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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a presenga de ritmos biol6gicos e os efeitos da
administracdo de horménio do crescimento (GH) sobre o eixo somatotrépico de
tilapias (Oreochromis niloticus), alimentadas em ML (alimentagdo no meio do
dia) ou MD (alimentagdo no meio da noite), foram executados dois
experimentos no Laboratério de cronobiologia da Universidad de Murcia,
Espanha, utilizando-se 96 animais (48 em cada experimento), com peso médio
de 88,97 + 36,8 g. Em ambos os experimentos foram avaliadas as expressdes de
mRNA de gh na hipofise; pacap-1a e pacap-1b no hipotadlamo; o ghr-1, ghr-2,
igf-1, igf2a e igf-2r no figado e ghr-1, ghr-2, igf-1ra e igf-2r no musculo, por
gPCR e o0 GH plasmatico foi analisado pelo método de ELISA. No primeiro
experimento, os animais foram divididos em oito grupos (seis animais por
grupo), sendo quatro alimentados em ML e quatro em MD. Os tecidos da
hipdfise, hipotalamo, figado, misculo e o sangue foram coletados a cada seis
horas (ZT3, ZT9, ZT15 e ZT21) e em cada ponto foram utilizados todos 0s
animais de um grupo comendo em ML e MD. Os dados de expressdo génica e
GH plasmatico foram analisados pelo teste de COSINOR (p<0,05) para detectar
a presenca de ritmos diarios. Somente os ghr-1 e ghr-2 em animais comendo em
ML apresentaram ritmos no figado, registrando a mesma acrofase (2 h 59 min).
No mdsculo, somente o ghr-1 apresentou ritmo, com acrofase as 4 h 10 min e as
9 h 01min, para animais comendo em ML e MD, respectivamente. No segundo
experimento, os animais foram divididos em oito grupos (seis animais por
grupo), sendo quatro com alimentagdo em ML e quatro em MD. Dos grupos
alimentados em ML, um recebeu injecdo de GH e o outro de solucdo salina
(controle), as ZT3, enquanto os outros dois grupos receberam as ZT15. O
mesmo procedimento foi feito com os peixes que recebiam alimentagdo em MD.
Os dados foram submetidos a ANAVA, com teste post-hoc de Tukey (p<0,05)
para avaliar a diferenca entre os grupos, e ao teste F para detectar diferencas
entre 0s animais injetados e seu controle. A administracdo de GH ndo provocou
nenhum efeito sobre a expressdo dos genes avaliados no hipotalamo e hipéfise.
A expressdo génica de igf-2a no figado e o igf-2r no masculo, em animais
alimentados em ML, foi estimulada, de forma simultanea, pela administracdo de
GH as ZT15. O ghr2 foi estimulado, no figado e no masculo, pela administragdo
de GH as ZT15, porém, sua resposta no muasculo foi mais intensa em animais
alimentados em ML, do que em MD. Os dois experimentos apresentados
mostram que os juvenis de tilapia apresentam ritmos de expressao de alguns dos
genes do eixo somatotropico e que a hora de administracdo do horménio de
crescimento afeta a resposta fisiologica do animal.

Palavras-chave: Fator de crescimento semelhante a insulina. Fisiologia. Peixe.

polipeptideo hipofisario ativador de adenilato ciclase. Receptor do horménio do
crescimento.



ABSTRACT

With the aim of assess the existence of biological rhythms and the
effects of exogenous GH administration on the somatotropic axis of tilapia
(Oreochromis niloticus) fed either at ML or at MD, two experiments were
performed at the University of Murcia-ES, using 96 animals (48 fish per
experiment) with an average body weight of 88.97 + 36.8 g (mean £ S.D.). In
both experiments, we evaluated the mRNA expression, by means of gPCR, of gh
in the pituitary; pacap-1a and pacap-1b in the hypothalamus; ghr-1, ghr-2, igf-1,
igf-2a and igf-2r in the liver; and ghr-1, ghr-2, igf-1ra e igf-2r in the muscle. In
addition, plasma GH was evaluated by means of ELISA. In the first experiment,
the animals were divided into 8 groups (n=6), 4 of them were fed at ML and 4
were fed at MD. Samples from pituitary, hypothalamus, liver, muscle and
plasma were collected every 6 hours (ZT3, ZT9, ZT15 and ZT21). In each time
point, all animals from one of the groups fed at ML and one of the groups fed at
MD were collected. Data from gene expression and plasma GH were subjected
to Cosinor test (p<0.05) to detect the presence of daily rhythms. Only ghr-1 and
ghr-2 in ML-fed animals displayed significant rhythms in liver, located at a
similar acrophase (2:59 hrs). In muscle, only ghr-1 showed a significant rhythm,
with an acrophase at 4:10 and 9:01 in fish fed at ML and MD, respectively. In
the second experiment, fish were divided into 8 groups (n=6), with 4 groups
being fed at ML and 4 fed at MD. In 2 groups fed at ML, one group was injected
with GH and the other with saline solution (control), both at ZT3; for the other 2
groups, one was injected with GH and the other with saline solution, both at
ZT15. The same procedure was performed with the fish fed at MD. Data were
subjected to one-way ANOVA followed by a Tukey post hoc test (p<0.05) to
check for statistically significant differences between groups and an F-test to
check for differences between each injected groups and its respective control.
GH administration did not induce any effect on the genes studied in
hypothalamus and pituitary. igf-2a gene expression in the liver and igf-2r
expression in the muscle, in animals fed at ML, were stimulated by GH
administration at ZT15. ghr2 was stimulated, both in liver and muscle, by GH
administration at ZT15, although the response was higher in animals fed at ML
than in fish fed at MD.

Keywords: Insulin-like growth fator. Physiology. Fish. Pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide. Growth hormone receptor.
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1 INTRODUCAO

Os avangos na pesquisa animal foram muito acentuados nas Ultimas
décadas. Entretanto, ainda ha muitas perguntas a serem respondidas sobre o
comportamento fisiolégico e metabdlico dos animais. Pesquisas na éarea da
biologia oferecem um grande desafio, pois 0 ambiente é um forte modulador das
respostas bioldgicas, seja pelo fotoperiodo, alimentacdo, ciclos lunares,
temperatura, periodos de chuvas e seca, entre outros, que podem induzir ou
inibir eventos como a reproducdo e o crescimento animal. O organismo é capaz
de se adaptar a tais variacdes, que na maioria das vezes sdo ciclicas, e com a
evolucdo surgem os ritmos biol6gicos, definidos como qualquer evento
endogeno, que se repete de maneira regular num organismo e que Sdo
controlados, sobretudo, pelo cérebro. Quando os ritmos bioldgicos sao
interrompidos, muitos disturbios sistémicos sdo observados. Por exemplo, em
caso de troca no periodo de fornecimento dos alimentos, de diurno para noturno,
0 sistema circadiano e seus osciladores ndo sdo ajustados imediatamente,
resultando num estado transitorio de dessincronizacao interna.

O hipotalamo e a hipdfise controlam a sintese e a liberacdo de varios
horménios, como 0s que compdem 0s eixos da reproducdo, do estresse ou do
crescimento. Nos dois primeiros eixos ja foram descritos ritmos bioldgicos para
diversas espécies de peixes, porém, no eixo somatotropico sd0 escassos 0S
trabalhos.

O peptideo pituitdrio ativador da adenilato ciclase (PACAP) é
classificado como principal estimulador da liberagdo do horménio do
crescimento (GH) que controla a hipertrofia, o crescimento somatico do tecido
muscular, entre outros, de forma direta ou indireta. O GH estimula a liberacao

dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs). Estes horm6nios agem
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na superficie das células do tecido alvo, por meio dos seus receptores, os IGF1R
ou IGF2R.

A cronofarmacologia é um ramo da farmacologia que estuda os efeitos
dos farmacos no organismo, em funcdo dos ritmos bioldgicos. Em humanos,
existem indicacGes para o tratamento de doengas como o nanismo, em que o GH
tem mais efeito quando administrado durante a noite. Em peixes, ha relatos da
avaliacdo dos efeitos da aplicacdo cronica de GH sobre o crescimento, porém, o
horério da aplicagdo ndo é avaliado e também ndo se sabe quais sdo os efeitos na
expressao do mRNA dos genes que compdem o eixo somatotrdpico.

A tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) é uma das principais espécies
de peixe de agua doce produzida mundialmente, ja possuindo seu genoma
completamente sequenciado na base de dados do Ensembl, o que facilita os
estudos na area de expressdo génica e comportamento hormonal nesta espécie.

O presente trabalho teve como objetivos descrever a presenca de ritmos
bioldgicos no eixo somatotropico em tilapias; avaliar se o horério de
fornecimento do alimento modifica os ritmos bioldgicos desses animais; relatar
os efeitos do horério de administracdo aguda do GH na expressao dos genes do
eixo somatotrdpico e avaliar se 0 horario de alimentacdo dos animais influencia

a expressao génica provocada pela administracdo exdgena do GH.
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2 REVISAO DE LITERAUTRA

2.1 Ritmos bioldgicos em peixes

Desde o0 aparecimento da vida, o nosso planeta tem sido submetido ao
ritmo diario de luz e escuriddo, ritmos sazonais e mudangas climaticas que séo
causadas pela rotagdo e translacdo da terra. Por isso, o0 aparecimento de
alterndncia entre dia e noite, deixou marcas na evolucdo dos organismos e
apenas 0s animais que viviam nas profundidades dos oceanos ou em cavernas,
ndo adquiriram essas marcas, que sdo chamadas de ritmos bioldgicos
(KULCZYKOWSKA; POPEK; KAPOOR, 2010).

Os ritmos bioldgicos sdo definidos como qualquer evento enddgeno, que
se repete de maneira regular num organismo, e os mais estudados sdo aqueles
relacionados as mudancas ambientais, sendo um evento ciclico caracterizado por
um ambiente no qual o animal pode se adaptar. Porém, isso ndo significa que o
periodo dos ritmos biol6gicos seja idéntico ao do ambiente, sendo possiveis
pequenas variages. Por outro lado, as mudancgas ndo periodicas sdo irregulares e
afetam a expressdo ritmica, apresentando também um significado ecolégico
(MORGAN, 2004). Os ciclos geofisicos criados pelos movimentos da terra sdo
responsaveis por recorrentes ciclos periddicos vivenciados pelos organismos
vivos. Sob tais ciclos, os animais tém desenvolvido comportamentos e
mecanismos fisiolégicos para antecipar previsiveis mudancas no ambiente,
conseguindo, portanto, otimizar os processos bioldgicos (VERA et al., 2009). As
mudangas ambientais atuam como um “Zeitgeber” (em alemao) ou “Timegiver”
(em inglés), ou seja, sincronizadores que arrastam os ritmos biolégicos em suas
periodicidades, amplitudes e fases (RENSING; RUOFF, 2002; VERA et al.,
2009). O sincronizador “Zeitgeber” mais importante ¢ a alternancia entre dia e

noite, porém, existem outros relacionados aos ciclos sociais e a disponibilidade



15

de alimento, sendo este também considerado um importante sincronizador para
varios grupos de vertebrados (SANCHEZ-VAZQUEZ; ZAMORA; MADRID,
1995; VERA et al., 2007). Desse modo, existem varios sincronizadores que tém
a capacidade de atuar sobre os ritmos biol6gicos, assim como também sdo varios
0s ritmos no organismo sincronizado por ciclos ambientais.

As pequenas diferencas entre os ritmos bioldgicos e os ciclos geofisicos
levaram a denominagdo “ritmo circadiano”, do latim circa (cerca de) e diem
(dia). Sob estas condicdes, o termo tempo circadiano (do inglés circadian time
ou CT) é comumente utilizado e refere-se ao tempo do reldgio bioldgico interno.
Portanto, o termo "circadiano™ classifica os ritmos diarios de aproximadamente
24 horas, e circanual como cerca de um ano, ou ritmos sazonais
(KULCZYKOWSKA; POPEK; KAPOOR, 2010). Nos vertebrados, os ritmos
bioldgicos tém sido classificados de acordo com sua periodicidade, podendo ser
ultradiano, que sdo ciclos que se repetem em intervalos de até 20 horas;
circadianos, ciclos que se repetem em intervalos de 20 a 28 horas e infradianos,
que se repetem em intervalos maiores do que 28 horas (HERRERO; MADRID;
SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009; SCHULZ; LEUCHTENBERGER, 2006).
Dentro desses ritmos, o ciclo circadiano é considerado o fator ambiental
sincronizador mais importante dos ritmos biolégicos (VERA et al., 2007) e
presente em diversos grupos de vertebrados e invertebrados, sendo, portanto, um
dos mais estudados (VERA et al., 2009).

Quando os animais sdo mantidos num ciclo de 24 horas, sendo 12 horas
de luz e 12 horas de escuro (LD 12:12), o tempo Zeitgeber ou ZTO corresponde
ao inicio do periodo de luz, e 0 ZT12 ao inicio do periodo de escuro. Assim,
todos os pontos de tempo entre 0 e 12 se referem as horas durante o dia,
enguanto gue agueles entre 12 e 24 se referem as horas durante a noite. Uma vez
que a periodicidade do reldgio interno seja diferente de 24 horas, o CT ndo é o
mesmo que ZT (VERAS et al., 2013).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Latim
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2.2 Controle enddgeno dos ritmos biolégicos

Até meados do século XX, ja se havia acumulado um grande nimero de
investigacOes sobre a ocorréncia de ritmos bioldgicos circadianos e ja se
visualizava o conceito de um temporizador interno (LIMA; VARGAS, 2014).
Porém, o termo “reldgio bioldgico” foi utilizado pela primeira vez apenas no
final da década de 1940, pelo cientista alemdo Gustav Kramer em seus trabalhos
com migracdo de aves. Ele argumentara que, para que as aves migrassem para o
norte na primavera, tendo como referéncia um ponto em constante movimento (o
sol), necessitariam de uma entidade fisiolégica precisa na contagem do tempo,
ou seja, um reldgio biolégico (KULCZYKOWSKA; POPEK; KAPOOR, 2010;
LIMA; VARGAS, 2014).

