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RESUMO

A rentabilidade econ6mica gerada pela aquicultura ornamental a torna um dos
importantes componentes da industria aquicola. O aumento da demanda de peixes
ornamentais gera a necessidade da utilizacdo de técnicas que permitam a producdo de
novas variedades. Neste cenario, genes codificantes para proteinas fluorescentes tém sido
inseridos com éxito no genoma de diversas espécies de peixes, gerando novas variedades
ornamentais. Porém, a disponibilidade de proteinas fluorescentes no mercado é limitada.
Desse modo, este trabalho teve como objetivo desenvolver novas variantes de proteinas
fluorescentes para aplicagédo na aquicultura ornamental. Para isso, 0 gene DsRed2 que
codifica para a proteina vermelha fluorescente do coral Discosoma sp. foi utilizado como
base para a producéo de novas variantes através de mutagénese randémica induzida por
error-prone PCR (epPCR). Um total de 12 genes variantes foram isolados, sequenciados
e analisados. A variante denominada Mutante #10 apresentou alteragdes interessantes nas
suas propriedades espectrais, possuindo xxxx emissdo de fluorescéncia quando excitada
nos comprimentos de onda de XXX e XXXXxX nm, respectivamente. Esta nova variante foi
expressa em Escherichia coli e também no tecido muscular do zebrafish (Danio rerio),
apresentando a xxxxxx emissdo de fluorescéncia em ambos modelos. Uma proteina com
xXxxx emissdo de fluorescéncia pode ter aplicacdes em diversas areas, desde as ciéncias

basicas até a aquicultura ornamental.

PALAVRAS-CHAVE: Aquicultura ornamental, error-prone PCR, mutagénese

randdmica, proteinas fluorescentes, transgénese, zebrafish.
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ABSTRACT

The economic profitability generated by ornamental aquaculture makes it one of the
important components of the aquaculture industry. The increased demand for ornamental
fish generates the need to use techniques that permit the production of new varieties. In
this scenario, genes encoding fluorescent proteins have been successfully inserted into
the genome of several species of fish, generating new ornamental varieties. However, the
availability of fluorescent proteins in the market is limited. Thus, this study aimed to
develop new variants of fluorescents proteins for use in ornamental aquaculture. For this,
the DsRed2 gene encoding the red fluorescent protein from coral Discosoma sp. was used
as the basis for production of new variants by random mutagenesis induced by error-
prone PCR (epPCR). A total of 12 gene variants were isolated, sequenced and analyzed.
The variant named Mutante #10 showed interesting changes in its spectral properties,
having xxxx fluorescence emission, when excited at wavelengths of xxx and xxx nm,
respectively. This new variant was expressed in Escherichia coli and in the muscle tissue
of zebrafish (Danio rerio), with xxxx fluorescence emission in both models. A protein
with xxxx fluorescence emission may have applications in various fields, ranging from

basic sciences to the ornamental aquaculture.

KEYWORDS: Error-prone PCR, fluorescent proteins, ornamental aquaculture,

random mutagenesis, transgenesis, zebrafish.
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1. INTRODUCAO

A producdo de organismos aquaticos para fins ornamentais surgiu com os antigos
egipcios que criavam peixes em aquarios por razdes misticas. Posteriormente, esta pratica
foi desenvolvida na China entre os anos de 970 a 1279, sendo baseada na criacéo de peixes
ornamentais tais como as carpas Carassius auratus e Cyprinus carpio koi. Devido ao
sucesso na criagdo desses organismos, a China tornou-se o primeiro pais a exportar peixes
para 0 Japdo. Em seguida, a aquicultura ornamental chegou a Europa no século XVII, a
América do Norte no século XVIII e ao Brasil no final do seculo XIX (Magalhaes et al.
2009, Reynoso et al. 2012).

A aquicultura ornamental é um setor que vem ganhando grande popularidade no
mundo, com um crescimento anual médio de 14% desde 1985 (Bartley 2005, Zuanon et
al. 2011). E considerada uma atividade de grande importancia econdémica, pois
movimenta cerca de 1 bilhdo de ddlares por ano. O Brasil se destaca como grande
exportador na América do Sul sendo que, em 2008, exportou o recorde de 41 milhGes de
peixes ornamentais (Ploeg 2013, SECEX 2016). Em 2014, o Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA) realizou mudancas na legislacdo brasileira (Instrugdo normativa n°
16, de 11 de agosto de 2014), com a finalidade de manter o Brasil entre os paises lideres
em producdo e exportacdo de peixes ornamentais, assegurando que, 0 pais movimenta
cerca de 350 a 400 milhdes de exemplares por ano (MPA 2014). Porém, essa atividade
pode se desenvolver ainda mais, com a implementacéo de novas tecnologias na producéo
de peixes ornamentais, 0 que acrescentaria um lucro econdmico maior no mercado
brasileiro (ABLA 2016).

O aumento da demanda de peixes ornamentais gera a necessidade da utilizacéo de
técnicas que permitam a producdo de novos atrativos (Melamed et al. 2002). Uma das
técnicas ja implementadas na aquicultura ornamental é a transgenia, a qual consiste na
modificacdo genética de um determinado organismo através da insercdo de genes
exogenos e, delecdo ou alteragcdo de expressdo de genes enddgenos, com o intuito de
melhorar ou alterar as caracteristicas de interesse (Yount 2008). Dentro da aquicultura
esta técnica permitiu a producdo de peixes transgénicos fluorescentes (Figura 1), que

foram recentemente introduzidos no mercado da aquicultura ornamental.
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Figura 1- Principais etapas para a obtencdo de peixes transgénicos fluorescentes. Modificado de Lanes et
al. (2014).

Os primeiros peixes transgénicos para fins ornamentais foram produzidos em 2003
por Gong e colaboradores, os quais manipularam geneticamente o zebrafish (Danio rerio,
Hamilton 1822) através da insercdo da proteina vermelha fluorescente (DsRed) sob o
controle de um promotor especifico de musculo. Estes peixes foram considerados
adequados para a ornamentacdo, devido a possivel visualizacdo de fluorescéncia, sem a
utilizacdo de radiagdo UV (Zhu & Zon 2004). Deste modo, zebrafish ornamentais
expressando proteinas fluorescentes (PF) sdo hoje conhecidos como Glofish (Figura 2), e
sdo comercializados em diversos paises como os Estados Unidos, Malasia, Taiwan, Hong
Kong (Niemann & Kues 2007).
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Figura 2- Peixes Glofish (Danio rerio) disponiveis comercialmente. (Fonte: Glofish Website,
https://www.glofish.com/).

De acordo com Gong et al. (2003), peixes ornamentais transgénicos sdo uma
alternativa que tem grande aceitacdo no mercado de organismos ornamentais, ajudando a
suprir as demandas da aquariofilia. Além do zebrafish, varios peixes fluorescentes tém
sido produzidos com o auxilio da transgenia, tais como: o medaka (Oryzias latipes) (Chou
et al. 2001), o tetra preto (Gymnocorymbus ternetzi) (Pan et al. 2008), o Pterophyllum
scalare e Amatitlania nigrofasciata (Jy Lin Trading Co., Ltda. Website,

http://www.ornamentalfish.com) (Figura 3).

Luz branca Luz ultravioleta

Figura 3- Peixes modificados geneticamente através da insercdo de proteinas fluorescentes. A) medaka
(Oryzias latipes) (Chou et al. 2001), B) tetra preto (Gymnocorymbus ternetzi) (Pan et al. 2008), C)
Amatitlania nigrofasciata e D) Pterophyllum scalare (Fonte: Jy Lin Trading Co., Ltda Website,
http://www.ornamentalfish.com. Expostos a luz branca e luz ultravioleta.
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1.1 Zebrafish como modelo de estudo

O zebrafish (Cypriniformes, Cyprinidae) tem sido empregado como um modelo para
estudos em diversas areas, incluindo a aquicultura (Dahm & Geisler 2006, Ribas &
Piferrer 2013, Ulloa et al. 2014). Devido aos baixos custos de manutencdo, pequeno
espaco necessario para o cultivo, rapido ciclo de geragdes, embrides resistentes para
manipulacdes experimentais (p. ex. microinjecdo e experimentos celulares de
transplante), desenvolvimento rapido e bem caracterizado (Figura 4), (a embriogénese
leva apenas cerca de 24 h e a organogénese € em grande parte concluida ap6s o dia 5 do
desenvolvimento), grande nimero de descendentes e ovos com corion relativamente fino
e translicido (Udvadia & Linney 2003, Lawrence 2007).

e e == «%

Gametas Embrido ., Larva >l , Metamorfose > Juvenil _ | Adulto
’ I ’ 1 1 1
Fertilizagio E"-_‘l°55° ~15 dpf ~28 dpf ~43 dpf ~50 dpf
0 hpf ~30 kpf Maturidade
zaxual

Figura 4- Eventos representativos do desenvolvimento do zebrafish. Diferentes estagios do
desenvolvimento sdo mostrados, desde a fertilizagéo até a fase adulta. Hpf: horas apds a fecundacdo; dpf:
dias ap0s a fertilizacdo. Modificado de Ribas & Piferrer (2013) e Dahm & Geisler (2006).

O zebrafish é muito utilizado como peixe ornamental devido a tolerancia a variacoes
nos parametros da qualidade da &gua e a facilidade com que pode ser reproduzido e
mantido em cativeiro. Além disso, as condi¢des adequadas de cultivo (Tabela 1) para um
6timo crescimento e desenvolvimento do zebrafish tém sido estabelecidas (Dammski et
al. 2011).

Tabela 1- Parametros de qualidade da 4gua adequados para o cultivo de zebrafish (Danio rerio).
Modificado de (Dammski et al. 2011).

Parametro Niveis adequados Frequéncia do teste
pH 6,8-8,5 Diariamente
Temperatura 24 - 28°C Diariamente
Amonia total Até 0,25 mg/L Semanalmente
Nitrito Até 0,25 mg/L Semanalmente
Nitrato Até 200 mg/L Semanalmente
Alcalinidade 50 - 100 mg/L Mensalmente
Oxigénio dissolvido  Acima de 4 mg/L Mensalmente
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Desta forma, o conhecimento sobre a sequéncia total do genoma, o desenvolvimento
embrionario e a facilidade de manipulagdo genética do zebrafish, o torna um dos mais
importantes modelos de organismos vertebrados usados para pesquisa bioldgica.

No Brasil, no Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Rio Grande (FURG) foram desenvolvidas duas
linhagens de peixe Danio rerio transgénico (Figueiredo et al. 2007, Figueiredo et al.
2012) e uma linhagem de duplo transgénico (Silva et al. 2015). Embora estas linhagens
ndo tenham sido criadas para fins ornamentais, sua producdo evidencia a eficacia da
tecnologia da transgénese e o dominio das metodologias de manipula¢do genética por
laboratdrios do pais.

