixar o material biol6gico em PFA.

Lavar 5 x 5 minutos em PBS e incubar numa solucao de PBS com sacarose durante

a noite a 4°C.
Lavar 3 x 3 horas em PBS com sacarose, a 4°C.

Colocar as amostras individualmente em solucido de Gelatina e incubar a 37°C

durante 1 a 2 horas.

Revestir o fundo dos moldes com uma camada de solu¢do de gelatina, deixando-a

solidificar a temperatura ambiente.

Apés a incubagdo, verter as amostras no molde, orientd-las convenientemente e

deixar solidificar também a temperatura ambiente.

Remover o molde, cortar o bloco de gelatina com o tamanho pretendido, e orientar

de novo o bloco numa base de cartio.
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8.

Fixar o bloco com a ajuda de meio de montagem (Zissue Tek O.C.T™ Compound)

e congelar a -80°C.

A3.13 Protocolo de imunohistoquimica em amostras seccionadas

1.

Incubar as laminas a 37°C em tampao TBS, até que toda a gelatina envolvente

desapareca.

Lavar em TBS 3 x 5 minutos e cobrir as ldaminas com solucio de bloqueio II1.

Lavar novamente as laminas 3 x 5 minutos com TBS.
Incubar com anticorpo primario diluido em TBS++ durante a noite a 4°C.

Lavar com TBS++ 3x 5 minutos, e incubar durante 1 hora em anticorpo secundario
diluido em TBS++.

Lavar 5 x 5 minutos em TBS e incubar durante 5 minutos com DAPI (1:10000, em
TBS).

Lavar 5 x 5 minutos em TBS e incubar durante 15 minutos com TO-PRO3 (1:1000
em TBS).

Lavar 3 x 5 minutos em TBS e incubar durante 20 minutos em PFA.

Lavar 5 x 5 minutos em TBS e montar as laminas em meio de montagem
especifico para fluorescéncia (VECTASHIELD® HardSet™).
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ANEXO 4
Reagentes e solucoes usados

Reagentes:

Produto Fabricante Referéncia

Manipulacdo experimental

PTU Sigma-Aldrich P7629-10G
Tricaina Sigma-Aldrich A-5040
Fluoresceina Thermo Scientific 46409

Extraccao de RNA e RT-PCR (IL3.1 e I1.3.2)
Trizol Invitrogen 15596-026

1** Strand DNA Synthesis kit for RT-PCR Roche 11483188001

PCR e extracciao de banda em gel de agarose (I1.3.3 e I1.3.5)

DNTPs Fermentas R1121
MgCI2 Fermentas R0971
Taq DNA Polimerase Fermentas EP0402
Tampdo Taq (com (NH4)2 SO4 e sem MgCl2) Fermentas EP0402
QIAquiCk® gel extraction Kit (250) QIAGEN® 28706

Ligacao e transformacao (11.3.6 e 11.3.7)

Vector pPGEM®-T Easy Promega A1360

T4 Ligase Roche 10 481 220 001
Tampdo de Ligagdo 10x Promega M1801
Subcloning Efficiency™ DH5a™ Competent Cells Invitrogen 18265-017

Analise de transformantes (I1.3.8 e 11.3.9)

Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System Promega A1460

Xhol Roche 10 899 194 001
EcoRI Roche 10 703 737 001
SuRE/Cut Buffer H Roche 11417991 001
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Applied Biosystems 4337449
Primer T3 Fermentas SO119

Primer T7 Fermentas SO118

Primer SP6 Fermentas SO116
QIAfilter Plasmid Midi Kit (100) QIAGEN® 12245

Desfosforilacao (I1.4.1)
SAP Roche 11758 250 001
Tampdo de desfosforilacdo 10X Roche 11758 250 001
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Transcricao de sondas (11.4.3)

T3 RNA Polimerase Promega P208C

T7 RNA Polimerase Promega P207B
Tampdo de transcri¢do 5X Promega P118B

SP6 RNA Polimerase Promega P108B

DIG RNA Labeling Mix Roche 11277073910
RNAsin Promega N2111
Hibridacao ir situ (IL5)

Soro de ovelha Chemicon S522-100ML
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragmentos Roche 11093 274 910
BM Purple Roche 11442074001
Blocking Reagent Roche 11096176001
Imunohistoquimica