Outros trabalhos que faziam alusdo a entidade fisiol6gica do reldgio,
referenciada por Kramer, eram os de Curt P. Richter, de 1960. Segundo ele, os
relogios bioldgicos seriam “instrumentos do corpo para manter a contagem do
tempo, independentemente das pistas ambientais externas”. Essa conclusao
surgiu por meio da observacdo de que pacientes hospitalizados apresentavam
ritmos fisiolégicos de moléstias com periodos diferentes de 24 horas, indicando
a capacidade do organismo em contar o tempo em diversas unidades. Richter
sugeriu também que os diferentes rel6gios internos podem envolver um ou mais
6rgdos do corpo, e que a localizacdo desses reldgios poderia ser periférica ou
central. Dessa forma, Richter foi o primeiro pesquisador a vislumbrar uma
identidade anatdbmica definida para o reldgio bioldégico em mamiferos e, por
isso, deu continuidade a estudos nesse campo nos anos seguintes (LIMA;
VARGAS, 2014).

O reconhecimento de estruturas centrais do sistema de temporizacdo de
mamiferos comegou com 0s experimentos originais de Curt Richter, nos anos

seguintes (1965 a 1967), que consistiam na lesdo progressiva do sistema nervoso
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central e observagdo da permanéncia ou abolicdo dos ritmos diarios em ratos.
Desses experimentos ele concluiu que o centro responsavel pela ritmicidade
encontrava-se no hipotalamo. Partindo do principio de que o sincronizador
ambiental mais importante era o ciclo luz/escuro, o grupo de Robert Moore
iniciou sua busca pelos olhos e descreveu, pela primeira vez, a via retino-
hipotalamica, a qual terminava em dois pequenos ndcleos na base do cérebro: os
ndcleos supraquiasmaticos (NSQs) (MOORE; LENN, 1972).

Posteriormente, demonstrou-se que, tanto o ritmo circadiano de
liberagdo da corticosterona, como os ritmos circadianos de atividade e de
ingestdo de agua eram suprimidos pela lesdo dos NSQs em ratos (MOORE;
EICHLER, 1972; STEPHAN; ZUCKER, 1972). Nesta mesma linha de
experimentos, destacam-se os trabalhos do grupo de Michael Menaker, que
inicialmente demonstraram que a extirpacdo da glandula pineal causava
arritmicidade em pardais (GASTON; MENAKER, 1968), indicando um
importante papel desse 6rgdo sobre os ritmos enddgenos em aves.

Nos animais normalmente ha um reldgio dominante ou um reldgio
central, localizado no cérebro. Os reldgios situados em outras partes do corpo
sdo chamados de reldgios periféricos ou osciladores periféricos (LIMA;
VARGAS, 2014). O grau de autonomia de cada reldgio depende muito da
espécie. Nos mamiferos, o reldgio central é sensivel a luz e controla os rel6gios
periféricos, que ndo sao fotossensiveis, mas que podem ser arrastados por outros
sinais originados dentro do organismo, como por exemplo, os hormonios, que
por sua vez podem ser controlados pelo Sistema Nervoso Central (SNC)
(KULCZYKOWSKA; POPEK; KAPOOR, 2010). Em outros organismos (por
exemplo, insetos), os relégios periféricos podem ser fotossensiveis
(fotorreceptores via extra-retinal) e independentes do relégio central. Nos
vertebrados ndo mamiferos como o peixe-zebra, a maioria dos osciladores é

autbnoma e esses osciladores tém seus préprios fotorreceptores, embora com
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algum grau de dependéncia a partir do reldgio central. E evidente que dentro do
organismo, existem muitas interacdes entre reldgio central e periféricos
(KULCZYKOWSKA; POPEK; KAPOOR, 2010; LIMA; VARGAS, 2014).

A sincronizacdo do reldgio central com os periféricos em mamiferos é
feito da seguinte forma: a informacdo luminosa é percebida pela retina e
transmitida aos nacleos supraquiasmaticos através do trato retino-hipotalamico.
As projecdes dos NSQs, por sua vez, possuem, pelo menos, quatro alvos
neuronais:  neurdnios enddcrinos, neurbnios autondmicos do nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN), outras estruturas hipotalamicas e areas
externas ao hipotalamo (COLWELL, 2011). Estas vias eferentes sdo capazes de
sincronizar os reldgios periféricos, controlando diversas funcdes fisiologicas,
tais como o momento de liberacdo hormonal, 0 comportamento alimentar e as
flutuacdes de temperatura (BUIJS; KALSBEEK, 2001).

A atividade metabdlica dos oOrgdos periféricos é informada ao
hipotalamo diretamente, pela acdo de hormonios, de ax6nios do nucleo do trato
solitario (NTS) ou indiretamente por meio de projecbes dos nuacleos
parabraquiais (BUIJS; KALSBEEK, 2001). Sabendo-se que o0 NTS e os nlcleos
parabraquiais possuem como alvos as mesmas estruturas hipotalamicas
inervadas pelos NSQs, acredita-se que o ritmo dos osciladores periféricos seja
sincronizado tanto por eferéncias dos NSQs, quanto por alcas de autorregulacao,
que reforcam a mensagem proveniente do reldgio central, ambos atuando sobre
o hipotadlamo (BUIJS; KALSBEEK, 2001; KALSBEEK et al., 2011). Assim,
essas conexdes permitem que o organismo sincronize a informagdo ambiental
externa a informagdo metabdlica proveniente dos 6rgaos periféricos.

Quando os ritmos biolégicos sdo interrompidos, sejam por fatores
genéticos ou ambientais, muitos disturbios sistémicos sdo observados. Por

exemplo, em caso de troca no periodo de fornecimento dos alimentos, de diurno
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para noturno, o sistema circadiano e seus osciladores ndo sdo ajustados
imediatamente, resultando num estado transitorio de dessincronizacéo interna.

Os animais sdo forcados a buscar alimentos num periodo em que
deveriam estar inativos, e permanecerem inativos num periodo em que deveriam
estar ativos. Estes sinais externos perturbadores induzem a perda de coeréncia
entre o oscilador central e os periféricos, podendo acarretar distrbios que
caracterizam o quadro de dessincronizagcdo interna, como disturbios
cardiovasculares e gastrointestinais, obesidade, estresse, desregulacdo dos ritmos
metabdlicos e endocrinos e esterilidade (HAUS; SMOLENSKY, 2006;
KNUTSSON, 2003; SALGADO-DELGADO et al., 2008; STOKKAN et al.,
2001).

2.3 Ritmos de alimentagdo em peixes

Desde os primeiros estudos, os padrBes diarios de comportamento
alimentar em peixes foram caracterizados em uma ampla variedade de espécies.
A maioria dos animais esta ativa durante o dia ou durante a noite, mas raramente
durante um periodo de 24 horas. Eles adquirem esses padrdes de atividade como
resultado de longos periodos de evolucao, sob forcas seletivas estaveis, como a
otimizacdo pela busca do alimento, sucesso reprodutivo e a fuga de predadores.
Na maioria das espécies, o comportamento alimentar diurno ou noturno sofreu
uma evolucdo genética e estd condicionado pela existéncia de requisitos
sensoriais, tais como a dependéncia da visdo para a captura de presas
(MADRID; BOUJARD; SANCHEZ-VAZQUEZ, 2001).

De modo geral, os padrfes de atividade em mamiferos e aves sao faceis
de classificar, devido a estabilidade desse comportamento. No entanto, quando
se trata de peixes teledsteos, esta tarefa se torna mais complexa, uma vez que

individuos da mesma espécie podem exibir uma alta flexibilidade em seus
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padrdes de atividade alimentar e locomotora diaria. Algumas espécies de peixes
podem exibir comportamentos diurnos e noturnos, passando de uma fase para a
outra ao longo do seu ciclo de vida. Esta capacidade é conhecida como dualismo
e refere-se a uma caracteristica comum entre os peixes. Os mecanismos que
regulam o dualismo sdo desconhecidos, sendo frequentemente associados a um
sistema circadiano altamente flexivel, que permite uma adaptacdo rapida dos
animais as alteracdes ambientais (LOPEZ-OLMEDA; SANCHEZ-VAZQUEZ,
2009; SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1996). Além disso, 0 comportamento de
locomocéo e de alimentacdo pode apresentar fases distintas, sendo que 0 mesmo
individuo pode exibir atividade locomotora diurna e atividade alimentar noturna,
vice-versa (SANCHEZ-VAZQUEZ; ZAMORA; MADRID, 1995; VERA,;
MADRID; SANCHEZ-VAZQUEZ, 2006).

Pesquisas em ambiente controlado permitiram inverter a fase de
comportamento alimentar de algumas espécies de peixes, restringindo o
alimento na fase oposta a fase de alimentagdo, sendo esta Ultima selecionada
espontaneamente pelos animais, embora alguns peixes mantivessem suas
demandas na fase em que o alimento foi restrito. Isto indica certa resisténcia
destes animais a se adaptarem a alimentacdo fora de sua fase de preferéncia
(SANCHEZ-VAZQUEZ; ZAMORA; MADRID, 1995).

O alimento pode agir como um sincronizador em animais e arrasta uma
série de ritmos, quando disponivel de forma constante. Quando o alimento é
fornecido por alguns dias sempre no mesmo horario, é possivel observar um
aumento na atividade locomotora nos momentos que antecedem a hora de
alimentacdo. Esse fendmeno é conhecido como atividade alimentar antecipatoria
(do inglés “food anticipatory activity” - FAA) (MISTLBERGER, 1994) e tem
sido relatado em uma grande variedade de animais (STEPHAN, 2002). A FAA

pode ser definida como o aumento da atividade, duas vezes ou mais, acima da
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atividade média diaria, que ocorre no intervalo inferior a 30 minutos da hora da
alimentacdo (MISTLBERGER, 1994).

A sincronizacdo do tempo de alimentacdo para 0s peixes envolve
vantagens semelhantes as relacionadas com a sincronizagdo luminosa. Quando a
disponibilidade de alimentos é previsivel, os animais podem usar esta
informacdo para maximizar a utilizacdo do alimento. Por exemplo, quando o
alimento € distribuido aleatoriamente ao longo do dia, 0 animal deve permanecer
num estado ativo continuo e isso implica num grande gasto de energia (VERA et
al., 2007). Em contraste, a antecipacdo de uma refeicdo prepara o animal e
proporciona melhorias na digestdo e utilizacdo dos nutrientes (SANCHEZ-
VAZQUEZ; MADRID, 2001).

A FAA também é influenciada pelo teor de energia e tamanho das
particulas do alimento oferecido. Os peixes podem apresentar atividade
antecipatéria de até trés alimentacGes diarias, embora a atividade seja maior
quando se fornece uma unica alimentacdo. Além disso, alimentos de pequeno
tamanho induzem uma maior atividade antecipatoria quando comparados aos de
maior tamanho, sendo que os peixes sdo capazes de antecipar ndo sé o tempo de
alimentacdo, mas também o lugar onde o alimento é fornecido, alcan¢cando uma
integracdo entre espaco e tempo para otimizar o consumo de alimento
(SANCHEZ-VAZQUEZ; MADRID, 2001).

Com o ritmo alimentar constante e ciclico, muitas variaveis metabodlicas
e comportamentais em mamiferos tém sido observadas, tais como: atividade
locomotora, comportamento alimentar, ingestdo de dgua, temperatura corporal e
corticosterona plasmatica. Este ritmo de alimentacdo em peixes ndo é tdo
conhecido como em mamiferos. Os ritmos de cortisol e glicose sanguineos sdo
as variaveis metabdlicas mais estudadas até 0 momento em peixes. Os ritmos

circadianos de enzimas envolvidas no metabolismo tém sido relatados em varias
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espécies de peixes, sendo algumas dependentes da alimentagcdo e outras nao
(VERAS et al., 2013).

Muitos hormdnios apresentam ritmos circadianos e sugerem que 0
metabolismo também pode apresentar tais ritmos. O ritmo diario de varios
compostos envolvidos no metabolismo de carboidratos vem sendo estudado,
sendo a variacdo de glicose constatada em varias espécies. Recentemente, um
ritmo diario de tolerdncia a dextrina em peixes foi detectado, sendo observadas
diferencas significativas nos niveis de glicose pés-prandial, dependendo do
horéario da alimentagio (LOPEZ-OLMEDA; EGEA-ALVAREZ; SANCHEZ-
VAZQUEZ, 2009). Os mecanismos que conduzem estes ritmos diarios de
tolerancia a glicose ainda ndo foram elucidados em peixes, enquanto que em
mamiferos, parece estar relacionado ao ritmo da resisténcia periférica a insulina
(CAUTER; POLONSKY; SCHEEN, 1997).

Poucos estudos foram feitos para avaliar a presenca de ritmos nos
horménios e receptores que participam do processo de crescimento e
desenvolvimento animal, como o horménio do crescimento (GH) e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF). Entretanto, a maioria dessas pesquisas
esta relacionada com o fotoperiodo, sendo pouquissimas delas relacionadas ao

horéario de alimentacdo dos animais.

2.4 Cronofarmacologia

A cronofarmacologia é um ramo da farmacologia que estuda os efeitos
dos farmacos no organismo em funcéo dos ritmos bioldgicos. Seus conceitos sdo
interessantes e estdo sendo estudados em mamiferos, na terapia do combate ao
cancer (DALLMANN; BROWN; GACHON, 2014). No caso de tratamentos
com horménio do crescimento (GH) em humanos, estudos iniciais mostram que

o efeito da aplicacio do GH exdgeno varia conforme a hora do dia
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(JANUKONYTE et al., 2013). Em peixes ha estudos de toxicidade de anestésico
como o MS 222 (tricaina) em seabream (Sparus aurata), com aplicacdo durante
o dia e a noite, e nota-se que esta substancia é mais efetiva e toxica quando
aplicada no periodo diurno (VERA; MONTOYA; SANCHEZ-VAZQUEZ,
2013).