Figueiredo et al. (2007), produziram um modelo de zebrafish transgénico,
caracterizado pela super-expressdo do hormonio do crescimento (GH). Este modelo foi
desenvolvido usando dois transgenes: um contendo o promotor da f-actina dirigindo a
expressdo da proteina verde fluorescente (GFP) da medusa Aequorea victoria e 0 segundo
contendo o promotor da f-actina dirigindo a expressdo do gene do horménio de
crescimento do peixe-rei marinho Odonthestes argentinensis. Posteriormente, Figueiredo
et al. (2012), desenvolveram um modelo de zebrafish transgénico caracterizado pela
super-expressao do receptor do horménio do crescimento (GHR) junto com a proteina
vermelha fluorescente desestabilizada (DsRed-DR). Silva et al. (2015), desenvolveram a
primeira linhagem de zebrafish duplo transgénico, caracterizado pela super-expressao
concomitante do hormonio do crescimento e do receptor do horménio do crescimento.

A aplicacdo de técnicas de manipulacdo genética para a producdo de peixes
ornamentais geneticamente modificados pode contribuir no aumento de possibilidades na
aquariofilia, uma vez que o sucesso na comercializacdo de peixes ornamentais depende
de caracteristicas atrativas como a cor (Rao et al. 2013). N&o € por acaso que 0 peixe
ornamental mais exportado pelo Brasil € o tetra neon cardinal (Paracheirodon axelrodi),
0 qual apresenta fluorescéncia natural (Ribeiro et al. 2010) e reforga a vantagem
econdmica dos peixes ornamentais fluorescentes.

Para a producdo de peixes ornamentais fluorescentes, existem algumas limitacGes.
Por exemplo, a disponibilidade de novas variantes de proteinas fluorescentes ainda é
limitada, considerando que a acessibilidade é normalmente restrita aos laboratdrios nos

quais sdo produzidas (Shaner et al. 2007), ou protegidas por patente. Assim, 0
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desenvolvimento de novas proteinas fluorescentes pode ser uma alternativa para
contornar esse obstaculo e, consequentemente, viabilizar a producdo de novas linhagens

de peixes transgénicos ornamentais.

1.2 Proteinas fluorescentes (PF)

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos, nos quais cada residuo de aminoéacido se
liga ao outro atraves de um tipo especifico de ligacdo covalente. As proteinas representam
as macromoléculas mais abundantes nas células vivas (Lehninger & Cox 2006). Dentre o
grupo das proteinas, as proteinas fluorescentes sdo aquelas que compartilham a mesma
estrutura terciaria barril beta (B) formada por 11 cadeias, com um segmento central alfa
(o) helicoidal, que contém o cromoforo (estrutura da molécula responsavel pela cor). O
cromdforo é formado através de modificacdo auto catalitica do esqueleto peptidico em
um motivo XYG invariante, que conduz a um sistema conjugado pi () prolongado, com
niveis de energia do estado excitado, o qual encontram-se dentro do espectro de luz
visivel. O cromoforo das proteinas fluorescentes compartilha o0 mesmo nucleo
imidazolinénico (4-(p-hidroxibencilideno) imidazolidin-5-ona), diferindo apenas em seus
substituintes (Shaner 2014). Em grande parte, a extensdo da conjugacdo no cromoforo
maduro (o Unico pré-requisito para a maturagdo do cromoforo é o correto dobramento da
proteina) determina os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo. Portanto, um
maior grau de conjugacao leva a maiores comprimentos de onda (Stepanenko et al. 2013).
Assim, as maiores variaces no comprimento de onda das proteinas fluorescentes provém
de variagdes na estrutura do cromoforo. Dessa forma, substituicbes de aminoacidos ao
redor do cromdforo frequentemente influenciam nas propriedades Gpticas da proteina
mutante resultante (Shaner 2014).

As proteinas fluorescentes podem ser aplicadas em uma grande variedade de estudos
(p. ex. marcar células inteiras, visualizar proteinas individuais e as interacbes com outras
proteinas, e realizar imagens em tempo real das biomoléculas em células vivas) e suas
aplicacdes continuam se expandindo (Chudakov et al. 2010, Jones et al. 2012, Bansal et
al. 2013, Shen et al. 2015). A principal vantagem do uso das PF em comparacdo com 0s
corantes sintéticos é que as proteinas fluorescentes podem ser geneticamente introduzidas
em células, tecidos ou organismos inteiros (Stepanenko et al. 2013).

O marco da utilizacdo de proteinas fluorescentes teve inicio em 1992, quando Prasher

e colaboradores, elucidaram a estrutura primaria da proteina verde fluorescente (GFP, do
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inglés green fluorescent protein, primeira proteina fluorescente descoberta), isolada da
medusa Aequorea victoria, ganhando ainda mais atencdo quando foi demonstrada pela
primeira vez sua utilidade como um marcador fluorescente in vivo (Chalfie et al. 1994).
Desde entdo, a GFP tornou-se a ferramenta que possibilita a direta visualizacdo de
estruturas e processos em celulas e organismos vivos (Chudakov et al. 2010).

Depois do sucesso na utilizagdo da GFP como marcador in vivo, comegou-se a
investir na engenharia das proteinas fluorescentes a fim de aumentar e melhorar a escala
de cores de proteinas fluorescentes. Além disso, a natureza mostrou-se uma fonte de
proteinas fluorescentes novas. Em 1999, Matz e colaboradores isolaram de recifes de
coral e anémonas marinhas, proteinas fluorescentes homolégas a GFP, como ciano
(AmCyan) do coral Anemonia majano, amarela (ZsYellow) e verde (ZsGreen) do coral
Zoanthus sp., e vermelha (DsRed) do coral Discosoma sp. Este fato, levou a procura de
novas fontes de proteinas fluorescentes naturais, e novas proteinas fluorescentes foram
isoladas de outras espécies de corais e anémonas, tais como: Anemonia sulcata
(Windenmann et al. 2000), Hecteractis crispa (Gurskaya et al. 2001), Galaxidae sp.
(Karawasa et al. 2003), Acropora sp., Fungia concinna (Karawasa et al. 2004), Actinia
equina (Shkrop et al. 2005), Clavularia sp. (Ai et al. 2006), Montipora sp. (Kogure et al.
2006), Entacmaea quadricolor (Subach et al. 2008). Porém, apesar da diversidade natural
dessas proteinas, muitas tentativas tém sido realizadas para produzir versées novas e
melhoradas que sdo mais brilhantes, abrangem uma ampla faixa espectral, e também
exibem fotoestabilidade, reduzida oligomerizacdo, insensibilidade a pH e taxas de
maturacdo mais rapidas (Shaner et al. 2007).

A grande importancia das proteinas fluorescentes na pesquisa biolégica foi
reconhecida com o Prémio Nobel de Quimica a Osamu Shimomura, Martin Chalfie e
Roger Tsien Y em 2008 (Shimomura 2009, Jones et al. 2012). Outro fator que evidencia
interesse cientifico e comercial sobre as PF é o crescente aumento no numero de
publicagbes na area. Somente em 2013, mais de onze mil artigos foram publicados

contendo o termo “Proteinas fluorescentes” (Figura 5A)
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Figura 5- Grafico representativo do nimero de publicagfes incluindo o termo proteinas fluorescentes e
proteinas vermelhas fluorescentes desde 1958 até 2013 (Dados graficados de Corlan 2016).

Dentro da ampla variedade de proteinas fluorescentes, as proteinas vermelhas (RFP,
do inglés red fluorescent protein) tém uma série de vantagens como a possibilidade de
ser excitada em comprimentos de onda especificos, o que permite sua aplicacdo em
pesquisa com imagem multicolorida. Além disso, essas PF apresentam fototoxicidade
baixa e a probabilidade de estar associada a autofluorescéncia em células vivas é reduzida
(Miyawaki 2012, Shen et al. 2015).

Apos a identificacdo das RFP e seu desenvolvimento como proteinas marcadoras, a
escala de cores das proteinas fluorescentes abrangeu a regido visivel do espectro
eletromagnético (para revisdo das proteinas fluorescentes e suas caracteristicas ver Anexo
9.1). As RFP também ganharam popularidade ao longo do tempo e, portanto, 0 niUmero
de publicagbes usando as proteinas fluorescentes vermelhas teve um aumento
consideravel a partir de 2002 (Figura 5B).

A primeira proteina vermelha fluorescente derivada do coral Discosoma striata foi
reportada por Matz e colaboradores (1999) e tém sido extensivamente estudada e
modificada a nivel molecular (Patterson et al. 2001). Essa RFP foi originalmente chamada
como drFP583 e atualmente é conhecida como DsRed. A DsRed é composta por 225
aminoacidos com uma massa molecular de aproximadamente 28-kDa, possui uma
fluorescéncia laranja-vermelho, com um comprimento de onda de excitacdo maxima de
558 nm e de emissdo maximo de 583 nm. Porém, o comprimento de emissdo maximo

pode ser ainda prolongado para 602 nm devido a alteracdo do aminoéacido Lisina (Lys)
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para Metionina (Met) na posic¢ao 83 (L83M), o qual representa 0 comprimento de onda
mais longo ja relatado para uma proteina fluorescente de tipo selvagem (Baird 2000).

A DsRed tem um coeficiente de extingdo (EC, do inglés extinction coefficient,
definido como a estimativa da concentracdo molar de uma solugdo a partir da sua
absorbancia) é de 75.000 e rendimento quéantico (QY, do inglés quantum yield, definido
como a razdo entre o nimero de fotdes emitidos dividido pelo nimero de fotdes
absorbidos) de 0,79, maior que outras proteinas vermelhas fluorescentes (p. ex. mRuby2
EC: 11.300, QY: 0,38; mRFP EC: 50.000, QY: 0,25; mCherry EC: 72.000, QY: 0,22;
dTomato EC: 69.000, QY: 0,69) além de alto brilho, estabilidade contra varia¢des de pH,
e uma incompleta maturacdo da proteina pode levar a formacdo de um croméforo verde
fluorescente (Wiehler et al. 2001, Verkhuska et al. 2003, Hense 2015). No entanto, a
DsRed tem alguns inconvenientes. Estudos cristalograficos biofisicos e de raios-X
revelaram que DsRed possui uma estrutura tetramérica, com uma taxa de maturagéo lenta
(Baird 2000, Wall et al. 2000, Yarbrough et al. 2001, Parajo et al. 2001, Sacchettia et al.
2002, Shen 2015).

Estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de elucidar a estrutura e mecanismo
de formacdo do cromoforo na proteina DsRed. A DsRed forma seu cromoforo a partir de
trés aminoacidos sequenciais: Glutamina (GIn ou Q) na posi¢édo 66, Tirosina (Tyr ou Y)
na posicdo 67, Glicina (Gly ou G) na posicdo 68. Na formacdo do cromo6foro ocorre um
ataque nucleofilico (a Gly68 cede ions H™ a GIn66 formando um grupo hidroxilico) o que
produz a ciclizacdo do esqueleto entre GIn e Gly, dando origem ao anel imidazolinénico.
Apos a ciclizacdo, ocorre uma perda de H>O (desidratacdo) da ligacdo entre o carbono
alfa (Cq) e carbono beta (Cp). Posterior a desidratacdo ocorre uma oxidagdo no Ca e 0
grupo N-terminal da Tyr67 (formacdo do cromdéforo nas proteinas verde fluorescentes).
No entanto, a DsRed mostra uma reacdo de maturacdo adicional, com uma oxidacéo nos
atomos estruturais do residuo Gln, consistente com a cria¢do de uma ligacéo dupla entre
Ca e 0 grupo N-terminal da GIn66 (Figura 6) (Gross et al. 2000, Wall et al. 2000,
Miyawaki et al. 2003).
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Figura 6- Mecanismo de formacéo do croméforo na proteina DsRed. Os aminoacidos sequenciais:
Glutamina 66, Tirosina 67, Glicina 68. A) Ligacao dos trés amino4cidos para formacgdo do croméforo,
nesta ligagdo ocorre um ataque nucleofilico (indicado pela flecha) entre a Glicina 68 e a Glutamina 66, B)
Ciclizagdo do esqueleto entre Glutamina e Glicina dé& origem ao anel imidazolinénico (circulo vermelho),
C) Posterior a ciclizacdo ocorre uma perda de H,O (desidratacdo) da ligacdo entre o carbono alfa (Cq) e
carbono beta (Cp), D) Uma oxidacéo no Caq e o grupo N-terminal da Tirosina 67 produz a formagéo do
cromoforo nas proteinas verde fluorescentes como GFP, E) Uma oxidagdo nos &tomos estruturais do
residuo Gln, consistente com a criacdo de uma ligacdo dupla entre Cq e 0 grupo N-terminal da GIn66 gera
a formacéo do cromoforo na proteina DsRed.

A proteina DsRed ja foi modificada através de metodologias de mutagénese
randémica ou dirigida, a fim de produzir uma variedade de proteinas mutantes com
caracteristicas diferenciadas (Fradkov et al. 2000, Gurskaya et al. 2001, Wiehler et al.
2001, Knop et al. 2002, Terskikh et al. 2002, Bevis & Glick 2002, Klasen & Wabl 2004,
Shaner et al. 2004, Eli & Chakrabartty 2006). Em 2002, Bevis & Glick relataram uma
variante da proteina DsRed, chamada de DsRed?2, a qual tem uma taxa de maturacdo mais
rapida. A DsRed2 contém seis substituicdes de aminoacidos (R2A, K5E, K9T, V105A,
1161T, S197A) que resultam numa répida formacdo do cromoforo e reduzem a tendéncia
da proteina em formar agregados insollveis, frequentemente observados em sistemas de

células bacterianas e de mamiferos, embora forme provavelmente a mesma estrutura
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tetramérica da DsRed (Yarbrough et al. 2001, Bevis & Glick 2002). Porém, devido ao
aumento na taxa de maturacdo, a DsRed2 é uma proteina mais compativel com proteinas
verdes fluorescentes em mdaltiplas experiéncias de marcacdo (Shen et al. 2015), tornando-
a um alvo alternativo na producdo de novas variantes de proteinas, através de
metodologias de mutagése randémica ou dirigida.

Embora haja uma grande quantidade de estudos envolvendo as proteinas
fluorescentes, ainda é necessario continuar investindo esforcos na busca de novas
proteinas com caracteristicas diferenciadas, como por exemplo a cor, permitindo a sua
aplicacdo direta na piscicultura ornamental. Desta forma, produzir a partir de mutagénese,
novas variantes de proteinas fluorescentes € um passo importante na producao de peixes

transgénicos ornamentais fluorescentes.

1.3 Error-prone PCR (epPCR) para mutagénese randémica

O método mais utilizado para gerar variantes com mutacdes aleatorias (mutagénese
randdmica) de um gene é a técnica molecular error-prone PCR (epPCR) que consiste de
uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) propensa a erros, através de modificacGes
dos métodos convencionais de PCR, p. ex. alteracdo da quantidade de nucleotideos,
concentracgio de magnésio (Mg*?), adicdo de manganés (Mn*?) idealizado para aumentar
de modo controlado a taxa de erro natural de uma DNA polimerase. Este método pode
ser usado para geracao de bibliotecas de sequéncias de nucleotideos e para introducgéo de
mutacOes aleatorias em determinada sequéncia de interesse. A sequéncia do gene a ser
mutado esta delimitado pelos sitios de ligacdo dos oligonucleotideos usados na PCR. O
numero medio de muta¢des por molde de DNA aumenta em funcdo do nimero de ciclos
na reacdo de epPCR (Figura 7). Além disso, a concentragdo do molde de DNA utilizado,
a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos, e o tamanho do fragmento a ser
amplificado sdo fatores que influenciam na quantidade de mutacdes geradas. Quando o
DNA de interesse mutado vai codificar uma proteina, a fracdo de aminoacidos mutados
sera maior do que a fracdo de nucleotideos mutantes por uma razéo de aproximadamente
2,2, uma vez que uma mutacdo em qualquer uma das trés posi¢cdes de um cddon pode
resultar em uma substituicdo de aminoacido (Wilson & Keefe 2000, Cirino et al. 2003,
Pritchard et al. 2005).

Em geral, os DNA mutados gerados pela epPCR sdo clonados em vetores de

expressdo e o produto desta clonagem usado para transformagéo bacteriana.
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Posteriormente, as colonias resultantes podem ser selecionadas e purificadas. Os
melhores clones selecionados séo sequenciados e podem ser utilizados em um outro

evento de mutagénese ou, a proteina expressa € purificada e avaliada bioquimicamente.
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Figura 7- Mutagénese randdmica por error-prone PCR (epPCR). Mutagdes aleatdrias sdo inseridas na
sequéncia de DNA devido a condic6es que reduzem a fidelidade da DNA polimerase. A sequéncia de
DNA a ser mutada (representada por quadros laranja) esta delimitada pelos oligonucleotideos
(representados por quadros cinza) e o nimero de mutacgdes (representado por circulos) aumenta de acordo
a quantidade de ciclos da reacéo de PCR.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver novas variantes de proteinas fluorescentes para aplica¢éo na piscicultura

ornamental.

2.2. Objetivos especificos

(i) Produzir, por mutagénese randémica, novas variantes da proteina vermelha
fluorescente DsRed?2;

(i) Expressar as novas variantes proteicas em Escherichia coli;

(iii) Purificar e realizar analises espectrais nas proteinas mutadas com maior potencial
de aplicacdo na piscicultura ornamental;

(iv) Produzir zebrafish (Danio rerio) transgénicos expressando as novas proteinas

fluorescentes selecionadas.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos a seguir foram realizados no Laboratério de Biologia
Molecular, no Biotério de peixes transgénicos, ambos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) e no Laboratdrio de Microbiologia
Molecular e Proteinas (LaMMP) do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Rio
de Janeiro (UFRJ).

3.1 Biosseguranca e Comissdo de Etica no Uso de Animais

O Laboratério de Biologia Molecular do ICB/FURG possui o Certificado de
Qualidade em Biosseguranca (CQB) No. 0112/99, emitido pela Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBio) para o desenvolvimento de pesquisa com
organismos geneticamente modificados (OGM). O uso de peixes na metodologia
desenvolvida no presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Rio Grande — FURG (Protocolo
Pg024/2015) (Anexo 9.2).

3.2 Obtengdo das proteinas variantes: mutagénese randémica

A mutagénese randémica do gene DsRed?2 foi realizada usando o kit GeneMorph®
Il Random Mutagenesis de acordo com o protocolo do fabricante. O vetor pDsRed?2
(Clontech, Cat. No. 632404) foi utilizado como molde para amplificagdo do gene que
codifica a proteina DsRed2. A error-prone PCR do gene DsRed2 foi desenvolvida com
0 uso dos oligonucleotideos DsRed2-FOR e DsRed2-REV (Tabela 2). A amplificacdo do
gene ocorreu nas seguintes condic@es: 94°C/2 min, 30 ciclos de 94°C/15 s, 68°C/30 s,
72°C/1 min e 1 ciclo final de 72°C/5 min. Uma segunda PCR usando o kit Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, Brasil) foi realizada no vetor pDsRed2 com o uso dos
oligonucleotideos DsRed2 EcoRI-FOR e DsRed2 BamHI-REV (Tabela 2), seguindo as
condigdes: 94°C/ 2 min, 30 ciclos de 94°C/15 s, 60C°/ 30 s, 72°C/ 2 min e 1 ciclo final
de 72°C/5 minutos. Em seguida, os fragmentos amplificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% e purificados usando o kit llustra GFX® PCR DNA
(GE Healthcare). O vetor pDsRed2 e o gene DsRed2 purificados foram digeridos com as
enzimas de restricdo BamHI-HF (New Englands, Biolabs Cat. No. R3136) e EcoRI-HF
(New Englands, Biolabs Cat. No. R3101) e incubados por 2 horas a 37°C. As enzimas
foram inativadas a 65°C por 20 min. Ambos os fragmentos digeridos foram quantificados
no fluorimetro Qubit (Life Technologies, Brasil) utilizando o kit Quant-iT dsDNA BR
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Assay (Invitrogen, Brasil). Em seguida, o vetor (pDsRed2) e o inserto (gene DsRed2
mutado) foram ligados utilizando a enzima T7 DNA ligase (New Englands, Biolabs Cat.
No M0318) de acordo com o protocolo do fabricante (Figura 8).

Tabela 2- Oligonucleotideos utilizados na reacdo de mutagénese randdémica.

Oligonucleotideos Sequéncia (5"- 3")

DsRed2 —-FOR CCT GCA GGT CGACTC TAG AGG AT
DsRed2 — REV AGT TGG TAATGG TAG CGA CCG GC
DsRed2 EcoRI - FOR CGG CCG CGA CTC TAG AAT TCC AAC
DsRed2 BamHI - REV ACC GGT ACC CGG GGATCC TCT A

MutacSes Proteinas mutantes
aleatérias
Mutazyme Il M
PCR#1 —nm—
D000 Clonagem
Wpm— o 17 |igase I
{pDsRed2 (e
1 (Clontech, § T y—((
'\ Cat. No. 632404)
PCR #2 1
Taq Platinum Transformagao
0]
Sequenciamento o)
0]

Selecdao mutantes

Ll “‘ﬂ"' "H""w'w“'” Il ‘(L L—\ -)

CY AATCTESTY fTY TYTCCT. YC aD 5

Figura 8- Esquema representativo para a produgdo do vetor contendo o gene DsRed2 mutado. O gene
DsRed?2 foi usado numa reacdo de mutagénese randémica. Os genes mutados foram novamente ligados no
vetor pDsRed2. Posteriormente, foram transformados em Escherichia coli. Os clones que apresentaram
fluorescéncia diferente do controle foram selecionados, purificados e sequenciados.