Soro de cabra Sigma-Aldrich G9023

DAPI Invitrogen D1306
TO-PRO 3 (1mM) Invitrogen T3605

Tissue Tek O.C.T™ Compound Sakura Finetek 4583
VECTASHIELD® HardSet™ Mounting medium Vector Laboratories H-1400
Solucgoes:

Meio embrionario

NaCl 7,5mM

KCl1 0,25mM

MgSO, 0,5mM

KH,PO, 0,075mM

Na,HPO, 0,025mM

CaCl, 0,5mM

NaHCO; 0,35mM

Azul de metileno  0,0002% (v/v)

Solucao de PTU

PTU 0,0045%

em 4gua do sistema
Tricaina
Tricaina 0,01%
em dgua do sistema
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PFA
PFA 4%
em PBS
PBS
NaCl 137 mM
KC1 2.7 mM
Na,HPO, 10 mM
KH,PO, 2 mM
Ajustar a pH 7,4 com HCI
PBT
PBS 1x
Tween-20 0,1% (v/v)
Danieu 1X
NaCl 58mM
KCl1 0,7mM
MgSO, 0,4mM
Ca(NO3), 0,6mM

HEPES pH 7.6 5,0mM

TAE 1X
EDTA 2mM
Tris-acetate, pH 8,0 40mM

Acetato de sodio
CH3COONa 3M
Ajustar a pH 5,3

Cloreto de Litio
LiCl 4M

Soluc¢iio de brometo de etideo

Et,Br 10 mg/mL
em ddH20
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Luria Broth (LB)

Bacto-tryptone 1% (w/v)
Bacto-yeast extract 0,5% (wlv)
NaCl 1% (w/v)

Meio LB com ampicilina
Ampicilina 50 pg/mL
em meio LB

Anidrido acético/ Trietanolamina

Trietanolamina 0,1M
Anidrido acético 26mM
Solucio de hibridaciao

Formamida 60%

SSC, pH 6,0 5x
Tween-20 0,1%
tRNA de levedura 500 pg/mL
Heparina 50 pg/mL

em 4gua sem Rnases

Solucgoes de Formamida/SSC Estringéncia*
Formamida 50% (v/v)

SSC, pH 6,0 5X 1
Tween-20 0,1% (v/v)

Formamida 50% (v/v)

SSC, pH 6,0 2X 2
Tween-20 0,1% (v/v)

Formamida 25% (vIv)

SSC, pH 6,0 2X 3
Tween-20 0,1% (v/v)

SSC, pH 6,0 2X 4
Tween-20 0,1% (v/v)

SSC, pH 6,0 0,2X 5
Tween-20 0,1% (v/v)

* 1: maior estringéncia, 5: menor estringéncia

Soluciao de bloqueio I
Soro de Ovelha inactivado por calor 5% (vIv)
em PBT
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NTMT com levamisol

Tris-HCL, pH 9,5 100mM
MgCl, 50mM
NaCl 100mM
Tween-20 0,1%
Levamisol 0,048% (p/v)

Solucio de azida
Azida de Sédio 0,1%
em PBT

Soluciio de peréxido de hidrogénio
H202 6% (V/ V)
em PBT

Solucao de Glicina
Glicina 2mg/mL
em PBT

PFA-Gluteraldeido

Gluteraldeido 0,2% (v/v)
em PFA 4%

MABT

Acido Maleico 100mM

NaCl 150mM

Tween-20 0,1% (v/v)

Ajustar até pH 7,5 com NaOH IN

Solucio de bloqueio 11

Soro Normal de Bovino 10% (v/v)

Blocking Reagent 2% (p/v)
em MABT
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MABT com Levamisol
Levamisol 0,0048% (p/v)
em MABT

Solucao de PBS com sacarose

Sacarose 10% (p/v)
em PBS

Solucéo de gelatina

Gelatina 10% (p/v)
em solucédo de PBS com
sacarose

TBS

NaCl 140 mM

KCl 2.7 mM

Tris HCI, pH 8,0 25 mM

Soluciao de bloqueio I11

Triton-X 0,5% (v/v)

Soro de cabra 3% (vIv)
em TBS

TBS ++

Triton-X 0,1% (v/v)

Soro de cabra 3% (vIv)
em TBS
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