2.5 Eixo somatotrdépico em peixes

O entendimento da fisiologia do crescimento em peixes é imprescindivel
quando o foco é a produgdo animal. O eixo somatotrépico é o principal
estimulador para o desencadeamento da hipertrofia e hiperplasia muscular
(CERDA-REVERTER; CANOSA, 2009), e o processo é complexo. Tudo se
inicia no cérebro, mais precisamente no hipotalamo, que provoca uma cascata de
comunicacdo celular que atinge a hipofise, figado e musculo e envolve vérios
sinalizadores celulares como o GH, IGFs, peptideo ativador de adenilato ciclase
pituitaria (PACAP) e seus receptores (CHANG; WONG, 2009).

2.5.1 Horménio do crescimento (GH)

O horménio do crescimento ou somatotropina é da familia das citocinas
e em peixes teledsteos é classificado como uma proteina polipeptidica de cadeia
simples, com 21 a 23 kDa. Estudos com clones de cDNA revelam a presenca de
uma Unica transcricdo de GH em algumas espécies de peixes como a garoupa
laranja (Epinephelus coioides), e em outros estudos mostram a presenca de duas
transcricbes de GH, como por exemplo, em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). Ao comparar os bancos de dados genémicos de peixes com os de outros
vertebrados é comumente aceito que a duas duplicagdes do genoma podem ter

ocorrido durante a evolucdo dos peixes 6sseos. Durante o processo, a duplicagdo
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gendmica dos peixes pode dar origem a multiplas copias de transcritos de GH
em algumas espécies de teledsteos, como nos salmonideos (KAWAUCHI;
SOWER, 2006).

O GH ¢ liberado a partir da hipofise anterior e atua como um importante
regulador metabdlico e do crescimento corporal em varias espécies de peixes
(Figura 1).

A primeira fungéo identificada do GH foi sua capacidade de estimular o

alongamento dos 0ssos longos em mamiferos.

GHRs estdo envolvidos?

« Yer 203 soocoersescese
Y Vias de sinalizacdo

envolvidas?

istema MSTN Sistema Atrofia

Proliferagdo, Hipertrofia e/ou Hiperplasia

¥

CRESCIMENTO DO MUSCULO ESQUELETICO

Figural O diagrama representa uma ilustracdo simplificada dos componentes
e efeitos do sistema de GH no crescimento muscular de peixes

Legenda: O GH estimula o crescimento muscular em peixes, induzindo a proliferacéo de
células miogénicas e hiperplasia e/ou hipertrofia muscular. Os mecanismos
moleculares envolvidos nestes processos incluem a regulagéo da transcricdo de
varios genes do sistema da MSTN, atrofia, GH e IGF, bem como genes que
codificam para CAMs. O GH parece controlar a expressao de IGF-1 por meio
da via de sinalizacdo de JAK2/STATS5. No entanto, esta via é o estimulador
mais potente do IGF1.

Fonte: Adaptado de Fuentes et al. (2013).
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O tratamento com GH em peixes e mamiferos é efetivo para estimular o
crescimento, tanto somatico, como linear (HOLLOWAY; LEATHERLAND,
1998) Estes efeitos foram relatados em estudos utilizando GH transgénico de
mamiferos em carpa comum (Cyprinus carpio) e GH transgénico de peixe em
varias espécies de salmao e tilapias (ZBIKOWSKA, 2003). Uma queda no fator
de condicéo (definido como peso corporal x 100/comprimento®) é comumente
observada durante a intensificagdo do crescimento induzido pelo GH, indicando
gue 0s peixes se tornam relativamente mais magros e com ganho de massa
corporal. Em espécies como a truta arco-iris, o tratamento com GH pode
aumentar a sintese proteica em varios tecidos. Durante esse processo, a lipolise é
ativada, pois se observa um rapido aumento nos niveis de acido graxos e glicerol
livre na corrente sanguinea e este efeito metabdlico é provavelmente causado
pela acdo do GH sobre a quebra do triacilglicerol hepatico e da acetil-coenzima
A carboxilase (BJORNSSON, 1997).

Em alguns peixes, 0 GH também é conhecido por alterar o padrdo de
comportamento durante a busca por alimentos. Em salmonideos, o tratamento
com GH pode aumentar o apetite e a dominancia no comportamento alimentar,
com uma diminuicdo da resposta de prevencdo contra predadores.
Comportamento semelhante também é observado em peixes transgénicos com
alta expressdo de GH, sugerindo que a elevada demanda metabolica para o
crescimento pode afetar 0 comportamento, aumentando o risco durante a busca
por alimentos (SUNDSTROM et al., 2004). Acredita-se que estas alteracdes
comportamentais sejam o resultado da acdo do GH na modulagéo das atividades
dopaminérgicas/circuito neuronal no sistema nervoso central (BJORNSSON et
al., 2002).

Em mamiferos e peixes, o GH tem sido proposto como um
“cogonadotropico”, pois interage com o eixo gonadotrdpico e contribui para a

maturagdo sexual, gametogénese e esteroidogénese em varias espécies. As



26

fungbes reprodutivas sdo mediadas pelos receptores de GH expressos nas
gbnadas. As gbnadas também apresentam producdo local de GH e este tem
funcdo na esteroidogénese, por meio de acdes diretas no local (REINDL;
SHERIDAN, 2012).

O GH também é essencial na adaptacdo de peixes anadromos a agua
salgada. E comum encontrar aumento do GH plasmatico em salmdes, quando
ocorre a migracdo do rio para 0 mar. O GH aumenta a tolerdncia e a
sobrevivéncia dos peixes frente ao estresse hiperosmotico, atuando no aumento e
proliferacdo das células de cloreto (MAKINO et al., 2007; SAKAMOTO;
MCCORMICK, 2006). Em peixes eurialinos, 0 GH também se eleva durante o
estresse hiperosmotico, ocorrendo também ativacdo simultdnea das funcdes
imunitéarias (YADA, 2007).

2.5.2 Receptores do horménio do crescimento (GHR)

As acles induzidas pelo GH séo controladas pelos seus receptores, que
se apresentam numa quantidade muito superior a do hormdnio presente na
corrente sanguinea. Em mamiferos e peixes, os receptores de GH (GHRs)
pertencem a familia dos receptores de citocinas do tipo 1, e sdo proteinas
transmembrana simples que possuem entre 500 a 650 aminoacidos, dependendo
da espécie (KOPCHICK; ANDRY, 2000). Todos os receptores desta familia tém
caracteristicas em comum: dominio extracelular simples com véarios pares de
cisteinas conservados; dominio de ligacdo do GH caracteristico F/'YGEFS e
dominio intracelular com caixas conservadas (1 e 2) e varios residuos de
tirosina, responsaveis pela traducdo do sinal via cascata de fosforilagdo, como
mostrado na Figura 2 (ROWLAND et al., 2004; ZHU et al., 2001).

Das caixas de sinalizacdo conservadas, a caixa tipo 1 esta envolvida na

unido das tirosinas quinase da familia Janus (JAK) de forma majoritéria, e a
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caixa tipo 2 estd envolvida na internalizagdo do receptor (LICHANSKA;
WATERS, 2008).

Cascata de transdugdo
de sinal

Figura2 Esquema simplificado do mecanismo de a¢do de GH-GHR

Legenda: Os nimeros de 1 a 3 indicam a sequéncia em que ocorrem 0s eventos de
transducgdo de sinal. Na figura estdo indicadas as caixas de sinalizacdo, as
quinases da familia JAK e os dimeros do GHR assim como os eventos de
transfosforilacdo e fosforilacdo. A letra P simboliza os grupos fosfatos durante
0 processo de fosforilacéo.

Fonte: Adaptado de Lanning e Carter-Su (2007).

Dois subtipos de GHR foram relatados em teleésteos, 0 GHR1 e GHR2,
como resultado da duplicacdo de genes. O GHR1 é estruturalmente mais

parecido com o de tetrapodes e contém entre seis e sete residuos de cisteinas
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extracelulares, enquanto o GHR2 é exclusivo de teledsteos e contém apenas
quatro ou cinco cisteinas extracelulares (FUENTES et al., 2013).

Os dois subtipos de receptores de GH podem ter sistemas de transducdo
de sinais diferentes. Estudos com dourada (Sparus aurata) indicaram que o
GHRL1 desencadeia atividades do promotor c-fos em sistemas de expressao, e
isso ndo foi observado no GHR2. A distribuicdo de GHR1 e GHR2, assim como
a expressdo do mRNA nos tecidos também sdo diferentes (JIAO et al., 2006).
Além disso, os esteroides gonadais, os corticosteroides e a mudanca na
salinidade podem modular a expressdo de mRNA de GHR1 e GHR2 (PIERCE
et al., 2007). A presenca de dois subtipos de GHR pode fazer parte dos
mecanismos que modulam os multiplos efeitos do GH num determinado tecido,
assim como seus diferentes sinais de regulag&o.

Em mamiferos, quando o GH se liga ao receptor desencadeia uma série
de eventos de sinalizacdo pds-receptores, que incluem o recrutamento e a
ativacdo via fosforilacdo da JAK2. Este por sua vez, ativa outras moléculas de
sinalizacdo, incluindo os transdutores e ativadores de transcricdo da familia
STAT, fosfatidilinositol-3-quinase (PL3K), proteina quinase B (AKT) e as
quinases reguladas pelo sinal extracelular (ERK) (PIWIEN-PILIPUK; HUO;
SCHWARTZ, 2002). Estas vias de sinalizacdo modulam a transcri¢do de varios
genes, incluindo IGF1 (DAVEY et al., 2001; PIWIEN-PILIPUK; HUO;
SCHWARTZ, 2002). O GH também pode ativar outras moléculas sinalizadoras
como JAK1, STAT2 e STATS3, entre outras (PIWIEN-PILIPUK; HUO;
SCHWARTZ, 2002), tornando, assim, a rede de sinalizacdo de GH
particularmente complexa. Muitos dos componentes do sistema controlados pelo
GH e descritos em mamiferos foram isolados, caracterizados e avaliados em
peixes. Porém, notou-se um quadro mais complexo, devido ao fato dos peixes
teledsteos possuirem duas ou mais cdpias de genes que compdem o sistema do
GH (CHANG; WONG, 2009).
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As fungdes de cada receptor de GH ainda ndo estdo totalmente definidas.
Trabalhos com peixe-zebra transgénico revelaram novas informacdes sobre as
funcdes do GHR1, que estaria relacionado com o crescimento desses animais,
porém, ndo foi constatado o crescimento somatico, mas sim um aumento no
nimero e tamanho das fibras musculares (FIGUEIREDO et al., 2012). As
funces biolégicas do GHR2 néo estdo definidas, e em varios trabalhos nota-se
uma maior expressdo de GHR2, quando comparado com GHR1. Acredita-se que
0 GHR2 esteja envolvido na modulacdo de sinal do GH, porém, sua eficacia
ainda ndo foi comprovada (SAERA-VILA; CALDUCH-GINER; PEREZ-
SANCHEZ, 2005).

E importante ressaltar que os niveis de GH circulantes ndo dependem
somente do ritmo de secrecdo pela hipéfise, mas também da velocidade e forma
de eliminacdo. Isto esta relacionado, em grande parte, com as proteinas de
ligacio do GH (GHBps), que sdo capazes de transportar, regular a
biodisponibilidade e meia-vida do GH na circulacdo. Em peixes, 0s mecanismos
de producéo das GHBPs ainda sdo desconhecidos (BJORNSSON et al., 2002).

2.5.3 Polipeptidio ativador da adenilato ciclase pituitaria (PACAP) e

horménio liberador do horménio do crescimento (GHRH)

O polipeptidio ativador da adenilato ciclase pituitaria ou hipofisaria
(PACAP) e o hormonio liberador do horménio do crescimento (GHRH) sao
peptideos da familia do glucagon e possuem uma série de semelhancgas
estruturais e funcionais. O PACAP é uma molécula muito conservada e mostra
uma identidade de sequéncia de aminoacidos que varia de 88 a 97% entre 0s
vertebrados, enquanto o GHRH tem apenas 32 a 45% de identidade entre os
humanos e os vertebrados ndo mamiferos (SHERWOOD; KRUECKL;
MCRORY, 2000).
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Estudos imuno-histoquimicos sugerem que as fibras do GHRH
originarias da area pré-optica inervam o par distal em peixes. PACAP tem uma
distribuicdo semelhante ao GHRH, sendo encontrado nas regiGes pré-Optica e
hipotalamica, e também estd presente em alguns neurdnios no cérebro posterior
(MATSUDA et al., 2005).

O GHRH sintético de carpa comum (Cyprinus carpio) estimula a
liberacdo de GH in vivo e in vitro em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
kinguio (Carassius auratus) e tilapia (Oreochromis sp.) (SCHLUETER et al.,
2007). A capacidade do GHRH de estimular a liberagdo de GH, a partir de
fragmentos de hipofise e preparacdes celulares, indica que este horménio atua
diretamente sobre os somatotropos hipofisarios. No entanto, a eficacia do GHRH
em estimular a liberagdo do GH é relativamente baixa e sua capacidade de
aumentar a liberacdo de GH ndo é consistentemente demonstrada. Assim,
acredita-se que, ao contrario do que ocorre em mamiferos, 0 GHRH néo deve ser
0 principal estimulador neuroenddcrino da liberacdo do GH em peixes
(MONTERO et al., 2000).

Em mamiferos, os genes que codificam cada peptideo sdo diferentes
(HOSOYA et al., 1992). Acreditava-se que em peixes teledsteos, anfibios e aves,
uma parte do gene do PACAP codificava 0 GHRH (SHERWOOD; KRUECKL;
MCRORY, 2000), no entanto, foi comprovada a existéncia de um conjunto
diferente de genes que codificam 0 GHRH e seus receptores especificos (LEE et
al., 2007). Com esta descoberta, os peptideos anteriormente classificados como
de GHRH era na verdade o homdlogo do peptideo relacionado com o PACAP
(PRP) de mamiferos, ao invés do GHRH. Isso também explica a baixa poténcia
desses peptideos na estimulagdo do GH, quando comparado ao PACAP
(CANOSA; CHANG,; PETER, 2007).

O PACAP foi isolado e/ou clonado em inimeros teledsteos. Em alguns

peixes, como a carpa capim (Ctenopharyngodon lIdella), o gene de PACAP
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codifica apenas uma copia e em outros, como peixes-zebra, codificam duas
copias (CHANG; WONG, 2009).