3.3 Transformacdo bacteriana

O produto da ligagdo foi transformado em Escherichia coli TOP 10
eletrocompetentes através de eletroporacéo (cubeta 0,2 cm, 2,5 kV/cm, 25 pF, 200 Q, 1
pulso) com o auxilio do sistema de eletroporacdo Gene Pulser Xcell™ (BioRad) seguindo
0 protocolo do fabricante. As bactérias transformadas foram plaqueadas em placas
contendo meio Luria Bertani (LB) com &gar e o antibiotico ampicilina (50 pg/mL)

incubadas a 37° por 16 horas.
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3.4 Col6nias bacterianas transformadas

As bactérias transformadas com o plasmideo pDsRed2 (contendo o gene ndo mutado)
e pDsRed2 (contendo o gene mutado) foram observadas no transluminador Safe Imager™
2.0 Blue Light Transilluminator (Invitrogen). Este transluminador possui uma fonte de
luz LED (do inglés Light emitting diodes) que excita em um comprimento de onda de 470
nm. As placas foram observadas através de um filtro ambar e as coldnias com
caracteristicas de fluorescéncia diferente da fluorescéncia do pDsRed2, foram
selecionadas e inoculadas em meio Luria Bertani (LB) liquido contendo o antibi6tico
ampicilina (50 pg/mL), incubadas por 16 horas a 37°C, com agitacdo constante de 243 g
em agitador orbital Stuart Shaking incubator SI500 (Stuart, Brasil). Posteriormente, 0s
plasmideos contendo as proteinas foram recuperados com a utilizacdo do kit de
purificacao /lustra™- Plasmid Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo o protocolo
do fabricante.

3.5 Sequenciamento

Os plasmideos recuperados foram sequenciados no Laboratério de Genética
Molecular do Hospital das Clinicas de Porto Alegre, Brasil. Para isso, foram usados 0s
oligonucleotideos pDsRed (SM)-FOR e pDsRed (SM)-REV (Tabela 3).

Tabela 3- Oligonucleotideos utilizados para reacdes de sequenciamento

Oligonucleotideos Sequéncia (5°- 3")
pDRed2(SM) - FOR GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC
pDsRed2(SM) — REV GGG CCC GTACGG CCG ACT A

PCDFBGL17 (Mlul) -FOR  CTG ACG CGT TAC CGG AAG CAG TGT GAC CGT GT
PCDFBGL17 (ECORI) -REV CAC GAATTC TCG ACG CTC TCCCTT ATG CGACT

3.6 Construcdes genéticas para purificacdo das proteinas

O gene DsRed2 (controle) e os genes selecionados com mutagc6es confirmadas por
sequenciamento, foram usados para a producao de construcdes genéticas, as quais sdo
especificas para a purificacdo de proteinas. Para isso, foi usada a metodologia de
clonagem circular por extensdo da polimerase (CPEC, do inglés circular polimerase
extension cloning) (Quan & Tian 2011). A proteina mutada e o controle foram
amplificados por PCR wusando o0s oligonucleotideos pDsRed(MUT)-FOR e
pDsRed(MUT)-REV (Tabela 4), sequindo as condi¢des: 94°C/ 2 min, 25 ciclos de 94°C/
155, 60°C/ 30 s, 72°C/ 1 min e 1 ciclo final de 72°C/ 5 min. O fragmento amplificado
(677 pb) foi clonado no vetor de expressdo pCDF1b (Novagen, Cat. No. 71330-3). Este
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vetor codifica uma sequéncia N-terminal His-Tag e uma sequéncia C-terminal S-Tag,
usadas para purificacdo da proteina. Foi realizada uma segunda PCR para amplificar o
vetor pCDF1b com o uso dos oligonucleotideos PCDF(MUT)-FOR e PCDF(MUT)-REV
(Tabela 4). Esses oligonucleotideos possuem uma sequéncia de sobreposicdo com o
fragmento do gene mutado possibilitando que a CPEC ocorra. Uma terceira PCR foi
desenvolvida usando a enzima TAKARA LA Taq (Clontech Cat. No. RR002A), seguindo
as condigdes: 94°C/ 2min, 30 ciclos de 94°C/15 s, 63°C/30 s, 68°C/4 min e 1 ciclo final
72°C/ 5min. O DNA molde para a reagdo CPEC foram os fragmentos de fita dupla do
inserto (gene mutado) e do vetor (pCDF1b) adicionados na proporcdo 1:1 (Figura 9).
Onde, no primeiro ciclo de PCR os fragmentos sdo desnaturados, nos ciclos seguintes as
fitas simples vao se anelar na sequéncia de sobreposicao entre elas, sendo a partir dessa
sobreposicdo que os fragmentos vao se estender para formar a dupla fita do plasmideo
circular pCDF1b-Mutante e pCDF-DsRed2, respectivamente. Os fragmentos foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.

Tabela 4- Oligonucleotideos usados para construgdes genéticas para purificacdo das proteinas.
Oligonucleotideos Sequéncia (5"- 3")
pDsRed(MUT) -FOR ATG GCC TCC TCC GAG AAC GTC ATC A
pDsRed(MUT) — REV CAG GAA CAG GTG GTG GCG GCCCTC G
PCDF(MUT) —FOR  GCC GCC ACC ACC TGT TCC TGC TCG AGT CTG GTA AAG AAAC
PCDF(MUT) - REV  ACG TTC TCG GAG GAG GCC ATG TCG ACC TGC AGG CGC GCC G

& Gene inserto - Gene inserto — DsRed2 Mutante

5" ATGGCCTCCTCCGAGAACGTCATCA 3’ 5’ CGTGGGCCGCCACCACCTGTTCCTG 3’

——— = =
_ [ 3’ TACCGGAGGAGGCTCTTGCAGTAGT 5 3’ GCTCCCGGCGGTGGTGGACAAGGAC 5' DSREDMUT-FOR
&=

4= DSREDMUT-REV

Hig |
B) Tag

Vetor pCDF1b

5’ CGGCGCGCCTGCAGGTCGACATGGCCTCCTCCGAGAACGT 3 5" GCCGCCACCACCTGTTCCTGCTCGAGTCTGGTAAAGAAAC 3'

] 4 ! == PCOFMUT-FOR
3'GCCGCGCGGACGTCCAGCTGTACCGGAGGAGGCTCTTGCA S 3’ CGGCGGTGGTGGACAAGGACGAGCTCAGACCSTTTCTTTGS”
-

4= PCDFMUT-REV

Vetor pCDF1b

Inserto DsRed2 - Mutante
5 ATGGCCTCCTCCGAGAACGTCATCA 3° 5’ CGTGGGCCGCCACCACCTGTTCCTG 3’

GTAGT S 3’ GCTCC CGGCGGTGGTGGACAAGGAC 5
s CGGCGCGCCTGCAGGTCGAC l 5' GCCGCCACCACCTGTTCCTGCTCGAGTCTGGTAAAGAAAC 3/

pCDF1b- 3'GCCGCGCGGACGTCCAGCTGTACCGGAGGAGGCTCTTGCA 5 3' CGGCGGTGGTGGACAAGGACGAGCTCAGACCSTTTCTTTGS' |.

Vetor pCDF1b

Mutante- DsRed2

Figura 9- Representacéo esquematica da clonagem circular por extensdo da polimerase (CPEC). A)
Amplificacdo do gene DsRed2 mutado (flechas azul e verde indicam a posi¢ao dos oligonucleotideos), B)
Fragmento do vetor pCDF1b, (flecha laranja e amarela indicam os oligonucleotideos), C) Ligagdo pela
CPEC, A e B séo usados como molde de DNA (proporg¢do 1:1).
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3.7 Transformacéo bacteriana

Os vetores de expressdao produzidos (pCDF-Mutante e PCDF-DsRed2) foram
transformados em E. coli BL21-DE3 eletrocompetentes através de eletroporacao (cubeta
0,2 cm, 2,5 kV/cm, 25 pF, 200 Q, 1 pulso) com o auxilio do sistema de eletroporacédo
Gene Pulser Xcell™ (BioRad). As bactérias transformadas foram plaqueadas em placas
contendo meio Luria Bertani (LB) com agar e o antibi6tico espectinomicina (100 pg/mL)
foram incubadas por 16 h a 37°C. Posterior a transformacdo, as coldnias bacterianas
foram inoculadas em meio Luria Bertani (LB) liquido, usando o antibiotico
espectinomicina (100 pug/mL) como agente seletivo, incubados por 16 h, a 37°C com
agitacédo constante de 243 g em agitador orbital Stuart Shaking incubator SI500 (Stuart,
Brasil). Posteriormente, os plasmideos foram purificados com a utilizacdo do kit
Ilustra™- Plasmid Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare). Apds a purificacdo, o0s
plasmideos foram sequenciados utilizando os oligonucleotideos pCDFBGL17(Mlul)-
FOR e pCDFBGL17(EcoRI)-REV (Tabela 3), a fim de confirmar a ligacdo através da
metodologia CPEC.

3.8 Expressao e purificacdo da proteina

Para purificacdo das proteinas variante e controle (DsRed2), uma coldnia de E. coli
BL21-DE3 contendo o plasmideo pCDF-Mutante e pCDF-DsRed2 (Item 3.6), foram
inoculadas em meio Luria Bertani (LB) liquido contendo antibidtico espectinomicina
(100 pg/mL) e incubados por 16 h, a 37°C com agitacdo constante a 243 g em agitador
orbital Stuart Shaking incubator SI500 (Stuart, Brasil). O indculo foi transferido para 200
mL de meio LB contendo o antibidtico espectinomicina (100 pg/mL), mantendo as
condicdes de incubacdo a 37°C com agitacdo constante a 243 g. A cultura foi crescida até
uma densidade 6tica (600 nm) de 0,5 e a expressdo foi induzida com isopropyl-b-D-
thiogalactoside (IPTG) numa concentracdo final de 0,5 mM durante 30 min com agitacao
constante de 243 g a 37°C. Posterior a inducgdo, o inéculo foi mantido por 48 h numa
temperatura de incubacéo de 24°C. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 10.700 g
a 4°C. O pellet foi ressuspendido em buffer de lise B-PER (THERMO FISHER
SCIENTIFIC Cat. No. 78260) (2 mL B-PER/grama de pellet celular). A ressuspenséo
foi incubada por 15 minutos a 25°C e depois sonicada em 5 séries de um pulso 30 s ON
- 20 s OFF (Sonicator ULTRASONIC PROCESSOR Part No. Q125, QSonica). A cultura
lisada foi centrifugada a 3.890 g durante 30 min a 25°C para se obter o sobrenadante
contendo o extrato de proteina bruto.
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3.8.1 Purificagdo da proteina

A proteina foi purificada usando as colunas HiTrapTM Chelating HP (GE
Healthcare). Resumidamente, a coluna foi preparada com uma lavagem de 5 mL de 4gua
destilada, a fim de retirar a solucdo de etanol 20% em que a coluna é inicialmente
armazenada. Apés a lavagem, 2 mL de 0,1 M de sulfato de niquel (NiSO4) foram
carregados na coluna, seguido de uma lavagem adicional de 5 mL de &gua destilada.
Posteriormente, foi equilibrada com 5 mL de tampé&o de ligagédo (50 mM NaH3zPO4, 500
mM NacCl, 10 mM imidazol pH 7,4) a fim de eluir os ions de niquel fracamente ligados.
O extrato proteico bruto foi carregado na coluna HiTrapTM-niquel, imobilizada e
incubados por 60 min a 4°C. Posteriormente, a coluna foi lavada com 6 mL de tampé&o de
ligacdo, seqguido por 4 mL de tampé&o de elui¢cdo (50 mM NaHzPO4, 500 mM NacCl, 50
mM imidazol pH 7,4). Uma lavagem final da coluna foi realizada usando 5 mL de tampao
eluicdo 2 (50 mM NaHzPO4, 500 mM NaCl, 2M imidazol pH 7,4). As fraccdes eluidas
foram recolhidas e a pureza da proteina foi determinada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.8.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada na concentragéo de acrilamida
de 12,5% para o gel de separacdo e 5% para o gel de concentracdo. As amostras foram
preparadas em tampé&o de amostra (Tris HCI 0,5 M pH 6,8, glicerol, azul de bromofenol
1%, SDS 10%, B-mercapto-etanol) e aplicadas no gel de poliacrilamida. A eletroforese
foi realizada a 150 V durante 90 min a 25°C. Solugdo Azul Brilhante de Coomassie R-

250 foi utilizada para revelar os géis durante 16 h.