O PACAP estimula a liberagdo de GH em dourado (Coryphaena
hippurus), salmdo (Salmo salar), enguia europeia (Anguilla anguilla), carpa
comum (Cyprinus carpio) e carpa capim (Ctenopharyngodon idella). Em
kinguio (Carassius auratus), a eficacia do PACAP na estimulagdo da liberacao
de GH é observada em todas as fases do ciclo reprodutivo, mas existe uma
variagdo na sua eficacia, sendo mais potente quando as go6nadas estdo
completamente desenvolvidas, no periodo pré-desova. Os resultados das
pesquisas sugerem que 0 PACAP é um regulador fisioldgico de liberagdo do GH
em peixes, porém, sd0 necessarios maiores estudos sobre sua funcdo, para
reforcar esta conclusdo (CANOSA; CHANG; PETER, 2007).

2.5.4 Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) sdo 0s
principais mediadores dos efeitos da promoc¢do do crescimento induzida pelo
GH em peixes e outros vertebrados, e podem agir de forma autdcrina, paracrina
ou endédcrina (LE ROITH et al., 2001). Os IGFs afetam muitos processos como
a estimulacdo da sintese proteica, a inibicdo da protedlise e a proliferaco,
diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia celular (DUAN; REN; GAO, 2010;
WOOD; DUAN; BERN, 2005). A correlacdo entre crescimento do organismo e
concentragdo de IGF-1 plasmatico é alta. Picha et al. (2008) classificam o IGF-1
plasméatico como um biomarcador de crescimento em peixes.

O figado é o principal local para transcricdo de IGF em peixes e outros
vertebrados; no entanto, a expressao de IGF foi constatada em quase todos 0s
tecidos extra-hepaticos do feto, juvenis e adultos dos vertebrados (WOOD;
DUAN; BERN, 2005). Em peixes juvenis, a expressdo de mRNA de IGF-1 tem
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sido encontrada em musculo, baco, tecido adiposo, intestino, figado, coracéo,
testiculos, ovarios, rins, hipofise e cérebro (BIGA et al., 2004; SHAMBLOTT;
CHEN, 1993). Em peixes adultos, uma distribuicdo ubiqua de mMRNA de IGF-1
no tecido é observada (AEGERTER; JALABERT; BOBE, 2004; CAELERS et
al., 2004). Porém, acredita-se que o pool plasmatico de IGF-1 seja derivado,
principalmente, do figado, mas é possivel que haja contribuicdo de locais extra-
hepaticos (REINDL et al., 2011). Ha evidéncias de que o IGF-1 é armazenado
nas ilhotas pancreaticas, em mamiferos (JEVDJOVIC et al., 2005).

O primeiro gene de IGF-2 caracterizado em peixes foi em salmédo
(PALAMARCHUK et al., 1997). Desde entdo, outros IGFs-2 foram
caracterizados, incluindo o da truta arco-iris (SHAMBLOTT et al., 1998). O
peixe-zebra apresenta duas isoformas de IGF-2, a IGF-2a e a IGF-2b, que
exibem diferentes padrbes de expressdo durante o desenvolvimento dos peixes e
sugere que estas isoformas tenham funcdes distintas (WHITE; KYLE; WOOD,
2009).

Tratamentos com GH in vivo e in vitro estimulam a sintese de mMRNA de
IGF-1 e IGF-2, em diversos tecidos. In vivo, os estudos mostram que a injecdo
de GH aumenta a expressdo de mRNA de IGF-1 e/fou IGF-2 hepético, em
redbanded seabream (Pagrus auriga) (PONCE et al., 2008), carpa comum (TSE
et al., 2002; VONG; CHAN; CHENG, 2003), truta arco-iris (SHAMBLOTT et
al., 1995), e bagre do canal (Ictalurus punctatus) (PETERSON; SMALL, 2005).
A injecdo de GH também aumentou os niveis de mRNA de IGF em tecidos
extra-hepaticos, tais como branquias, intestino e rins de varias espécies de peixes
(TSE et al., 2002; VONG; CHAN; CHENG, 2003), mas nao teve efeito sobre a
expressdo de IGF no masculo do bagre do canal (PETERSON; SMALL, 2005) e
rins de tilapia de Mogambique (Oreochromis mossambicus) (KAJIMURA et al.,
2001).
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Estudos in vitro mostraram que o tratamento com GH em hepat6citos
isolados resultou em elevados niveis de IGF para truta arco-iris (REINDL et al.,
2011), tilapia e salmédo (PIERCE et al., 2005, 2009) e carpa comum (TSE et al.,
2002). Estes resultados sugerem que a sintese de IGF ocorre em muitos tecidos e
a expressdo de mMRNA de IGF é regulada parcialmente pelo GH.

O mecanismo pelo qual o GH estimula a expressdo de IGF em peixes e
em outros vertebrados parece estar relacionado a ativacdo da via JAK/STATSs. O
GH se liga ao seu receptor GHR e interage com a JAK2, levando a fosforilagao
de inimeros fatores de transcricdo (STASs), que alteram a expressao do gene de
IGF e induzem o crescimento do tecido (TEGLUND et al., 1998). O STAT-3,
STAT-5 e o fator nuclear de hepatécito (HNF) sdo os fatores envolvidos na
expressdo do gene de IGF (FROST; NYSTROM; LANG, 2002). Tem-se
demonstrado que HNF-3B, juntamente com os fatores de transcricdo Spl e
C/EBPB, ativam o promotor do gene IGF-2, em hepatdcitos de salmdo
(PALAMARCHUK et al., 1999, 2001). Em outros vertebrados, foi demostrado
que a transcri¢do de IGF-1 foi mediada pelo GH, por meio da via de ativacdo da
AMPc dependente de proteina quinase A (PKA) (ROTWEIN; BILLIARD;
WOELFLE, 2002). A sintese e secrecdo de IGF-1 pode ser GH-dependente ou
GH-independente, em varios estagios da vida e em diferentes tecidos. No inicio
do desenvolvimento, a sintese e secrecdo de IGF parecem ser, em grande parte,
GH-independente (BUTLER; LEROITH, 2001).

Além do GH, varios outros hormoénios como a insulina, somatostatina,
cortisol e hormbnios da tireoide, podem influenciar na expressdo de IGF-1 e
IGF-2 no figado e em tecidos extra-hepéaticos (REINDL; SHERIDAN, 2012).

Os esteroides também influenciam o sistema GH/IGF, porém, as
respostas sdo muito variaveis e essas variaces sdo atribuidas a diferencga entre
as espécies ou tecidos e acBes do ambiente como fotoperiodo, temperatura,
estado nutricional e estresse (REINDL; SHERIDAN, 2012).
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Além dos varios hormonios, a disponibilidade de alimento e o estado
nutricional do organismo podem influenciar a expressao e atividade do sistema
GH/IGF. Os peixes sdo frequentemente expostos a longos periodos de privagao
de alimento, e o jejum reduz os niveis de IGF-1, tanto no soro, quanto na
expressao do mRNA. O jejum prolongado resulta em reducdo hepéatica do
mRNA de IGF-1 em varias espécies, tais como bagre do canal (PETERSON;
WALDBIESER, 2009), salmédo real (Oncorhynchus tshawytscha) (PIERCE et
al., 2005), garoupa (Epinephelus sp.) (PEDROSO et al., 2006), rabbitfish
(Siganus sp.) (AYSON; JESUS-AYSON; TAKEMURA, 2007), truta arco-iris
(NORBECK; KITTILSON; SHERIDAN, 2007) e tilapia (FOX et al., 2006;
UCHIDA et al., 2003). O jejum provocou uma reduc¢do nos niveis de IGF-1 no
musculo e figado de bagres do canal, mas nenhuma alteracao foi observada nos
niveis de expressao de IGF-2, sugerindo que o IGF-1 e o IGF-2 sdo regulados de
formas diferentes pelo estado nutricional dos animais (CHAUVIGNE et al.,
2003; PETERSON; WALDBIESER, 2009). Estudos com animais em jejum
fornecem evidéncias adicionais de que o GH apresenta outras funcBes além da
inducdo do crescimento e sugerem que o estado nutricional desempenha um
papel fundamental na regulacdo da funcdo e expressdo dos componentes
GH/IGF. Fatores ambientais como temperatura e fotoperiodo podem influenciar
a expressdo e a atividade do sistema GH/IGF. Temperaturas mais altas podem
aumentar o crescimento dos peixes e o fotoperiodo pode modular a producéo e
secrecdo dos componentes do sistema GH/IGF (GABILLARD et al., 2003).

2.5.5 Receptores do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFRs)
Os efeitos do IGF na célula sdo mediados por seus varios receptores. Os

IGFs podem se ligar ao seu receptor (receptores do fator de crescimento

semelhante a insulina — IGFRs) ou nos receptores de insulina. Quando o IGF-1
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se liga ao receptor de insulina, ele media efeitos metabdlicos, tais como a
captura de glicose e aminoacidos e a sintese de glicogénio e lipidios (BINOUX,
1995). Quando se liga ao IGFR-1 induz os efeitos anabdlicos, como proliferacao
celular, sintese de proteina e &acido nucleico e diminuicdo da protedlise
(BOULWARE et al., 1992). A influéncia do IGF nos processos celulares se
baseia na expressdo dos receptores da superficie celular. Existem dois tipos de
receptores de IGFRs em vertebrados, o tipol (IGFR-1) e o tipo 2 (IGFR-2), que
fazem parte de uma familia bastante heterogénea, que inclui o receptor de
insulina (IR), receptor de relaxina, bem como os IGFRs. Embora os dois tipos de
IGFRs parecam ter surgido a partir de um mesmo ancestral comum, eles sdo
estruturalmente diferentes. O IGFR-1, assim como o IR, pertence a subfamilia
de receptores tirosina quinase, ja os receptores IGFR-2 ndo possuem atividade
de tirosina quinase e pertencem a familia dos receptores de manose-6-fosfato
(CARUSO; SHERIDAN, 2011). Os IGFR-1s tém sido caracterizados em varias
espécies de peixes, sendo que duas isoformas (IGFR-1a e IGFR-1b) ja foram
descritas em salmonideos (CHAN et al., 1997) e solha japonesa (Paralichthys
olivaceus) (NAKAO et al., 2002). O IGFR-2 é bifuncional em mamiferos e tem
funcdo no trafego da enzima lisossomal, controlando o nivel de IGF-2
extracelular (WOOD; DUAN; BERN, 2005). O IGFR-2 esta presente em varias
espécies de peixes, sendo gue em peixe-zebra foram encontrados dois subtipos
diferentes de IGFR-2 (TSALAVOUTA et al., 2009).

Os IGFRs se ligam a varios tipos de moléculas como IGF-1, IGF-2 e
insulina; no entanto, a afinidade para os IGFs é maior do que para a insulina, em
todas as espécies animais (WOOD; DUAN; BERN, 2005). A afinidade do
IGFR-1 é maior para a molécula do IGF-1, quando comparada ao IGF-2, e a
afinidade do IGFR-2 é maior para IGF-2, do que para IGF-1 (HAWKES; KAR,
2004). No entanto, experimentos com peixe-zebra mostraram que IGF-1 e IGF-2
se ligam ao IGFR-1 com afinidade semelhante (POZIOS et al., 2001).
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A ligagdo do IGF-1 ao IGFR-1 ativa uma série de eventos de
fosforilagdo, que conduzem a diversos efeitos anabolicos, tais como aumento da
sintese de proteinas e de acidos nucleicos, diminuicdo da protedlise, aumento da
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (WOOD; DUAN; BERN,
2005). A dependéncia da expressdo de IGFR-1 para crescimento e sobrevivéncia
do organismo foi evidenciada em estudos utilizando a subexpressdo do IGFR-1
em camundongos, mostrando que estes animais apresentam crescimento
reduzido (45% do tamanho normal) e ndo sobrevivem apds o nascimento (LIU et
al., 1993).

Em mamiferos, a ligagdo do IGF-2 ao IGFR-2 resulta em uma
internalizacdo e degradacdo do IGF-2, em vez de uma transducdo de sinal. A
funcdo do IGFR-2 em peixes ainda nao foi determinada (REINDL; SHERIDAN,
2012).

Os IGFRs sdo amplamente expressos nos tecidos dos vertebrados. A
expressdo de IGFR-1 tem sido demonstrada no musculo, bacgo, tecido adiposo,
intestino, figado, coracao, testiculos, ovarios, rins, hipofise e cérebro de juvenis
de salmdo (BIGA et al., 2004; SHAMBLOTT; CHEN, 1993). O IGFR-1 foi
encontrado nas branquias, coracdo, pele e musculo lateral de shi drum (Umbrina
cirrosa) (RADAELLI et al.,, 2003). O IGF-1 também estd presente nestes
mesmos tecidos e pode ter um efeito autocrino ou paracrino sobre o crescimento,
ndo dependendo somente do IGF produzido no figado. A expressdao do IGFR-2
foi detectada em varios tecidos, como coracdo, timo e rins, durante o
desenvolvimento embrionario dos mamiferos (FUNK et al., 1992; SENIOR et
al., 1990), em od6citos, embrido e juvenis de truta marrom (Salmo trutta)
(MENDEZ et al., 2001) e em embrides na fase inicial e na regifo cerebral de
embrides na fase final de desenvolvimento de peixe-zebra.

Varios fatores internos e externos influenciam a expressao dos IGFRs. O

GH, IGF, insulina, hormdnios da tireoide e os esteroides afetam a expressao de
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IGFR-1 em diferentes tecidos nos vertebrados. Tratamentos com insulina e IGF-
1 diminuem a expressdo de IGFR-1 em cardiomidcitos de trutas (MOON et al.,
1996). A insulina aumentou 0 MRNA do IGFR-1a e IGFR-1b nas branquias de
truta arco-iris. Tratamentos com testosterona aumentaram a expressdo de IGFR-
la e IGFR-1b nas branquias de truta arco-iris, mas tratamentos com estradiol
ndo produziram tal efeito (NORBECK; SHERIDAN, 2011). A somastostatina
inibiu a expresséo de IGFR-1a e IGFR-1b nos filamentos branquiais de truta
arco-iris (HANSON et al., 2010).