3.9 Andlise espectral das mutantes

Usando o espectrofluorimetro (Varian, Cary Eclipse) foi realizada uma varredura de
fluorescéncia para conhecer 0 maximo de emissdo e excitacdo da proteina mutante
purificada. A varredura para ambos 0s espectros de emisséo e excitacdo foi iniciada em

280 nm até 650 nm, com medicdes a cada 5 nm.

3.10 Medicao da cinética de maturacao

Os plasmideos pCDF-Mutante e pCDF-DsRed?2 (item 3.6) foram transformados em
E. coli BL21-DE3, posteriormente inoculados em 150 mL de meio liquido LB contendo
0 antibiotico espectinomicina (100 pug/mL), e crescido até uma densidade ética de 0,5

(600 nm). Em seguida, a expressdo das proteinas foi induzida com IPTG 0,5 mM.
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Aliguotas da cultura foram coletadas nos tempos de 0,5 h, 3 h,6 h, 9 h, 12 h, 24 h, 30 h,
36 h, 45 h, 48 h, 72 h, 96 h e armazenadas com 15% de glicerol a -80°C. A fluorescéncia
em cada ponto coletado foi determinada em 200 pL de cultura utilizando o fluorimetro
(VICTOR™ EnlLite™ - PerkinElmer), nos comprimentos de onda de emisséo de xxx nm
e XXX nm, e excitagdo de xxx nm e xxx nm. Foram realizadas leituras em triplicata, e
foram analisadas trés repeticdes de cada amostra, posteriormente foi calculada média das

leituras de cada amostra e os dados foram graficados.

3.11 Peixes transgénicos fluorescentes
3.11.1 Construcdo genética

Para a producdo do zebrafish transgénico fluorescente foi utilizada a construcéo
geneética linear xxxx, a qual contém o promotor do gene que codifica para XXXXX,
direcionando a expressdo do gene da proteina fluorescente mutante xxxxxx. A construcao
genética linear foi obtida a partir da metodologia CPEC, utilizando a sobreposicdo de trés
fragmentos. Os oligonucleotideos usados para desenvolver a construgcdo Xxxxx estdo
listados na tabela 5.

O fragmento 1 contém 0 xxxx e 0 xxxx do xxxx amplificado com os oligonucleotideos
TOL2-FOR e PF(MYO)-REV. O fragmento 2 corresponde ao gene xxxxx amplificado
com os oligonucleotideos pDsRed2-FOR e PF(MUT)-REV. O fragmento 3 contém XXxxx
e 0 xxxxx amplificado com os oligonucleotideos PF(Tol2)-FOR e TOL2-REV. O DNA
molde usado para obter os fragmentos 1 e 3 foi o plasmideo xxx (desenvolvido por
Figueiredo et al. 2012). O fragmento 2 foi amplificado usando como molde o plasmideo
pDsRed2 mutante (desenvolvido no presente trabalho item 3.2). A montagem final do
fragmento linear foi realizada por PCR, utilizando como molde de DNA os trés
fragmentos anteriores (Figura 10) na proporcdo 1:1:1, usando os oligonucleotideos
TOL2-FOR e TOL2-REV (Tabela 5) seguindo as condi¢fes da PCR: 94°C/ 2 min, 30
ciclos de 94°C/ 20 s, 63°C/ 30 s, 68°C/ 3:30 min e um ciclo final de 72°C/ 5 minutos.

Tabela 5- Oligonucleotideos usados para constru¢do do fragmento linear pMyoMutanteTol2.

Oligonucleotideos Sequéncia (5°- 3")

pDsRed2 -FOR CCT GCA GGT CGA CTC TAG XXXX

PF(MUT) -REV CTA CAG GAA CAG GTG GTG GCG XXXX

TOL2 - FOR CTA GCG GGC TTG CTG AAG GTA GGG GGT CAA XXXX

PF(MYO) -REV ACG TTC TCG GAG GAG GCC ATG GTG GCG ACC GGT GGA XXXX
PF (TOL2) -FOR GCC ACC ACCTGT TCC TGT AGT CCG GAC CGG CCG XXXX

TOL2 - REV GGC CTC CCC GGT CCA TCT ACC CAC GTA CCA XXXX
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A) Frf\gmonto 1 B) Fragmento 2 C) Fragmento 3

D) 3450 pb

(TAGCGGOCTTGCTOAAGGTAGGGGGTCAAGA(C —~—CGGATCCACCGTCRCCACCATGGCCTCCTCCGAGAACGT-——-——GCCACCACCTGTTCCTGTAGTCCGGAGUGGCCGUGACTCT—TGCATTGGTACGTGGGTAGATGGACCG666AGGCC
GATCGCCCGAACGACTTCCATCCCCCAGTTCTTGE-——GOCTAGGTOG(CAGCGOTOGTACCGGAGGAGGCTCTTGCA-—(CCGRCGGTGGT ~(GTAACCATGCACCCATCTACCTGG0CCCTCCG

Figura 10- Fragmento linear xxxx. A) Fragmento 1: xxxxx, B) Fragmento 2: xxxx, C) Fragmento 3:
xxxxxx, D) Sobreposi¢do dos fragmentos A, B e C para formar o fragmento linear pxxxxxx.

PEAPAAL AOA

(OACAAGGACAT (e

3.11.2 Manutencao dos peixes

Os reprodutores foram mantidos no Biotério Aquatico do ICB/FURG que conta com
um ambiente climatizado e um sistema de aquarios com circulacéo fechada, composto de
filtro bioldgico e desinfeccdo usando luz ultravioleta. O sistema consiste de 50 caixas
plasticas com capacidade para 15 L de agua, aeradas constantemente. O fotoperiodo (12
h claro — 12 h escuro) é controlado e a temperatura mantida em 28°C. A ra¢édo (42,7% de
proteina) é fornecida ad libitum duas vezes ao dia (10 h e 16 h). Diariamente ¢ realizada
a limpeza dos aquarios bem como a renovacéo de parte da &gua e a medicao do pH (~7,0).
A concentracdo de nitrito e aménia foram conferidos semanalmente atraves de kit

comercial.

3.11.3 Obtencéo dos ovos para microinjecao

Experimentalmente foram utilizados 20 peixes machos e 40 peixes fémeas. A
propor¢do de macho e fémea (1:2) é importante para o estimulo reprodutivo.
Normalmente, o sucesso se obtém a partir do cruzamento utilizando 2 machos e 4 fémeas,
em aquarios individualizados. Desta forma, foram possiveis dez cruzamentos diferentes
e simultaneos. A partir desses cruzamentos foram obtidos ovos recem fertilizados para a
microinjecdo. As desovas foram coletadas no turno da manha pela colocacdo de
armadilhas especialmente desenhadas depositadas no fundo do aquério, as quais estdo
compostas por uma pequena caixa plastica coberta com uma rede que permite a passagem
dos ovos mas nédo dos peixes. Portanto, 0s ovos sao protegidos nesta armadilha impedindo

a predacao das desovas. Apos, os ovos foram levados para o processo de microinjecéo.
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3.11.4 Producao de peixes transgénicos

Para a producdo de zebrafish transgénicos, ovos recém fertilizados foram
microinjetados utilizando um picoinjetor motorizado IM-30 (Narishige, Japao). As
microagulhas de injecdo foram preparadas usando o PC-10 micro eletrodo (Narishige
GDC-1) a partir de capilares de vidro (Borosilicate Glass Capillaries, WPIIN). Essas
microagulhas foram preenchidas com 60 ng/uL de uma solugdo de DNA contendo o
fragmento linear xxxxxx (Item 3.11.1) e 0o mMRNA que codifica para a enzima transposase,
na proporc¢do 1:1. A pressao de microinjecdo usada foi de 2 atm. Uma pequena quantidade
de solucédo foi depositada nas células com ajuda da microagulha de vidro (Figura 11).
Para conseguir aumentar a eficiéncia de integracdo do transgene no genoma do zebrafish
foi utilizada a tecnologia TOL2 (Kawakami 2007).

RNAM =5\ VW\  mim
transposase

Co-injecao em ovos recém

fertilizados
DNA Gendémico

LU PP LS

g 5

Integracgao

)

o
&

—

(('/

Figura 11- Sintese das principais etapas para a producéo de peixes transgénicos. Uma solucdo
de DNA composta do mRNA que codifica para a enzima transposase e o fragmento linear pxxxxx, na
proporcdo 1:1, foram microinjetados em ovos recém fertilizados (no estagio de uma célula). Este DNA foi
integrado no genoma dos peixes através da metodologia TOL2. Posterior a microinje¢do, os ovos foram
mantidos até seu desenvolvimento. Estes peixes constituem a geracdo filial FO (peixe mosaico).
Modificado de Kawakami (2007).

3.11.5 Manutencao dos ovos

Controles ndo microinjetados e ovos microinjetados foram mantidos a 28°C até a
eclosdo. Diariamente foi realizada a limpeza das desovas com o auxilio de uma

micropipeta que permitiu retirar 0S 0vos ndo viaveis.
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3.11.6 Verificagdo da transgenia e selecdo de positivos (geracao FO)

Dez dias apds a eclosdo, as larvas foram visualizadas no microscopio de
epifluorescéncia invertido (Olympus I1X-2 UCB acoplado a lampada ultravioleta
Olympus U-RFL-T) a fim de confirmar a transgenia nos peixes. As larvas foram
anestesiadas em tricaina MS-222 (100 pg/mL). Apds a anestesia, as larvas foram
depositadas com o auxilio de uma micropipeta em laminas e foram observadas no
microscépio. Os peixes foram classificados de acordo com seus padrdes de expressao
seguindo o protocolo estabelecido por Figueiredo et al. (2007).