Fatores como o estado nutricional e temperatura da dgua tém influéncia
na expressdao de IGFR em peixes. Trutas arco-iris em jejum de duas e seis
semanas mostraram uma resposta especifica dos tecidos na expressao de IGFR-
la e IGFR-1b. No musculo cardiaco, a expressao do mRNA do IGFR-1a foi
elevada nos dois periodos de jejum, porém, o aumento do mRNA de IGFR-1b
somente foi observado com seis semanas de jejum. Nenhuma alteracdo foi
observada no musculo esquelético, sendo que os niveis de IGFR-1 diminuiram
nas branquias, nos dois periodos de jejum. Apds a realimentacdo, os niveis de
MRNA de IGFR dos peixes mantidos em jejum apresentaram oS mesmos hiveis
dos animais que foram alimentados regularmente. Estes resultados demonstram
que o estado nutricional de um organismo afeta a expressdo de IGFRs de modo
especifico para cada tecido. Além disso, o jejum promove a¢6es metabolicas do
GH, ao invés das acbes de crescimento (NORBECK; KITTILSON;
SHERIDAN, 2007). A temperatura ndo afetou a expressdo do mRNA de IGFR-
la e IGFR-1b; no entanto, a ligacdo com IGF-1 foi reduzida no musculo,
sugerindo que a rotacdo, mas ndo a sintese do receptor, € influenciada pela
temperatura (GABILLARD et al., 2003). Os mecanismos pelos quais 0s
horménios induzem e expressam de IGFR ainda ndo foram elucidados, porém,
sabe-se que a cascata de sinalizagao parece estar relacionada & expressao destes

genes. A abundancia do mRNA do IGFR e a presenca do receptor na superficie
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da célula desempenham um papel importante na regulacdo da funcdo do IGF
(SCHAYEK et al., 2010).

A capacidade do IGF de se ligar aos seus receptores é regulada pelas
suas proteinas de ligagdo. As proteinas de ligacdo do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFBP) sdo as principais intervenientes no sistema
GH/IGF, em que modulam a distribuicdo e a biodisponibilidade do IGF
(RODGERS; ROALSON; THOMPSON, 2008). Seis proteinas de ligacdo do
IGF (IGFBP-1-6) foram identificadas em vertebrados, desde mamiferos a
peixes, e sua origem e evolugdo foram recentemente revistas (DAZA et al.,
2011). A maior porcéo de IGF circulante esta ligada ao IGFBP, sendo que em
mamiferos 75% do IGF-1 circulante esta ligado ao IGFBP-3 e a unidade do
acido-labil, uma glicoproteina conectada a proteina de ligacdo (JONES;
CLEMMONS, 1995). Em peixes, existem normalmente trés IGFBPs circulantes
no plasma, porém, a identidade dessas proteinas ndo € clara. Em salméo, foram
caracterizados trés IGFBPs (IGFBP1la, IGFBP1b e IGFBP2b) (SHIMIZU et al.,
2011). A producdo local de IGFBPs pode servir como meio de regulacdo
especifica da acdo do IGF em cada tecido. As IGFBPs, tais como IGFBP-5 e
IGFBP-3, também tém fungBes bioldgicas independentes do IGF, que incluem
mitogénese, regulacdo do gene e migracdo de células (RODGERS; ROALSON;
THOMPSON, 2008). Os efeitos do IGF-independente de IGFBP aumentam a
complexidade do sistema GH/IGF, proporcionando muitas funcdes em
diferentes tecidos (REINDL; SHERIDAN, 2012).

2.6 Tilapia
A tilapia, segunda espécie de peixe de dgua doce mais cultivada no

mundo, é um ciclideo teledsteo africano, cuja capacidade de adaptacdo,

potencial de crescimento em ambiente de criacdo, tanto em regimes intensivos
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guanto extensivos, e a qualidade e aceitacdo da carne pelo mercado consumidor,
sdo fatores determinantes para que se difunda por mais de 135 paises e esta
presente em todos os continentes do mundo (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2012). Por sua grande
importancia mundial, a tilapia é um peixe bastante pesquisado e tem seu genoma

completamente descrito na base de dados do Ensembl (2014).
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram executados de acordo com
as orientagdes da Unido Europeia (2010/63 /UE) e da legislagdo espanhola (RD
1201/2005, da lei 32/2007) para uso de animais em laboratério (PORTALUPPI;
SMOLENSKY:; TOUITOU, 2010).

3.1 Animais e instalacdes

Foram executados dois experimentos, utilizando-se 48 tilapias em cada,
sendo que o peso médio foi de 85,55 + 36,80 g e 96,59 + 50,38 g (média = S.D.)
respectivamente, oriundos da Universidade de Madrid, Espanha e mantidos no
laboratério de Cronobiologia da Universidade de Murcia, Espanha. Os peixes
foram divididos em oito tanques, de forma que cada tanque fornecesse o nimero
de peixes necessarios para cada ponto de amostragem, evitando, assim, uma
situacdo de estresse induzida por varias amostragens num mesmo tanque. Os
tanques utilizados, com capacidade de 200 L cada, foram mantidos em sistema
de recirculacdo de &gua, composto por filtro biol6égico e mecénico, com
temperatura controlada em 28 °C. Os demais parametros de qualidade de agua,
como pH, oxigénio dissolvido, aménia, nitrato e nitrito foram monitorados
diariamente.

O periodo experimental foi de 40 dias, para cada experimento, sendo
este 0 tempo necessario para a sincronizagdo dos animais ao periodo de
alimentacdo. Ao longo de todo o periodo experimental a atividade alimentar foi
registrada por meio de fotocélula infravermelha (Omron, modelo E3S-AD62,
Kyoto, Japdo), submersa em &gua e fixada na lateral do tanque. Os tanques
experimentais apresentavam 75 cm de profundidade e a célula fotoelétrica foi

colocada a 15 cm da superficie da agua, ou seja, a 60 cm do fundo do tanque. A
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célula fotoelétrica foi orientada numa posicao horizontal, para que emitisse um
feixe de luz infravermelha em direcdo oposta ao tanque. As células fotoelétricas
foram conectadas a um computador e, a cada vez que um peixe atravessava 0
feixe de luz infravermelha, era provocada uma interrup¢do. O numero total de
interrupcgdes, num intervalo de 10 minutos, foi contabilizado e armazenado no
computador.

O fotoperiodo foi fixado em 12:12 horas, ciclo LD (light:dark), com
inicio as 08h (Zeitgeber Time 0, ZT 0). Os peixes foram divididos em dois
grupos, um grupo alimentado as ZT6 (meio do dia - ML) e outro as ZT 18 (meio
da noite - MD), por meio de alimentadores automaticos (Eheim, Alemanha). Foi
fornecida uma racdo comercial com 36% de proteina bruta (Skretting AS, Spain)

numa taxa de 1% do peso corporal.

3.2 Experimento 1: Ritmos diarios de genes do eixo somatotropico

Ap0Gs o periodo experimental, os peixes foram amostrados a cada seis
horas, durante um ciclo de 24 horas, com 0 primeiro ponto em ZT 9, e em
seguida em ZT 15, ZT 21 e ZT 3. Os animais foram anestesiados com eugenol
(Guinama, Valéncia, Espanha), numa concentra¢do de 50 pL/L. O sangue foi
coletado por puncdo da nadadeira caudal, utilizando-se seringas heparinizadas
(Sigma, H6278, 25.000 unidades/3 mL, 0,6% de solucdo de NaCl) e armazenado
em tubos tipo eppendorf, de 1,5 mL, contendo heparina. O material foi
centrifugado a 3000 rpm, durante 15 minutos, a 4 °C, para separacdo do plasma,
posteriormente armazenado a -80 °C, até a analise. Os peixes foram sacrificados
por decapitacdo e os tecidos do hipotdlamo, hipofise, figado e musculo foram
coletados e acondicionados em tubos tipo eppendorf, mantidos em gelo seco e

armazenados em freezer a -80 °C, até a analise.
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Figura 3 Fluxograma representativo do experimento 1, mostrando os 40 dias
do periodo pré-experimental, necessario para a sincronizacdo dos
animais ao horario de fornecimento do alimento, o dia da execucao
do experimento com os horérios de coleta de amostras e o horéario de
fornecimento do alimento dos dois tratamentos avaliados (ML ou
MD) de tilapias

3.3 Experimento 2: Resposta génica de aplica¢do do horménio do

crescimento (GH)

Apo6s analise dos resultados do experimento 1, foi observado que a
maior média de expressdo do gene de GH ocorreu nas primeiras horas do dia.
Por esse motivo, para este experimento, administrou-se 0 GH (Genotonorm
Miniquick, 1 mg/0,5 mL, Pfizer, Madrid - Espanha) as ZT 3 e ZT 15, ou seja, no
principio do dia e no principio da noite. Os 48 peixes utilizados no experimento
2, foram distribuidos e alimentados conforme descrito anteriormente. A primeira
administracdo de GH ocorreu as ZT 3, e foram utilizados dois tangues, cada um
com seis peixes de cada grupo de alimentacdo (ML e MD), sendo que em um
tanque o GH foi administrado por via intramuscular, na concentracdo de 2
mg/Kg de peso vivo, e no outro tanque foi feito um controle, com peixes
injetados com solugdo salina (0,1% de NaCl). O mesmo procedimento foi feito
para os dois grupos de alimentagdo (ML e MD) e nos dois horéarios de

administracdo (ZT 3 e ZT 15). A coleta de sangue e dos tecidos foi feita 10
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horas apds a administracdo e o procedimento foi o mesmo descrito no

experimento 1.

Injegdo de GH
nJEin? ) el Coleta de amostras
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A

ZT0 T ZT12 T ZT0 ZT12

10 horas

»!
|- >

Alimentacéo

dos grupos 7T15 7T1
em ML Injegdo de GH

. Coleta de amostras
ou Veiculo

Figura 4 Fluxograma representativo do experimento 2

Legenda: A barra central de cor branca representa o periodo de luz e a negra o periodo
noturno. Na parte superior a barra central, representa a metodologia usada nos
animais injetados com GH ou veiculo no periodo diurno ou as ZT3 e a coleta
de amostra sendo realizada as ZT13, 10 horas ap6s a injecdo. Na parte de
inferior a barra central representa a metodologia aplicada aos animais injetados
no periodo noturno ou as ZT15, e a coleta de amostra realizada as ZT1, 10
horas apds a injecao.

3.4 Concentracéo de GH plasmatico
A concentracdo de GH plasmatico foi mensurada com auxilio do kit

comercial Salmon Somatotropin ELISA kit (Catdlogo n° EO0044s, ElAab
WUHAM EIAAB SCIENCE CO., LTD., Wuhan, China).
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3.5 Transcrigdo reversa e analise de reagdo em cadeia de polimerase em

tempo real (QPCR)

As amostras de tecidos do hipotalamo, hipofise, figado e musculo foram
transferidas para tubos estéreis, contendo 0,5 mL de Trizol (Invitrogen, CA,
EUA), homogeneizadas utilizando-se Polytron PT1200 E (CINEMATICA AG,
EUA) e centrifugadas a 12.000 rpm, por 5 minutos, a 4 °C. Ao final desse
processo, notou-se um pequeno pellet no fundo do tubo, correspondente as
membranas celulares e DNA de alto peso molecular. O sobrenadante contendo o
RNA foi coletado utilizando-se pipeta de 500 uL e transferido para um novo
eppendorf estéril, onde foi adicionado 0,1 mL de cloroférmio (RNase). A
mistura foi agitada por 30 segundos, incubada durante 15 minutos (temperatura
ambiente) e centrifugada a 12.000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C. Ao término da
centrifugacdo, notou-se um liquido dividido em duas fases, sendo que a que
continha 0 RNA se encontrava na parte superior, sendo cuidadosamente coletada
com auxilio de pipeta de 100 pL e transferida para um novo eppendorf estéril. A
este material foi adicionado 0,250 mL de isopropanol (livre de RNase),
homogeneizado durante 15 segundos, incubados por 10 minutos (temperatura
ambiente) e centrifugado por 12.000 rpm, por 10 minutos. Ao final da
centrifugacdo, um pequeno pellet contendo o RNA se formou no fundo do
eppendorf. O liquido foi retirado cuidadosamente, para evitar o desprendimento
do pellet, e descartado. Para lavagem do RNA, foi adicionado 0,5 mL de etanol
75% (RNasa free), centrifugado a 12.000 rpm, por 5 minutos, a 4 °C, com
posterior retirada do alcool. Este procedimento foi repetido. Ap6s a retirada do
alcool da segunda lavagem, o tubo foi mantido aberto por aproximadamente 10
minutos, & temperatura ambiente, para evaporacdo do liquido residual. Ao pellet
de RNA ja seco foi adicionado 50 puL de &gua DEPC (dietilpirocarbonato,
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inibidor de RNase). O material foi agitado até a completa homogeneizagdo e
mantido a -80 °C, para posterior analise.

A concentragdo da solucdo de RNA foi medida com auxilio do
NanoDrop 1.000 (Thermo Scientific). A retro-transcricdo foi feita utilizando-se
1 pug de RNA e kit comercial de transcricdo reversa (kit QuantiTect, Qiagen,
Alemanha), que incluia a eliminacdo do DNA gendmico. O cDNA foi submetido
a analises de PCR quantitativo, utilizando um termociclador de luz (7500 Real-
Time PCR sistema, Applied Biosystems, CA, EUA), seqguindo o protocolo:
incubacgdo inicial a 95 °C, durante 15 minutos, seguida por 40 ciclos que
alternavam a temperatura de 95 °C, durante 15 segundos e 60 °C, durante 1
minuto. As reacbes foram realizadas utilizando SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). Todas as amostras foram feitas em triplicata. As
sequéncias dos “primers” estdo apresentadas na Tabela 1 e foram desenhadas
com auxilio do software Primer 3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000).

Os genes do gh, ghr-1, ghr-2, pacap-1a, pacap-1b, igf-1, igf-2a, igf-1ra
e igf-2r (Tabela 1), foram amplificados por PCR, utilizando Taq DNA
polimerase de alta afinidade (Invitrogen). A expressdo de GH foi analisada na
hipdfise, a pacap-la e pacap-1b no hipotalamo, o ghr-1, ghr-2, igf-1, igf-2a e
igf-2r no figado e ghr-1, ghr-2, igf-1ra e igf-2r no masculo. A eficiéncia relativa
de amplificacdo de todos os genes foi analisada por meio das curvas de dilui¢do
do cDNA, sendo semelhante para todos 0s genes. O valor da expressao relativa
de cada gene foi calculado pelo método do Delta-Delta-CT, utilizando-se como
referéncia enddgena o fator de elongacdo 1o (YANG et al., 2013). A reacdo de
PCR foi realizada num volume final de 20 pL. Os primers de ghr-2, igf-1, igf-2a
e igf-2r foram utilizados na concentracdo final de 200 nM, e os primers de gh,
ghr-1, pacap-la, pacap-1b e igf-lra em uma concentracdo de 400 nM. Estas
concentragBes foram determinadas por meio de uma curva de diluicdo dos

primers.



Tabela 1 Sequéncia dos primes de tilapia utilizados na gPCR em tempo real
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Gene NUmero no Ensembl F/IR Sequéncia do primer (5"- 3")
gh ENSONIG00000009191 ; igﬁgggl'l(':ég'l? ;m$é¢éé
pacapla  ENSONIG00000006092 ; 1(;,?%?\ g:ggg;?f ?T%miiA
pacaplb  ENSONIG00000009205 ; 1(;?2?1?1? é_%%:%%%%Téﬁéﬁ_c
w1 evoucwoormo [ [CTSTASCOACACCTETC
igf-22 ENSONIG00000014499 ; ¢gggé;$ ggg? gﬁf&iﬁ_ﬁc
igflra ENSONIG00000015115 ; ZI’:’;%?’%%%@?S;F'?;?Q;?;?
oo EnsonicooonootsTsy  F COBCATOCTCCAACTAACAT
o Ensocomowsi T TATCMSECACCASOAGACS
ghr2 ENSONIG00000012787 FFQ gﬁégigi;ig;-ggfg%%ﬁi
efl-a ENSONIG00000017760  F GCACGCTCTGCTGGCCTTT

R  GCGCTCAATCTTCCATCCC

3.6 Analises estatisticas

Os dados de atividade foram analisados e representados na forma de

actogramas e ondas médias, com auxilio do software de cronobiologia EI Temps

(versdo 1.228, Prof. Diez-Noguera, Universidade de Barcelona).

Para o experimento 1, os dados de cada variavel foram submetidos a

analise de Cosinor, realizada no software EI Temps. O Cosinor é baseado na

aproximagdo por quadrado minimo dos dados das séries temporais, com uma

funcéo de coseno de periodo conhecida, do tipo:

Y= mesor + Amplitude * cos (2= (t-acrofase)/periodo)
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O Cosinor também apresenta a significancia estatistica para o ritmo por
meio de teste F, em que a curva apresentada é contrastada contra uma linha reta
de amplitude zero (hip6tese nula). Os dados de cada variavel também foram
submetidos a ANOVA one-way, seguida pelo teste post hoc de Tukey, com
significancia de 5%, para verificar se houve diferengas significativas entre 0s
momentos do dia, utilizando-se o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS).

No experimento 2, o teste F foi aplicado para detectar possiveis
diferencas entre os grupos injetados com GH e seu controle. Para avaliar a
influéncia da hora do dia e da alimentacdo, sobre o efeito do GH, os dados
expressos por cada animal, com subtracdo da média de seu grupo controle,
foram submetidos a ANAVA, com posterior teste de Tukey (5%), utilizando-se

o software estatistico SPSS.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Ritmos diarios de genes do eixo somatotropico

Os parametros de qualidade de dgua mantiveram-se dentro dos niveis
ideais para a espécie, com valores médios de oxigénio dissolvido de 3,75 + 1,34
mg/L, aménia 0,03 + 0,02 ppm/L, temperatura 27,1 + 0,8 °C e pH 6,6 + 0,2.

A atividade locomotora média dos grupos de animais alimentados em
ML esta apresentada na Figura 5.
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Figura5 Actograma (A) e onda média (B) da atividade locomotora de tilapias
alimentadas em ML, durante o periodo pré-experimental

Legenda: Os dados do actograma foram tracados duas vezes (48 h), com registro de
atividades a cada 10 minutos; a altura de cada ponto representa o nimero de
interrupcdes do feixe de luz infravermelha. Cada ponto na onda média foi
calculado como média + desvio (S.E.M) dos dados acumulados a cada 10
minutos, em todos os dias do periodo pré-experimental (n=40) e em todos 0s
tanques experimentais (n=4). A &rea cinza representa os valores médios da
atividade e a linha continua 0 S.E.M.
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A atividade locomotora média dos grupos de animais alimentados em
MD esta apresentada na Figura 6.
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Figura6 Actograma (A) e onda média (B) da atividade locomotora de tilapias
alimentadas em MD, durante o periodo pré-experimental

Fonte: Os dados do actograma foram tracados duas vezes (48 h), com registro de
atividades a cada 10 minutos; a altura de cada ponto representa 0 ndmero de
interrupcdes do feixe de luz infravermelha. Cada ponto na onda média foi
calculado como média + desvio (S.E.M) dos dados acumulados a cada 10
minutos, em todos os dias do periodo pré-experimental (n=40) e em todos 0s
tanques experimentais (n=4). A area cinza representa os valores médios da
atividade e a linha continua 0 S.E.M.



52

Ao analisar as Figuras 5 e 6, nota-se que a tilapia é um animal de
comportamento diurno, independente do horario de alimentacdo. Os animais que
foram alimentados em ML apresentaram 95% de sua atividade durante o periodo
de luz e apenas 5% no periodo noturno. Ja para os que receberam alimento
durante a noite, a atividade diurna foi de 84% e a noturna de 16% (FORTES-
SILVA et al., 2010) também avaliaram a atividade locomotora de tilapias,
observando, também, comportamento diurno dos animais.

Na avaliacdo de GH plasmético, ndo foi encontrada diferenca estatistica
entre os grupos, pela analise de COSINOR e ANAVA (p<0,05) e apresentou
média geral de 38,45 ng/mL.

Na Tabela 2, encontram-se apresentados os dados obtidos pela analise
de COSINOR (p<0,05) para a expressdo relativa de GH na hipéfise, pacap-1a e
pacap-1b no hipotalamo, ghr-1, ghr-2, igf-1, igf-2a e igf-2r no figado e ghr-1,
ghr-2, igf-1ra e igf-2r no musculo de peixes alimentados em ML ou MD.

A analise do COSINOR foi efetuada para observar uma possivel
presenca de ritmos bioldgicos na expressao relativa dos genes. O gene de igf-1ra

ndo foi expresso no figado.
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Tabela2 Ritmo diario calculado pela andlise de cosinor (p<0,05,) para o0s
genes de gh, pacapla, pacaplb, igf-1, igf-2a, igf-1ra, igf-2r, ghrl,
ghr2 na hipofise, hipotadlamo, figado e musculo de tilapias
alimentadas em ML ou MD

. Hora de - .
Tecido Gene alimentacio Signif.  Acrofase =~ Amplitude  Mesor
Hipofise h ML NS - - -
g MD NS - - -
Hipotalamo pacapla ML NS - - -
MD NS - - -
pacaplb ML NS - - -
MD NS - - -
Figado - ML NS - - -
igf-2r MD NS ] ] ]
. ML NS - - -
Ll MD NS - - -
. ML NS - - -
igf-2a MD NS ] ] ]
ML * 2:59+3:38 2,40£1,96 2,7+1,09
ghr1-201 MD NS ) ) )
hr2 ML *x 2:59+2:58 1,3£t0,91  2,15+0,51
9 MD NS - - -
Mdsculo iaf-1ra ML NS - - -
g MD NS - - -
. ML NS - - -
igf-2r MD NS ) ) )
hrl ML xx 4:1042:30  1,99+1,21 3,15+0,68
g MD xx 9:01+2,06 1,92+0,9  3,14+0,98
hr2 ML NS - - -
g MD NS - - -

Dados apresentados como média + desvio padrao; analise ndo significativa (NS).

A andlise dos dados da Tabela 2 mostra que os genes de gh, pacala,
pacaplb, igf-1, igf-2a, igf-lra e igf-2ra ndo apresentaram diferencas
significativas na analise de COSINOR, a p<0,05, nos tecidos avaliados. Os
genes de ghrl e ghr2, ambos no figado e para animais alimentados em ML,
apresentaram diferengas significativas, com acrofase no mesmo momento, ZT
2:59 h. O ghrl também apresentou diferenca significativa no musculo, para o0s
dois periodos de alimentacdo, com acrofase as ZT 4:10 h e ZT 9:01 h, para
animais alimentados em ML e MD, respectivamente. O ghrl ndo apresentou

diferenca significativa no tecido muscular.
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As expressdes dos genes apresentadas acima também foram avaliadas
por ANAVA, seguidas pelo teste post-Hoc de Tukey (p<0,05), para detectar
possiveis diferencas entre as horas do dia, em animais alimentados em ML e
MD. A expressao relativa dos genes de gh (hipdfise), pacapla e pacaplb
(hipotadlamo), igf-2a, igf-2r, ghrl, ghr2 (figado) e igf-2r (musculo) nédo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. A Figura 7 representa a
expressao relativa de ghrl e ghr2 no tecido hepatico e ghrl no tecido muscular
dos animais que apresentaram ritmos biolégicos pelo teste do cosinor,

juntamente com a curva calculada que foi gerada pela equacdo do teste.
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Figura7 Expressdo relativa dos genes de ghrl (A) e ghr2 (B) no tecido
hepaético, ghrl (C e D) no tecido muscular

Legenda: A linha pontilhada refere-se a curva calculada pela equacdo do cosinor.Os
marcadores em quadrado representam os grupos de animais alimentados em
ML e os marcadores em circulos aos animais com alimentagdo em MD.As
letras mindsculas apontam diferencas significativas entre os pontos pelo teste
de tukey (p< 0.05).
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A Figura 7A e B apresentam as curvas de expressdo relativas e
calculadas pela equacéo do cosinor nos receptores de gh no figado e apesar de
apresentarem ritmos biol6gicos, ndo foi observado diferencas significativas entre
0s pontos pelo teste de tukey (p>0,05)

A expressdo relativa de ghrl, juntamente com a curva calculada pela
equacgdo do teste do cosinor estdo representadas na Figura 7C para animais
alimentados em ML e 7D para os alimentados em MD. Os dados de expressdo
relativa encontrados nos diferentes pontos foram submetidos ao teste de Tukey,
em que ambos os grupos apresentaram diferencas significativas sendo que para
os animais alimentados em ML a maxima expressdo ocorreu no inicio do dia, ou
seja, as ZT 3, ja para os animais que se alimentaram em MD, o pico de
expressao ocorreu seis horas mais tarde, as ZT 9. Estes pontos estdo préximos
das acrofases apresentadas na analise do COSINOR, em que animais que
receberam alimento em ML ou MD exibiram picos de expressdo ajustados, as
4:10 e 9:01 horas, respectivamente.

Na Figura 8, estdo representadas as expressdes relativas de igfl no

figado, igf-1ra e ghr2, no masculo de tilapias.
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Expressdo relativa dos genes de igf-1(A) no figado e igf-1ra (B) e
ghr2 (C), no musculo de tilapias

Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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A expressdo do mRNA de igf-1 (Figura 8A) no figado ndo apresentou
ritmo bioldgico, porém, mostrou diferenca nos seus niveis diarios, em animais
alimentados em ML, sendo a maior as ZT 3 e ZT 15, e menor as ZT 9.

Na Figura 8B, observa-se a expressao génica do igf-1ra no masculo. Os
animais alimentados em ML ndo apresentaram diferencas significativas, ja
animais comendo em MD mostraram um ponto de maxima e minima as ZT 9 e
ZT 3, respectivamente.

A Figura 8C mostra a expressao do gene de ghr2 no musculo. Os
animais que receberam alimento no periodo noturno (MD) ndo mostraram
diferencas significativas nos pontos avaliados; ja para animais alimentados em
ML, a expressdo desse gene foi significativamente menor as ZT 21.

O controle ritmico exercido pela hipofise e hipotdlamo no metabolismo
corporal é relatado em muitos trabalhos, sobretudo envolvendo a reproducao
(ANDO et al., 2014; OKUZAWA; GEN, 2013; ZUCCHI; CASTIGLIONI;
FENT, 2013) e o estresse (LOPEZ-OLMEDA et al., 2013). Entretanto, so
poucos os estudos de ritmos em peixes envolvendo os genes do eixo
somatotropico.

Os ritmos de liberacdo de GH vém sendo estudados ultimamente. Um
padrdo circadiano da liberacdo de GH tem sido demonstrado em salmonideos e
em varias espécies de peixes ciprinidea (BJORNSSON et al, 2002;
MARCHANT; PETER, 1986; ZHANG; LIN; PETER, 1994). Em geral, o
padrdo € caracterizado pela presenca de um ou mais picos irregulares de GH
sanguineo durante o dia e com uma maior concentragdo no periodo noturno. A
concentragdo sanguinea de GH, durante o periodo de 24 horas, também pode ser
modificada pela temperatura, alimentacdo, fotoperiodo, salinidade e fase de
desenvolvimento do animal. Um modelo diurno de expressdo de mMRNA de GH

na hipdfise tem sido relatado em juvenis de rabbitfish (Siganus guttatus), com
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maior nivel de mRNA no periodo diurno e menor no periodo noturno (AYSON;
TAKEMURA, 2006).

Neste experimento ndo foram observadas diferengas significativas na
expressdo génica e nos niveis plasmaticos de GH, ao longo de 24 horas, nos
juvenis de tilapia com peso médio de 85,55 g. Porém, esses peixes podem
apresentar ritmos de GH em outras fases de vida (alevino, adulto ou na fase
reprodutiva). Um estudo com juvenis de salmdo mostrou que esses animais ndo
apresentam ritmos diarios de GH no inicio da fase de crescimento, quando
criados em agua doce; entretanto, na fase seguinte de criacdo, em agua salgada,
0s animais apresentam ritmos de secrecdo de GH, sendo a maior concentracao
deste horménio no periodo noturno (EBBESSON et al., 2008).