As larvas que apresentaram a fluorescéncia esperada foram transferidas para aquarios
bercérios. As condic¢Bes de cultivo nos bercarios foram ideais para o desenvolvimento da
espécie: temperatura controlada de 28°C, renovacgdo diéria da agua, aeracdo constante e
0 pH e concentracdo de nitrito aferidos diariamente. Cabe ressaltar que os bercéarios
possuem capacidade de 60 L de dgua e contam com um filtro biol6gico. Apos a
transferéncia das larvas para os bercérios as mesmas foram alimentadas duas vezes ao dia
(10 h e 16 h), com racéo (42,7% de proteina) moida apropriadamente para este estagio do
desenvolvimento. Os individuos negativos (aqueles que nao apresentarem fluorescéncia)
foram finalizados com uma dose letal de tricaina MS-222 e levados ao descarte de animais

do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB).
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4. RESULTADOS
4.1 Proteinas mutantes

As condi¢Oes da epPCR usada no presente trabalho mostrou ser eficiente para gerar
mutacOes aleatorias no gene DsRed2. Um total de 12 genes foram isolados e
sequenciados. Dos 12 genes sequenciados, trés ndo apresentaram mutacdo e trés
apresentaram mutacdes que levaram a perda de fluorescéncia, assim, um total de seis
genes apresentaram mutacOGes aleatorias. Dentre 0s seis genes que apresentaram
mutacOes, trés (mutante #6, #7, #10) foram selecionados para analise. O critério de
selecdo foi baseado na fluorescéncia diferenciada apresentada pelas col6nias expressando
0s genes mutados, onde as mutantes #6 e #7 apresentaram uma fluorescéncia vermelha
mais intensa a fluorescéncia da proteina DsRed2 (controle) e a mutante #10 apresentou
mudanca de cor (préxima do xxxxX). As alteracBes nos genes mutados, geraram
mudancas de aminoacidos nas proteinas que estes genes codifican, e 0 maior nimero de
mutac0es foi encontrada na mutante #12 (dez alteragcdes de aminoacidos) (Tabela 6). No
entanto, essa variante ndo apresentou fluorescéncia diferente a fluorescéncia vermelha

para ser analisada posteriormente.

Tabela 6- Alteracdes de aminoacidos encontradas nas variantes fluorescentes.

Identificagéo Aminoacido na DsRed?2 Posicdo | Aminoacido na variante

K - Lisina (Lys) 50 N - Asparagina (Asn)

V - Valina (Val) 71 A - Alanina (Ala)
Mutante #2 Vermelha K- Lisina (-Lys) 92 E - Glutamico (Glu)

E - Glutamico (Glu) 144 V - Valina (Val)

G - Glicina (Gly) 170 S - Serina (Ser)

T - Treonina (Thr) 209 | - Isoleucina (lle)
Mutante #6 Vermelha E - Glutamico (Glu) 30 V - Valina (Val)

| - Isoleucina (lle) 210 T - Treonina (Thr)
Mutante #7 Vermelha K - Lisina (Lys) 138 M - Metionina (Met)
Mutante #10 XXXXXX XXXXXXXXXXX XXX XXXXXXX
Mutante #11 Vermelha P - Prolina (Pro) 53 S - Serina (Ser)

E - Glutdmico (Glu) 30 V - Valina (Val)

F - Fenilalanina (Phe) 56 L - Leucina (Leu)

I - Isoleucina (lle) 79 V - Valina (Val)

L - Leucina (Leu) 85 N - Asparagina (Asn)
Mutante #12 Vermelha T - Treonina (Thr) 108 I - Isoleucina (lle)

K - Lisina (Lys) 163 E - Glutamico (Glu)

H - Histidina (His) 172 P - Prolina (Pro)

V - Valina (Val) 187 G - Glicina (Gly)

Y - Tirosina (Tyr) 192 H - Histidina (His)

E - Glutdmico (Glu) 206 D - Aspartico (Asp)
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A sequéncia de aminodcidos das trés proteinas selecionadas (mutante #6, #7, #10) e o
controle ndo mutado (DsRed2) foram alinhadas e o resultado mostrou que as posicdes
dos aminoacidos alterados apresentaram uma distribuicdo aleatoria e ndo mostrou

posicdes repetidas entre elas (Figura 12).
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Figura 12- Alinhamento de aminoé&cidos das proteinas DsRed2, mutante #6, mutante #7, e mutante # 10.

As posicdes das mutacgdes estdo destacadas no quadrante vermelho.
As mutantes #6, #7 e #10 foram transformadas novamente a fim de obter uma placa
individualizada de cada variante (Figura 13).
DsRed2 Mutante #6 Mutante #7 Mutante #10

Figura 13- Colbnias de E. coli transformadas com as variantes da proteina vermelha fluorescente

As E. coli expressando as mutante #6, #7, #10 e controle DsRed?2 selecionadas foram
também observadas no microscépio de fluorescéncia. As colbnias de bactérias
expressando a mutante #6, mutante #7 e a DsRed2 apresentaram 0 mesmo padrdo com
presenca de fluorescéncia somente quando excitada em xxxxx (Figura 14A, B e C),

enguanto a mutante #10, apresentou um padrao de fluorescéncia diferente, (Figura 14D).
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Devido ao fato da mutante #10 ter apresentado padrdo de fluorescéncia diferente,
uma colbnia expressando a proteina ZsGreen (proteina verde fluorescente) foi usada
como controle positivo. Observando que essa proteina apresenta somente fluorescéncia

quando excitada na luz azul. (Figura 14E).

Luz branca

A) DsRed2

(controle vermelho)

B) Mutante #6

C) Mutante #7

D) Mutante #10

E) ZsGreenl
(controle verde)

Figura 14- Imagens do microscépio de fluorescéncia das coldnias expressando as variantes fluorescentes
A) DsRed2 (controle), B) Mutante #6, C) Mutante #7, D) Mutante #10, e E) Zsgreenl (controle).

4.2 Purificagdo da proteina

Apesar da mutante #6 e mutante #7 continuaram apresentando fluorescéncia com
alteracdo de aminoacidos, somente a mutante #10 apresentou mudanca de cor, e além
disso, apresentou alteracGes de aminoacidos, por estes dois motivos, foi escolhida para
ser purificada. Portanto, somente a mutante #10 foi inserida num vetor de expressdo para
sua posterior purificacdo. A purificacdo foi realizada através da adicédo de seis histidinas
(His-Tag) em uma das extremidades das proteinas DsRed2 (controle) e mutante #10, a

qual mostrou néo interferir na emisséo de fluorescéncia das proteinas (Figura 15).

40



A) Extrato bruto das proteinas B) Proteinas purificadas
DsRed2 Mutante#10 DsRed2 Mutante#10

Luz
Branca

Luz
Ultravioleta

Figura 15- Proteinas DsRed2 (controle) e mutante #10. A) Extrato bruto da proteina. B) Proteinas
purificadas. Visualizadas na luz branca e luz ultravioleta.

4.2.1 SDS-PAGE

A proteina mutante #10 purificada foi analisada em gel de poliacrilamida. O
resultado demonstra que a proteina foi purificada com sucesso, uma vez que foi observada
a presenca de uma Unica banda (Figura 16B). Também foi observada no extrato bruto da
E. coli expressando a mutante #10, a apari¢cdo da mesma banda em igual concentracao a
da proteina purificada (Figura 16C) indicando a presenca dessa proteina na bactéria. Por
outro lado, o extrato bruto da E. coli sem expressao da proteina ndo apresentou a mesma

banda.



)'.
8

'"* - {1 Proteina mutante #10.

L

e,

Figura 16- Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). A) Extrato bruto de E. coli
sem expressao da proteina mutante #10, B) Proteina mutante #10 purificada, C) Extrato bruto de E.coli
expressando a proteina mutante.

4.3 Analise espectral da proteina mutante

A absorcao de luz e fluorescéncia foram avaliadas nas proteinas purificadas (mutante
#10 e DsRed2 controle). A varredura no espectrofluorimetro realizada na mutante #10
revelou que esta variante xxxxxx. Quando excitada a xxxx nm mostra um pico de emissao
em xxxx nm, que corresponde & fluorescéncia xxxxx no espectro eletromagnético.
Quando excitada em xxxx nm, apresenta um pico de emissdo em xxx nm, que corresponde
a fluorescéncia xxxx (Figura 17A). Por outro lado, a proteina vermelha DsRed2, usada

como controle, apresenta somente um pico maximo de emissdo em 583 nm quando
excitada em 558 nm (Figura 17B).
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A) MUTANTE #10
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B) DsRed2
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Figura 17- Espectro de emisséo e excitacdo para a proteina mutante #10 e a proteina DsRed2 A) Proteina
Mutante com xxxx maximos de emissdo em Xxxx nm e Xxxx nm quando excitada em xxxx nm e Xxx nm,

respectivamente. B) Proteina DsRed2 com um pico méximo de emissdo em 583 nm quando excitada a
558 nm.
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4.4 Cinética da maturagdo

A maturacdo da proteina mutante #10 e DsRed2 (controle) foi medida pela
absorbéancia e fluorescéncia durante 96 h, apds a inducdo com IPTG. Devido ao fato da
mutante #10 apresentar xxxxX. A fluorescéncia foi medida em xxxx comprimento de onda
de emissdo e excitacdo. As leituras foram feitas em triplicada, posteriormente foi
calculada a média e o desvio padrdo e os dados foram normalizados pela absorbancia,
posteriormente, os resultados foram graficados.

Para deteccdo da fluorescéncia xxxxx, a mutante #10 foi avaliada em um
comprimento de onda de excitagdo de xxxxnm e emissdo de xxxxx nm, onde essa proteina
apresentou xxxxx em todos os tempos avaliados. Em seguida, para deteccdo da
fluorescéncia xxxx foi utilizada uma excita¢do de Xxxx nm e emissao de xxxx nm, onde a
mutante #10 mostrou xxxxx apds xxxx de indugdo (Figura 18A). Da mesma forma, a
proteina DsRed2 (controle) foi avaliada nos mesmos comprimentos de onda de excitagdo
de xxx nm e emissdo de xxx nm (para deteccdo da fluorescéncia verde), no qual esta
proteina ndo apresentou nenhum sinal de fluorescéncia. No comprimento de onda de
excitacdo de xxx nm e emissdo de xxxx nm (para deteccdo da fluorescéncia vermelha) a
fluorescéncia comeca a ser visivel ap6s 12 h de indugdo, mostrando seu pico méximo de

fluorescéncia em 45 h (Figura 18B).
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A) Maturacdo Mutante #10
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B) Maturagao DsRed2
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Figura 18- Cinética da maturagdo das proteinas. Avaliacdo da fluorescéncia em A) Mutante #10 e B)
DsRed2, coletadas em diferentes tempos (0=0 h, 1=0,5h, 2=3 h,3=6 h,4=9h, 5= 12 h, 6=24 h, 7= 30
h, 8=45h, 9=48 h, 10= 72 h, 11=96 h) ap6s a indugdo da expressdo com Isopropyl f-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG).

4.5 Peixes transgénicos

O fragmento linear xxxxx foi microinjetado com sucesso em ovos de zebrafish, num
percentual de transgenia de 60%. O padrédo de expressdo apresentado foi moderado
(menos do 50% do corpo apresenta fluorescéncia, de acordo com Figueiredo et al. 2007).

Da mesma forma que observado em E. coli expressando a mutante #10 (Figura 14), as
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larvas transgénicas também apresentaram xxxxxxxx (Figura 19). Resultado que ratifica

em células in vivo a presenga da Xxxxxxxxxx da variante mutante #10.