Em rabbitfish, assim como neste experimento com tilapias, a variacdo do
momento de alimentacdo ndo teve efeito significativo sobre os niveis
plasméaticos e expressdo génica do GH (AYSON; JESUS-AYSON;
TAKEMURA, 2007).

As acbBes do GH sdo mediadas por receptores, 0s GHRs. Em peixes e
outros vertebrados, a expressdo de GHR é mais abundante no figado, embora o
MRNA seja expresso em outros tecidos como musculo, branquias, rins, cérebro,
dentre outros (BALLESTEROS et al., 2000; PIERCE et al.,, 2007; VERY;
SHERIDAN, 2007).

AvaliacBes dos ritmos de expressdo de receptores ndo tém sido
exploradas pelas pesquisas até o momento, e este trabalho pode ser o primeiro
relato do ritmo didrio de receptores do horménio do crescimento em tilapias.
Neste estudo, os receptores de gh hepaticos apresentaram ritmos quando a
alimentacdo foi fornecida aos animais em ML, e tanto o ghrl, quanto o ghr2
apresentaram a mesma acrofase (2:59 horas). A restricdo no fornecimento do
alimento em MD parece ter suprimido a expressdo ritmica dos GHRs. No

musculo, somente o ghrl apresentou ritmos de expressdo diaria. A acrofase dos
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animais alimentados em ML ocorreu as 4:10 horas e a mudanca no periodo de
fornecimento do alimento para MD provocou um deslocamento na acrofase,
registrado as 9:01 horas, ou seja, seis horas apds a alimentacdo dos animais em
ML.

Em mamiferos ha relatos de que o PACAP tem fungdes sobre os ritmos
circadianos (HARMAR et al., 2012; LEE et al.,, 2013; WEBB; COOLEN;
LEHMAN, 2013), porém, em peixes ainda ndo existem pesquisas nesta area. O
PACAP vem sendo estudado como um forte estimulador da liberacdo de GH,
pois apresenta mais efetividade e consisténcia que o GHRH, na regulacdo de
secrecdo do GH em peixes (CHANG; WONG, 2009). Em kinguios (Carassios
auratos auratos), observa-se a eficacia do PACAP no controle da secrecdo de
GH durante todo o periodo reprodutivo sazonal, e nota-se que 0 maximo de
eficacia do PACAP ocorre quando as gbnadas ja estdo completamente
desenvolvidas, ou seja, no periodo pré-desova (REINECKE, 2010).

O GH é o principal regulador da sintese do IGF, numa ampla variedade
de tecidos de peixes e outros vertebrados (PIWIEN-PILIPUK; HUO;
SCHWARTZ, 2002; WOOD; DUAN; BERN, 2005), e os IGFs sdo os principais
mediadores dos efeitos do GH na inducdo do crescimento em peixes e outros
vertebrados, podem ter agdo autocrina, paracrina ou endécrina (WOOD; DUAN;
BERN, 2005). Os IGFs afetam muitos processos, tais como a estimulacdo da
sintese de proteina e a inibicdo de protedlise; proliferacdo, diferenciacao,
migracdo e sobrevivéncia celular; e a manutencdo dos tecidos (ALLARD;
DUAN, 2011; WOOD; DUAN; BERN, 2005).

Neste experimento, foi avaliada a presenca de ritmos diarios na
expressdo do mRNA de igf-1, igf-2a, igf-1ra e igf-2r. No entanto, a analise do
COSINOR ndo revelou diferencas significativas na expressdo diéria pelos

animais. A avaliacdo da presenca de ritmos diarios de igf-1 e igf-2 foi feita
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também em rabbitfish, alimentados em dois horarios distintos (as ZT 9 e as ZT
15), e também ndo foram encontrados ritmos na expressao destes genes.

A ingestdo de alimentos € um importante modulador de IGF-1 hepético
e pode ser importante para fungbes anabodlicas. Os niveis de expressdao do
mRNA deste gene elevaram-se, cinco a seis horas apés a alimentacdo, em
rabbitfish (AYSON; JESUS-AYSON; TAKEMURA, 2007), seguindo 0 mesmo
padrdo em douradas, em que foi observada uma maior expressdao de mRNA de
igf-1 ap6s a alimentacdo, embora a expressdo desse gene tenha ocorrido dez
horas mais tarde (METON et al., 2000).

Apesar de ndo terem apresentado ritmo diario, os niveis de igf-1 no
figado foram significativamente diferentes (Tukey, p<0,05) (Figura 5A), para
animais alimentados em ML, em comparacdo aos demais, porém, ao contrario
do relatado acima, os niveis de igf-1 diminuiram trés horas apés a alimentacdo
(ZT 9), retornando ao maximo de expressdo nove horas apés o fornecimento do
alimento.

E possivel que a biossintese e a liberacdo do IGF sejam reguladas de
forma independente (REINDL; SHERIDAN, 2012).

A expressdo de IGF-2 neste experimento ndo apresentou diferenca entre
o0s pontos avaliados. Resultado semelhante foi encontrado em rabbitfish, no qual
também ndo foi observado ritmo de mRNA de igf-2 durante um ciclo de 24
horas, entre grupos de animais alimentados as ZT 9, as ZT 15 ou em jejum de 24
horas (AYSON; JESUS-AYSON; TAKEMURA, 2007).

Assim como relatado para os receptores de GH, ndo existem estudos
para avaliar os ritmos de expressdo de IGFRs. Neste trabalho ndo foram
observados ritmos diarios de expressdo para igf-lra e igf-2r, na analise de
COSINOR. Entretanto, foi observado que no musculo, o igf-lra apresenta
diferenca entre os pontos avaliados (Tukey, p<0,05), sendo a menor expressao

as ZT 3 e amaior as ZT 9. Ao se observar o comportamento ilustrado no Gréfico
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5A, nota-se que a expressao de igf-1 em animais alimentados em MD segue 0s
padrGes das médias apresentadas por este receptor, embora ndo seja possivel
afirmar, uma vez que ndo foi observada diferenca significativa entre os pontos
para igf-1 hepatico.

Estudos demostram que fatores como o estado nutricional, a
temperatura, alguns horménios e os proprios IGFs atuam na sintese e expressao
do IGFRs (REINDL; SHERIDAN, 2012).

Os ritmos diarios de expressdo dos genes do eixo somatotrépico em
juvenis de tilapia, avaliados neste estudo, parecem nao estar relacionados com o0s

horménios, mas sim com os receptores.

4.2 Resposta génica de aplicacdo do hormdnio do crescimento (GH)

No segundo experimento, foi avaliada a resposta enddcrina sobre a
aplicacdo de GH intramuscular. Na analise da concentra¢do do GH plasmatico,
ndo foi observada diferenca significativa no teste de ANAVA (p>0,05). Ao se
avaliar a resposta génica, nota-se que os genes de pacapla no hipotdlamo e igf-
1, igf2r e ghrl no figado, também ndo apresentaram diferencas estatisticas
(p>0,05). A Figura 9 apresenta a expressdo do mRNA de gh na hipofise e
pacap-1b no hipotdlamo. Em todas as figuras, cada barra representa um
tratamento e estes estdo nomeados pelas siglas Inj ZT 3 (injecdo de GH as ZT 3)
ou ZT 15 (injecdo de GH em ZT 15), e ML (alimentacdo no meio do dia em ZT
6) ou MD (alimentacdo no meio da noite em ZT 18). A barra que contém um
asterisco (*) na parte superior mostra que houve diferenca significativa entre os
animais injetados com GH e o controle (animais injetados com solugéo salina,
0,9% de NaCl).
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Figura9 Gréficos representativos das expressdes relativas dos mRNA para GH
na hipofise (grafico A) e pacap-1b no hipotalamo (grafico B)

Legenda: (Letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey, p<0,05).

Analisando a Figura 9A, nota-se que a maior expressdao de GH ocorreu
para os animais do tratamento Inj ZT 3 ML, e a menor expressdo de gh se deu
para os animais referentes ao tratamento Inj ZT 15 MD. Para pacap 1b, assim
como para gh, 0 grupo que apresentou maior expressao foi o Inj ZT 3 ML e a

menor expressao foi Inj ZT 3 MD. Em ambos 0s MRNAs nédo foram observadas
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diferencas estatisticas entre os animais do grupo injetado com GH e seu
controle. Isso sugere que as diferengas encontradas entre os tratamentos sédo
decorrentes do horario de alimentacédo e do periodo de coleta das amostras, e ndo
do efeito da injecdo do GH.

Na Figura 10, observa-se a expressdo relativa no figado dos mRNAs de
igf-2a (Figura 10A) e de ghr2 (Figura 10B).
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Figura 10 Gréficos representativos das expressdes relativas do mRNA para igf-
2a (gréfico A) e ghr2 (grafico B), no figado de tilapias
Legenda: (Letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey; o asterisco

(*) representa diferenca significativa entre o tratamento de animais injetados
com GH e seu controle (injetado com veiculo) pelo teste F (p<0,05).

Na Figura 10A, quando a comparacéo é feita entre os tratamentos, nota-
se que a menor expressdo de mRNA de igf-2a se encontra para 0s animais
injetados em ZT 3, tanto para animais alimentados em ML quanto em MD
(Tukey, p<0,05). A maior expressdo de igf-2a foi registrada para os peixes do

grupo Inj ZT 15 ML (Tukey, p<0,05), que também apresentou diferencas entre



66

o0s animais injetados com GH e seu controle (teste F, p<0,05). Isso mostra que
para expressao de igf-2a, tanto o horério de alimentagdo, quanto o de injecdo de
GH influenciaram na expresséo do mMRNA correspondente. A Figura 10B mostra
a expressao relativa de mRNA de ghr2, que ndo apresentou diferencas entre os
grupos, porém, quando os animais foram injetados com GH em ZT 15 a
expressdo de ghr2 foi estatisticamente maior, quando comparada a seus grupos
controle (teste F, p<0,05). A expressao de ghr2 é independente do momento de
alimentacdo, entretanto, sua expressao é influenciada pelo horario de injecdo de
GH nos animais.

A Figura 11 representa a expressdo dos mRNAs de igflra e igf2r no

musculo de tilapias.
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Figura 11 Graficos representativos das expressdes dos mRNAs para igflra (A) e
igf2r (B), no masculo de tilapias

Legenda: (Letras distintas séo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey; o asterisco
(*) representa diferenca significativa entre o tratamento de animais injetados
com GH e seu controle (injetado com veiculo) pelo teste F (p<0,05).

Na Figura 11A, nota-se que a expressao do mRNA igfira no misculo
foi inibida em todos os tratamentos avaliados, porém, essa foi maior para 0s
animais dos grupos Inj ZT 3 ML e Inj ZT 15 MD, guando comparados aos dos
grupos Inj ZT 15ML e Inj ZT 3 MD. Somente os animais do tratamento Inj ZT 3

ML apresentaram expressdes estatisticamente diferentes do seu controle.
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A Figura 12 mostra a expressdo do mRNA de ghrl e ghr2 no masculo

das tilapias.
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Figura 12 Gréfico representativo das expressdes relativas dos mRNA para ghrl

(A) e ghr2 (B) em musculo de tilapia

Legenda: (As letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey e o
asterisco (*) representa diferenca significativa entre o tratamento de animais
injetados com GH e seu controle (injetado com veiculo) pelo teste F (p<0,05).

Na andlise da Figura 12, é possivel observar o comportamento distinto

dos dois tipos de receptores de GH. Na Figura 12A, o ghrl foi inibido em todos
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0s tratamentos. Entretanto, esta inibi¢cdo foi maior para os animais do grupo Inj
ZT 15 ML, mostrando-se também diferente do seu controle. J& para o ghr2
(Figura 12B), a maior expressdo do mRNA foi apresentada pelos animais do
grupo Inj ZT 15 ML, sendo que quando se compara o efeito da injecdo de GH
sobre a expressdo deste gene, nota-se que os peixes dos grupos Inj ZT 15,
alimentados ML e MD, apresentaram aumento significativo na expressdo deste
receptor, quando comparados as médias dos seus respectivos controles (teste F,
p<0,05).

Até o momento, 0 que esta descrito sobre a cascata de sinalizagcdo do GH
indica que ela se inicia no hipotalamo, com a liberacdo de PACAP (em peixes)
e/ou GHRH (em mamiferos); estes, por sua vez, se ligam aos seus receptores,
induzindo a liberacdo de GH pela hipéfise na corrente sanguinea. O GH se liga a
receptores que estdo presentes em varios tecidos, incluindo figado e musculo,
induzindo, assim, varios processos metabdlicos, entre eles a producao de IGF.

O IGF é produzido em diferentes tecidos, sendo o hepatico o principal
deles. Ao atingir a corrente sanguinea, esse horménio se liga ao receptor
especifico no tecido alvo provocando, assim, seus efeitos na célula (CANOSA;
CHANG; PETER, 2007).

Esta cascata de atuacdo do GH pode ser dividida em duas formas
distintas. A primeira demonstra os efeitos causados no organismo pela sua acéo,
e a segunda, o controle da producéo e liberacdo do préprio GH.

Em teoria, no momento em que o GH exdgeno foi injetado nos animais,
este atingiu a corrente sanguinea e provocou um feedback negativo no
hipotalamo e hipdéfise, diminuindo, assim, sua expressdo e, consequentemente, a
producdo de GH e PACAP enddgenos. Porém, essa inibigdo ndo foi comprovada
neste experimento, como mostrado nas Figuras 9A e 9B.

Em mamiferos, o principal inibidor da secrecdo de GH é a

somatostatina, cuja secre¢do é estimulada pelo aumento dos niveis de GH
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sanguineos (LENGYEL, 2006). Em peixes, os resultados encontrados séo
contraditérios. Pesquisas mostram que a somatostatina pode atuar como inibidor
em carpa capim (Ctenopharyngodon idellus) (XIAO; LIN, 2003), e hd um grupo
de pesquisadores que ndo acreditam que a somatostatina tenha um papel
fisiolégico no controle da secrecdo de GH (KLEIN; SHERIDAN, 2008;
NELSON; SHERIDAN, 2005). No periodo de execucdo deste trabalho, ndo se
encontrava disponivel na base de dados do Ensembl o gene da somatostatina e
por este motivo ndo foi possivel avalia-la.