Luz Branca

Figura 19- Larvas de peixes zebrafish transgénicos expressando a proteina mutante #10.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho revelou a producdo de uma nova variante da proteina DsRed2 com
XXXXXXxX. Os resultados do espectro de emissao e excitacdo, além da taxa de maturacéo
da proteina controle DsRed2 obtidos no presente trabalho, foram semelhantes aos
resultados relatados por Bevis & Glick (2002), mostrando que as metodologias utilizadas
foram adequadas para caracterizar a proteina mutante #10. A taxa de maturacdo das
proteinas tetrameras tem sido pouco avaliada, porém, a taxa de maturacdo da mutante #10
foi xxxxx, que € considerada a variante com uma taxa de maturacdo mais rapida (Bevis
& Glick 2002). A DsRed demora aproximadamente 20 h, apds a inducdo, para ser
detectada a fluorescéncia vermelha (Jakobs et al. 2000). A mutante #10 e a DsRed2 foram
detectadas ap06s xxx de indugdo. Portanto, a mutante #10 além de apresentar XxxXx, possui
a vantagem de ter uma taxa de maturagdo XXXXxxX.

Na engenharia das proteinas fluorescentes, inimeras variantes dessas proteinas tém
sido desenvolvidas com alteracGes de sua sequéncia de aminoacidos. Essas alteracdes
resultaram em mudancas nas caracteristicas dessas proteinas, como aumento de foto-
estabilidade, aumento de brilho, menor tempo de maturacéo, rapida degradagéo e, muitas
vezes, alteracdo no espectro de excitacao e emissdo de fluorescéncia.

Dentre essas mudancas, tém sido relatadas variantes com alteragdo do espectro de
emissdo do vermelho para o verde, sendo o caso da variante da DsRed AG4, reportada
por Terskikh et al. (2002). A DsRed2 AG4 apresentou trés mutagdes (V71M, V105A,
S197T), as quais fizeram com que a proteina que antes era considerada uma proteina
vermelha fluorescente, passasse a ser detectada somente no espectro de emissao verde
(emissdo maxima em 479 nm). Os autores discutem esta mudanca de fluorescéncia com
respeito & substituicdo do aminodcido valina para metionina na posicdo 71 (V71M)
devido ao fato deste residuo se encontrar perto da molécula do croméforo (Gly66, Tyr67,
GIn68). Os autores sugerem que essa substituicao gerou uma distor¢éo estrutural ao redor
do croméforo, produzindo a maturagdo incompleta do cromoforo vermelho e favorecendo
a fluorescéncia verde. Um resultado semelhante foi encontrado por Eli & Chakrabartty
(2006), no qual os autores relatam, da mesma forma, uma variante da proteina DsRed
chamada de gRF, a qual foi detectada tanto no espectro de emissdo verde como no
vermelho, sendo a emissé@o verde apresentada com maior intensidade de fluorescéncia.
Esta mudanca de comportamento foi devido as alteracbes dos aminoacidos V71M,
K163H e S197Y. As duas variantes da DsRed citadas anteriormente, compartilham as

alteracdes nos aminoacidos V71 e S197, o que leva a formular a hipétese que esses dois
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aminoacidos podem estar envolvidos na mudanca de fluorescéncia de vermelho para
verde na proteina DsRed. Porém, cabe ressaltar que a proteina mutante #10 reportada no
presente trabalho, Xxxxxxxx, ndo apresenta estas alteracbes de aminoacidos.

Levando em consideragéo que a variante AG4 e gRF compartilham a mutagéo V71M
e que, segundo Shaner (2014), as substituicdes de aminoacidos ao redor do croméforo
frequentemente influenciam nas propriedades Opticas da proteina mutante resultante,
podemos levantar a hipotese que a alteracdo xxxxxx presente na mutante #10 pode estar
relacionada ao comportamento de xxxxxx desta variante.

Por outro lado, Terskikh et al. (2000) descreveu uma variante da proteina DsRed que
possui mudancas no espectro de emissdo da fluorescéncia ao longo do tempo. Proteinas
com esta caracteristica recebem o nome de “Fluorescent timer”’, mudando de verde para
o vermelho de acordo com o estado de maturacdo da proteina. Essa variante possui as
mutacOes V105A e S197T. Os autores avaliaram as mutacGes em separado, encontrando
gue a mutacdo V105A ndo altera a fluorescéncia vermelha da proteina, enquanto a
mutacdo S197T permite a proteina apresentar as mudancas no espectro de emissdo da
fluorescéncia. Sendo a mutagdo deste aminoacido comum nas variantes AG4 e gRF
citadas anteriormente, uma segunda hipotese pode ser considerada. Estabelecendo que
n&do s6 as mutagdes nos aminodcidos proximos ao cromaforo podem gerar mudancas nas
propriedades espectrais das proteinas fluorescentes, mas as interacdes entre esses
aminoacidos na estrutura da proteina poderiam também estar envolvidas. Considerando
esta segunda hipotese, poderiamos ressaltar que xxx das mutacdes gerada na mutante #10
incluiram uma mudancga no nimero de amino&cidos polares e ndo polares na proteina. A
xxxx foi substituida por xxxx na posi¢do xxxx, onde a Xxxxx corresponde a um aminoacido
polar (hidrofilico) e a xxxx a um aminoacido ndo polar (hidrofébico). Essa mudanca
provavelmente causou mudancas no angulo das interagfes atbmicas na proteina, que
podem causar diferencas no comprimento de onda de excitacdo e emissdo de proteina
(Volkenstein 1965).

A mutante #10 apresenta xxxx emissdo de fluorescéncia atribuida possivelmente a
alteracOes na estrutura da proteina. Esta caracteristica de xxxx emissao de fluorescéncia
ndo foi descrita anteriormente para uma variante da proteina DsRed2. Entretanto,
resultados semelhantes em outras proteinas fluorescentes ndo vermelha foram reportados.
Hanson et al. (2002), através de mutagénese dirigida, conseguiram uma proteina variante
da GFP chamada de deGFPs, a qual foi desenvolvida com o intuito de ser utilizada como

sensor de pH, uma vez que esta proteina emite fluorescéncia azul em uma solugdo com
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pH 6 e verde em uma solugdo com pH 9. Assim, os autores definem a dupla emisséo
como emissdo 460 nm e 515 nm, com intensidades relativas dependendo do pH. De outro
modo, Wiedenmann et al. (2004) reportaram que a proteina chamada EosFP emite
fluorescéncia verde (516 nm) que pode ser mudada para vermelha (581 nm) quando
exposta a radiacdo UV (390 nm). Isto ocorre devido a uma modificacdo fotoinduzida
envolvendo uma ruptura na estrutura do peptideo ao lado do cromo6foro. Cabe ressaltar
que a proteina mutante #10 ndo necessita estar Xxxx para apresentar a caracteristica
XXXXXX.

O mecanismo de formagdo do cromoéforo na proteina DsRed j& foi descrito,
mostrando que este apresenta o cromdéforo das proteinas verde fluorescentes como a GFP,
em um estado de maturacdo incompleta. Portanto, uma reacdo de oxidacgéo adicional leva
a proteina DsRed a apresentar um croméforo que emite fluorescéncia vermelha (Gross et
al. 2000, Wall et al. 2000, Miyawaki et al. 2003). Sendo assim, poderiamos considerar
que o comportamento da mutante #10 de apresentar xxxxx estaria associado a diferentes
estados de maturacdo do croméforo. Em comparagdo, a variante K70M descrita por
Tubbs et al. (2005) perdeu a capacidade de emitir a fluorescéncia vermelha
provavelmente pela interrupcdao do processo de maturacdo do cromdéforo causada pela
substituicdo de um aminoacido muito proximo do croméforo. Da mesma forma, as
variantes da DsRed V71M (Eli & Chakrabartty 2006) e Y67W (Shaner et al. 2004),
também perderam a capacidade de emitir na faixa do vermelho, apresentando apenas a
fluorescéncia verde.

Ja estd estabelecido que mutagdes nos aminoacidos perto ao cromdéforo podem gerar
mudancas nas caracteristicas espectrais das proteinas fluorescentes, incluindo a perda
completa da fluorescéncia. No caso da mutante #10, uma mutacéo xxxx ndo s6 nédo afetou
a fluorescéncia original vermelha, como possivelmente esteja relacionada com 0 XXXXXX.
Tubbs et al (2005) menciona (como dado ndo publicado) que a mutacdo Xxxx nao tem
uma funcdo direta na maturagdo do cromdéforo, mas que pode potencializar este processo.
De fato, a substituicdo de um aminoacido hidrofilico por um hidrofébico nesta posicao
pode ter mantido o cromoforo em um estado intermediario de maturacdo. Neste caso, 0
croméforo pode adquirir uma isomerizagdo cis ou trans de acordo ao comprimento de
onda excitado, permitindo assim a absor¢do de luz nos dois comprimento de onda,
levando a emissao xxxxxxX. Este comportamento nédo parece impossivel de ser alcancado,
uma vez que Habuchi et al. (2005) relataram evidéncias de isomerizagdo e

descarboxilacdo na fotoconversdo da DsRed, que levam a proteina do vermelho normal
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para um estado de vermelho extremamente intenso. Os autores demonstram que a foto-
conversao € o resultado de alteracGes estruturais (isomerizacao cis-trans) do croméforo e
a descarboxilacdo de um glutdmico (E215) que ndo interage diretamente com o
croméforo. De fato, ja tém sido relatados cromaforos reversiveis por fotoconversao, nos
quais a luz induz a isomerizacdo do grupo p-hidroxibencilideno entre dois estados cis-
trans, levando as proteinas de um estado fluorescente para um estado nao fluorescente.
Proteinas fluorescentes com estas caracteristicas especiais abrem novas possibilidades
para microscopia de super-resolucdo (Prescott et al. 2006, Subach & Verskhusha 2012,
Shcherbakova & Verskhusha 2014).