O PACAP estimulou a liberagdo de GH em carpa (WONG et al., 2005) e
kinguio (MITCHELL et al., 2008), e é tratado como o principal regulador
fisiologico da liberacdo de GH em peixes. Esse polipeptidio apresenta duas
isoformas e até 0 momento ndo existe estudo que comprove uma diferenca na
funcionalidade entre elas (CHANG; WONG, 2009). Neste experimento, foram
avaliadas as duas isoformas do PACAP, tipo la e 1b, entretanto, somente a
pacap 1b apresentou diferenca significativa (Figura 9B), sendo que os niveis de
expressdo foram bem proximos do encontrado para o gene do gh (Figura 9A),
nos animais alimentados em ML. A minima expressdo de ambos ocorreu nos
animais alimentados durante a noite, sendo a menor de GH no tratamento INJ
ZT 15 MD e a de pacap-1b, no tratamento INJ ZT 3 MD. Podemos suspeitar que
0 pacap 1b pode ser mais efetivo na liberacdo de GH do que o pacap la, porém,
estudos mais aprofundados deverdo ser feitos para comprovar esse efeito.

O ritmo circadiano de liberacdo do GH ja foi muito estudado em salméo
(BJORNSSON et al., 2002) e em varias espécies de ciprinideos (ZHANG; LIN;
PETER, 1994) e foi observada a presenga de um ou mais picos sanguineos ao
longo de 24 horas, sendo que para estas espécies, 0 periodo de maior
concentragdo de GH foi registrado no inicio da noite. Estes resultados sdo
similares ao encontrado neste experimento. A injecdo com GH nédo afetou a

expressao dos genes, mas o horario de alimentacdo sim. A coleta dos tecidos foi
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feita dez horas apds a administracdo de GH, ou seja, no tratamento INJ ZT 3
ML, que apresentou maior expressdo de gh e pacap 1b, a coleta ocorreu as ZT
13, que representa o inicio do periodo noturno, uma hora ap6s as luzes serem
desligadas. Experimentos com kinguio (JOHNSON et al., 2002) e goraz
(Pagellus bogaraveo) (CHAN et al., 2004) mostram a complexidade dos
mecanismos envolvidos na regulacdo do GH.

Ao ser liberado na corrente sanguinea, o0 GH interage, no tecido alvo,
com seu receptor, provocando uma cascata de sinalizacdo pds-receptor que pode
promover o crescimento somatico (KOPCHICK; ANDRY, 2000), funcdes
reprodutivas (NEE PATHAK et al., 2015), imunoldgicas (YADA, 2007) e
osmorregulatérias (SAKAMOTO; MCCORMICK, 2006) em peixes.

Em peixes teledsteos, foi relatada a existéncia de dois tipos de receptores
de gh, o ghrl e o ghr2. O ghrl é mais parecido com o receptor de animais
tetrapodes e o ghr2 ¢é exclusivo de teledsteos (FUENTES et al., 2013). Em
tilapia, a expressdo de ghrl é mais elevada no tecido adiposo, figado e musculo,
enquanto a expressdo de ghr2 é mais elevada no musculo, coracao, testiculo e
figado, indicando possiveis fungbes destes receptores no metabolismo (PIERCE
et al., 2007).

Em goraz, a expressao de ghr2 é significativamente mais elevada do que
a expressdo de ghrl, em diversos tecidos, como no desenvolvimento das
gbnadas, rins, musculo, hipéfise e baco (JIAO et al., 2006). E evidente que ghrl
e ghr2 tém padrdes de expressdo distintos nos tecidos dos peixes, mas ainda nao
esta claro se os dois receptores tém funcdes celulares distintas ou sobrepostas.

Com base nas informagdes disponiveis, ainda ndo é possivel determinar
se diferentes isoformas de GHR de peixes podem ser responsaveis por
desencadear um subconjunto especifico de respostas bioldgicas.

Ao se analisar a expressdo do mRNA dos GHRs no figado (Figura 10B)

e musculo (Figuras 12A e 12B), nota-se que houve respostas distintas dos
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receptores. O ghrl no figado ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos, porém, no musculo (Figura 12B), o grupo de animais INJ ZT 15
ML mostrou uma inibicdo na expressao do gene, influenciada tanto pelo periodo
de fornecimento do alimento, quanto pelo horério de injecdo do GH. Entre os
demais tratamentos ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05). O
GHR2 apresentou comportamento similar no figado (Figura 10B) e musculo
(Figura 12B). A hora de administragdo do GH foi fundamental para estimular a
expressao desse receptor, sendo que os animais injetados no periodo noturno
apresentaram uma expressdo significativamente maior de ghr2, quando
comparados aos injetados no periodo diurno (teste F, p<0,05).

Sabe-se que o GH afeta a expressdo do GHR em varias espécies de
peixe, entretanto, os resultados que comprovam tal fato sdo contraditérios.
Trabalhos com expressdo de GH transgénico para diferentes espécies de peixes
mostraram aumento do crescimento dos animais, para salmdo (DEVLIN et al.,
1994) e Misgurnus mizolepis (NAM et al., 2001), e diminuicdo no crescimento,
para carpa (ZHANG et al., 1990) e tilapia (Oreochromis mossambicus)
(HERNANDEZ et al., 1997). Em hepatdcitos isolados de truta arco-iris, o
tratamento com GH resultou em aumento de 2,5 a 3 vezes na taxa de transcri¢do
de ghrl e ghr2 (VERY; SHERIDAN, 2007). No entanto, o tratamento com GH,
in vivo, para goraz preto (Spondyliosoma cantharus) e goraz (Pagellus
bogaraveo), ndo alterou os niveis hepaticos do mMRNA de ghrl e ghr2 (JIAO et
al., 2006). As alteracBGes provocadas pela administracdo de GH também foram
observadas em outros vertebrados. Trabalhos com diferentes terapias em ratos
mostraram que uma administra¢do crénica provoca aumento nos niveis de ghr,
enquanto o tratamento agudo induz uma diminuicdo do ghr no figado
(BAXTER; ZALTSMAN, 1984; MAITER et al.,, 1988). Estes resultados
sugerem que a regulacdo dos diferentes subtipos de GHR ocorre, em varios

tecidos, em resposta ao proprio GH.
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A maioria dos trabalhos com avaliacdo de GH em peixes é com animais
transgénicos ou com administragdo do GH exo6geno por longos periodos.
Trabalhos com peixes avaliando a resposta aguda sdo escassos. As diferentes
respostas do organismo ao tratamento com GH podem ser devido aos diferentes
modos de fornecimento (cronico ou agudo), a diferencas entre os tipos de
tecidos ou a espécie avaliada. Neste trabalho o receptor de ghr2 aumentou sua
expressao de mRNA com administracdo de GH, no inicio do periodo noturno.
Esse receptor apresenta uma resposta mais rapida ao tratamento agudo com GH.
O ghrl pode estar envolvido na resposta ao tratamento crénico, porém, ha a
necessidade de mais estudos nesta area.

O GH é o principal regulador da sintese de IGF, numa grande variedade
de tecidos de animais vertebrados (PIWIEN-PILIPUK; HUO; SCHWARTZ,
2002; WOOD; DUAN; BERN, 2005). Tratamentos com GH in vivo estimulam a
sintese de MRNA de IGF-1 e IGF-2, em alguns tecidos de peixes. Estudos in
vivo mostram que inje¢cbes de GH aumentam a transcricdo do mRNA de igf-1
e/ou igf-2, no tecido hepatico de goraz vermelho (Pagrus auriga) (PONCE et al.,
2008) carpa comum (TSE et al., 2002; VONG; CHAN; CHENG, 2003), truta
arco-iris (SHAMBLOTT et al., 1995) e bagre do canal (PETERSON; SMALL,
2005). Estudos in vitro também mostraram que o tratamento com GH em
hepatocitos isolados resultou em elevados niveis de IGF em trutas arco-iris
(HANSON et al., 2010; REINDL et al., 2011; SHAMBLOTT et al., 1995),
tilapias (KAJIMURA et al., 2001), salmdo (PIERCE et al., 2005, 2009), goraz
prata (Sparus sarba) (LEUNG et al., 2008) e carpa comum (TSE et al., 2002).

Existem dois tipos de IGFRs em vertebrados, o IGFR1 e o IGFR2
(CARUSO; SHERIDAN, 2011). A expresséo do mRNA de igfrl foi
demonstrada em diversos tecidos de salmonideos, incluindo musculo, bago,
tecido adiposo, intestino, figado, coracdo, testiculos, ovarios, rins, hipéfise e
cérebro (BIGA et al.,, 2004; DUAN; DUGUAY; PLISETSKAYA, 1993;
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DUGUAY et al., 1992; SHAMBLOTT; CHEN, 1993). J& a expressdo do mRNA
de igfr2 foi encontrada em tecidos como do coragdo, timo, rins e durante o
desenvolvimento embrionario dos mamiferos (FUNK et al., 1992; SENIOR et
al., 1990), em oocitos, embrido e mdsculo de juvenis de truta marrom
(MENDEZ et al., 2001) e em embrido do peixe-zebra (Danio rerio) no estagio
inicial e na regido do cérebro de embrides em estagio final de desenvolvimento
(NOLAN et al., 2006). O principal regulador da expressdo de mRNA dos
receptores sdo as moléculas de igf-1 e igf-2, sendo que a presenca do igf-1 induz
uma maior expressdo de igf-1r e o igf-2 induz a expressdo de igf-2r
(ROMANELLI et al., 2007). A producdo de IGFs, juntamente com a expressdo
de seu receptor num mesmo tecido, indica que essa molécula pode ter efeitos
paracrinos/autécrinos.

Pesquisas relataram que o figado é o principal produtor de IGFs. Neste
trabalho ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos para a
expressdo do mRNA de igf-1 neste tecido, que também ndo apresentou a
transcricdo do receptor de igf-1ra. Estes resultados nos indicam que o igf-1 ndo
apresenta nenhuma resposta ao tratamento agudo com GH e também nédo induz
nenhum efeito neste tecido, pela falta de receptores. Ja o igf-2 foi estimulado
pela administracdo de GH, nos animais do grupo INJ ZT 15 ML (Figura 10A),
porém, nenhum efeito foi encontrado sobre seus receptores.

No mdsculo, a injecdo de GH proporcionou diferentes efeitos na
expressdo do igf-1ra e igf-2r. Os animais do grupo INJ ZT 3 ML (Figura 11A)
mostraram inibicdo da transcricdo de IGF-1Ra. Ja para os peixes referentes ao
grupo INJ ZT 15 ML (Figura 11B) o GH exdgeno induziu uma maior expressao
de igf-2r. Como descrito acima, o principal estimulador da expressdo do IGFR é
o0 proprio IGF, portanto, o efeito da administracdo de GH na expresséo de igf-2r,
para os animais do grupo INJ ZT 15 ML, no muasculo, pode ter sido de maneira

indireta, pois 0 mesmo tratamento induziu uma maior transcricdo de igf-2 no
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figado. Assim, o aumento de transcricdo muscular de IGF-2R pode ter sido
estimulado pelo aumento na concentracdo de igf-2 produzido no figado, e ndo
pelo efeito direto da injecdo de GH.

Fatores ambientais como o estado nutricional de um organismo, tém um
forte efeito sobre a expressdo dos GHRs, IGFs e IGFRs, em alguns tecidos de
algumas espécies de peixes. Porém, ndo ha pesquisas avaliando os efeitos da
hora de alimentacéo sobre a transcricdo desses genes.

Robinson (1991) relata que no tratamento de algumas anomalias
causadas pela falta de GH em humanos, a administracdo de GH exdgeno no
periodo noturno provoca resultados mais expressivos. Uma resposta semelhante
foi encontrada neste experimento, uma vez que 0s animais injetados as ZT 15
responderam melhor ao tratamento com GH exdgeno quando comparados aos
demais.

A regulacdo do eixo somatotrpico é extremamente complexa e a alta
variabilidade dos dados, encontrada entre os animais neste trabalho, dificulta
uma conclusdo mais precisa dos resultados.

Os dois experimentos apresentados mostram que os juvenis de tilapia
apresentam ritmos de expressdo de alguns dos genes do eixo somatotropico e
que a hora de administracdo do hormdnio de crescimento afeta a resposta
fisiol6gica do animal.

Ao se realizar estudos sobre o eixo somatotrépico em peixes, deve-se
observar antes a presenca de ritmos bioldgicos, uma vez que estes podem
influenciar o resultado das pesquisas, em funcdo da hora em que o material
bioldgico for recolhido para andlise. Outro fator relevante é a hora de
administracdo de horménios como o GH, ja que este pode apresentar respostas
fisiologicas distintas, dependendo do horéario de alimentacdo dos animais e da

administracdo exogena.
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5 CONCLUSOES

Para o Experimento 1, é possivel concluir que:

a)

b)

os horménios do eixo somatotropico e os receptores de IGF nao
apresentam ritmos diarios de expressao génica em juvenis de tilapia;
os receptores de gh apresentam ritmos hepaticos em animais
alimentados em ML, sendo que estes ritmos foram suprimidos com
alimentacdo em MD;

o ghrl foi o Unico receptor que apresentou ritmos no musculo,
porém, houve deslocamento de seis horas na acrofase, em funcéo do

horario de alimentacdo dos animais.

Para o Experimento 2, é possivel concluir que:

a)

b)

d)

os tecidos alvos do horménio do crescimento (figado e mdsculo) tém
mais sensibilidade a administracdo no periodo noturno (ZT 15),
guando comparado ao diurno (ZT 3);

a expressdo génica de igf-2a no figado e igf-2r no mdsculo, em
animais alimentados em ML, é estimulada de forma simultanea pela
administracdo de GH as ZT 15;

0s receptores de ghr2 sdo estimulados, no figado, pela administracao
de GH noturna, sendo que sua resposta independe do periodo de
alimentacdo;

no muasculo, a administracdo de GH as ZT 15 induz a expressdo
génica do ghr2, com resposta mais intensa para animais comendo em

ML, em comparacédo aqueles alimentados em MD.
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