De um modo geral, o presente trabalho salienta a importancia da obtencdo de uma
nova proteina com xxxxx emissao de fluorescéncia, uma vez que diversas metodologias
utilizam proteinas fluorescentes como marcadores. Por exemplo, uma proteina
apresentando xxxx fluorescéncia supera a limitacdo de disponibilidade de filtros, sendo
que, seria necessario um unico filtro xxxx para ser detectada. Por outro lado, em
experimentos com células in vivo reduziria o risco de ser confundida com fluorescéncia
enddgena de tecidos ou organelas, uma vez que, apresenta xxxxx possibilidades de
fluorescéncia como proteina marcadora. Finalmente, na piscicultura ornamental esta
proteina poderia representar uma novidade interessante. N&o é dificil imaginar que um
peixe com xxxxx fluorescéncia poderia mudar de cor simplesmente através da utilizacédo
de combinagfes de LEDs (do inglés Light Emitting Diode) colocados estrategicamente
em locais diferentes do aquario e excitando a proteina com diferentes comprimentos de
onda. E possivel que a mutante #10 possa ser a primeira de uma nova familia de proteinas
XXXXXX € abrir um campo novo e promissor na piscicultura ornamental através da

producéo de peixes xxxxx com valor agregado ainda a ser calculado.
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6. CONCLUSOES

(i) As condigdes da epPCR utilizadas no presente trabalho sdo adequadas para gerar

muta¢Bes randdmicas e produzir variantes da proteina fluorescentes DsRed?2;

(if) Uma nova variante da proteina vermelha fluorescentes (DsRed?2) foi produzida, a

qual apresenta xxxx emissé@o de fluorescéncia,;

(iii) O fragmento linear xxxxx é efetivo para a producdo de zebrafish transgénico

fluorescentes;
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7. PERSPECTIVAS
(i) Producéo de sub-variantes da proteina mutante #10;

(ii) Producdo de uma linhagem estavel (F1) de zebrafish transgénico com dupla

fluorescéncia;
= Cruzamento da geracdo FO com zebrafish ndo transgénico (selvagem);
= Auvaliacdo da transmissdo de fluorescéncia da linhagem (F1);
= Analises dos parametros reprodutivos da linhagem.
(iii) Definicdo da estrutura tridimensional da proteina mutante #10;

(iv) Desenvolvimento do aquario apropriado para visualizagdo da xxxx emissao de

fluorescéncia da linhagem produzida;

(v) Producdo de novas variantes de peixes ornamentais fluorescentes.
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9. ANEXOS

9.1 Lista de proteinas fluorescentes e suas caracteristicas.

Proteina Ex Em EC((10% QY Estrutura  Referéncia

GFP 395 509 21 0.77 Dimero Chalfie et al. 1994

Sirius 355 424 15 0.24 Mon6émero  Tomosugi et al. 2009

Azurite 383 447 26 0.55 Mondmero  Mena et al. 2006

EBFP 380 440 29 0.31 Mondmero  Patterson et al. 1997

EBFP2 383 448 32 0.56 Mondmero  Ai et al. 2007, Hein & Tsien 1996
EGFP 484 507 55 0.60  Mondmero  Cormack et al. 1996, Yang et al. 1996
ECFP 434 476 32.5 0.40 Mondmero  Heim et al. 1994, Hein & Tsien 1996
CyPet 435 477 35 0.51 Monoémero  Nguyen & Daugherty 2005
Cerulean 433 475 36 0.57 Mondmero  Rizzo et al. 2004

SCFP 433 474 30 0.50 Monoémero  Kremers et al. 2006

EYFP 514 527 84 0.61 Monoémero  Ormo et al. 1996, Miyawaki et al. 1999
Emerald 487 509 57.5 0.68 Monoémero  Day & Davidson 2009

Topaz 514 527 94.5 0.60 Monoémero  Tsien, 1998, Chudakov et al. 2010
SYFP2 515 527 101 0.68 Mondmero Kremers et al. 2006

Venus 515 528 92.2 0.57 Monoémero  Nagai et al. 2002

Citrine 516 529 77 0.76 Mon6émero  Griesbeck et al. 2001

Ypet 517 530 104 0.77 Mondmero Nguyen & Daugherty 2005
mAmetrine 406 526 45 0.58 Mondmero  Aietal. 2008

T-Sapphire 399 511 44 0.60 Mondmero  Zapata Hommer & Griesbeck 2003
ZsGreen 493 505 43 0.91 Tetramero  Matz et al. 1999

ZsYellowl 529 539 20 0.65 Tetramero  Matz et al. 1999

mPapayal 530 541 43 0.83 Hoi et al. 2013

AmCyanl 458 489 39 0.75 Tetramero  Matz et al 1999

TagYFP 508 524 64 0.62  Mondmero  Xia et al. 2002

PhiYFP 525 537 124 0.39 Dimero Shagin et al. 2004

PhiYFPv 524 537 101 0.59 Pletnev et al. 2013

KO 548 561 110 0.45 Karasawa et al. 2004

mKO 548 559 51.6 0.60 Mon6mero  Karasawa et al. 2004

mKO2 551 565 63.8 0.57 Sakaue-Sawano et al. 2008
AsRed2 576 592 61 0.21  Tetramero  Matz et al. 1999

HcRed1 588 618 20 0.015 Dimero Gurskaya et al. 2001

eqFP611 559 611 78 0.45 Tetramero  Wiedenmann et al.2002

DsRed 558 583 75 0.79 Tetramero  Matz et al. 1999

DsRed2 563 582 43.8 0.55 Tetramero  Bevis & Glick 2002
DsRed-Express 555 584 38 0.51 Tetramero  Bevis & Glick 2002
DsRed-Express2 554 591 35.6 0.42 Tetramero  Strack et al. 2008

DsRed Max 560 589 48 0.41 Tetramero  Strack et al. 2008
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DsRed Monomer 556 586 35 0.10 Monémero  Shaner et al. 2005

dTomato 554 581 69 0.69 Dimero Shaner et al. 2004
dTomato Tandem 554 581 138 0.69 Mondmero  Shaner et al. 2004
mRFP1 584 607 50 0.25 Mon6émero  Campbell et al. 2002
mTangerine 568 585 38 0.30 Mondmero  Shaner et al. 2004
mCherry 587 610 72 0.22 Mon6émero  Shaner et al. 2004
mRaspberry 598 625 86 0.15 Monbémero  Wang et al. 2004
mPlum 590 649 41 0.10 Mon6émero  Wang et al. 2004
mStrawberry 574 596 90 0.29  Mondmero  Shaner et al. 2004
mOrange 548 562 71 0.69  Mondmero  Shaner et al. 2004
mOrange2 549 565 58 0.60  Mondmero  Shaner et al. 2008
mBanana 540 553 6 0.70 Monoémero  Shaner et al. 2004
mHoneydew 487 537 17 12 Dimero Shaner et al. 2004
mGrapel 595 620 Tsien 2010
mGrape2 605 636 Tsien 2010

mApple 568 592 95 0.49 Mon6émero  Shaner et al. 2008
mAG1 492 505 55 0.74 Karasawa et al. 2003
mRuby 558 605 90 0.35 Monoémero  Kredel et al. 2009
mRuby?2 559 600 11.3 0.38 Mon6émero  Lametal. 2012
mKeima 440 620 14.4 0.24 Kogure et al.2006
mCardinal 604 659 87 0.19 Chu et al. 2014
mKate 588 635 315 0.28 Mon6émero  Shcherbo et al. 2007
mKate2 588 633 62.5 0.40 Mon6émero  Shcherbo et al. 2009
mWasabi 493 509 70 0.80 Mondmero  Ai et al. 2008
mTurquoise 434 474 30 0.84 Goedhart et al. 2010
mCFP 433 475 325 0.40 Monoémero  Zacharias et al. 2002
mTFP1 462 492 64 0.85 Mondmero  Aietal. 2007
mBeRFP 446 611 65 0.27 Yang et al. 2013
mBlueberryl 398 452 11 0.48 Monoémero  Ai et al. 2007
mBlueberry?2 402 467 51 0.48 Monoémero Al et al. 2007
mUKG1 483 499 60 0.72 Tsutsui et al. 2008
mNeptune 600 650 67 0.20 Dimero Lin et al. 2009

JRed 584 610 44 0.20 Dimero Shagin et al. 2004, Shaner et al. 2005
Saphire 399 511 29 0.64 Monbémero  Zapata Hommer & Griesbeck 2003
AceGFP 480 505 50 0.55 Mondmero  Gurskaya et al. 2003
AcGFP1 475 505 50 0.55 Gurskaya et al. 2003
Azami Green 492 505 55 0.72 Mon6émero  Karasawa et al. 2003
EmGFP 487 509 57.5 0.68 Chudakov et al. 2010
CopGFP 482 502 70 0.60 Tetramero  Shagin et al. 2004
Turbo RFP 553 574 92 0.67 Dimero Merzlyak et al. 2007
TurboGFP 482 502 70 0.53 Mondmero  Evdokimov et al. 2006, Shagin et al. 2004
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TurboFP02 574 602 74.4 0.35 Chudakov et al. 2010

TurboYFP 525 538 105 0.53 Mondmero  Shagin et al. 2004
TagGFP 482 505 58 0.59  Mondmero  Xiaetal. 2002
TagGFP2 483 506 56.5 0.61 Mondmero  Subasch et al. 2008
TagRFP 555 584 100 0.48 Merzlyak et al. 2007
TagRFP-T 555 584 81 0.41 Shaner et al. 2008
TagBFP 402 457 52 0.63 Mon6mero  Subasch et al. 2008
TagCFP 458 480 37 0.57  Mondmero  Xia et al. 2002
TagRFP 555 584 100 0.48  Mondmero  Merzlyak et al. 2007
TagRFP-T 555 584 81 0.41  Mondmero  Shaner et al. 2008
TagRFP657 611 657 34 0.10 Morozova et al. 2010
TagRFP675 598 675 46 0.08 Piatkevich et al. 2013
LSSmKate2 460 605 26 0.17 Piatkevich et al. 2010
LSSmKatel 463 624 31.2 0.08 Piatkevich et al. 2010

Midori-Ishi Cyan 472 495 27.3 0.90 Dimero Karasawa et al. 2004
Kusabira Orange 548 559 51.6 0.60 Mondmero  Karasawa et al. 2004
Kusabira Orange2 551 565 63.8 0.62 Mondmero  Sakaue-Sawano et al. 2008

LSSmOrange 437 572 52 0.45 Shcherbakova et al. 2012
PSmOrange 548 565 113.3 0.51 Subach et al. 2011
PSmOrange2 546 561 51 0.61 Subach et al. 2012
HcRed Tandem 590 637 160 0.04 Mondmero  Fradkov et al. 2002
Fusion Red 580 608 95 0.19 Shemiakina et al. 2012
Katushka 588 635 65 0.34 Dimero Shcherbo et al. 2007
Katushka2 588 633 69 0.37 Mon6mero  Shcherbo et al. 2009
AQ143 595 655 90 0.04  Tetramero  Shkrob et al. 2005
RFP611 555 606 120 0.48  Mondmero  Kredel et al. 2008
TdRFP611 558 609 70 0.47  Mondmero  Kredel et al. 2008
TDRFP639 589 631 90.4 0.16 Mondmero  Kredel et al. 2008

Ex: Excitagdo maxima; Em: Emissdo maxima; EC: Coeficiente de extin¢do; QY: Rendimento quantico.



9.2 Certificado do protocolo de aprovagéo para o uso de peixes pela COMISSAO DE
ETICA EM USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
(CEUA-FURG).

Universidade Federal do Rio Grande
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo - PROPESP
ceua@furg.br  http://www.propesp.furg.br

COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL C E

CERTIFICADO N° P063/2015

Certificamos que o projeto intitulado “Peixes transgénicos fluorescentes: um novo campo
para a piscicultura ornamental no Brasil”, protocolo n® 231 16.005268/2015-21, sob a
responsabilidade de Daniela Volcan Almeida - que envolve a produgdo, manutengdo elou
utilizagéo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
(CEUA-FURG), em reunido de 18/11/2015 (Ata 015/2015).

A CEUA lembra aos pesquisadores que qualquer alteraggo no protocolo experimental ou na
equipe deve ser encaminhada & comiss&o para avaliagéo e aprovaggo. Um relatério final deve

ser enviado a CEUA no término da vigéncia do seu projeto.
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ESPECIE( L{NHAGEM ' Danio rerio/ comercial
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SEXO ; 20 machos; 40 fémeas; 1000 embrides
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