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RESUMO

Nosso objetivo foi avaliar se existe diferenca no peso absoluto e relativo da pele, e
na expressao dos genes colageno tipo 1 subunidades alfa 1 (COL1A7), alfa 2
(COL1A2), alfa 3 (COL1A3), vimentin (VIM) e RNA helicase A dependente de ATP
(DHX9) na pele de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) de cor cinza e vermelha.
Para isso, 24 tilapias do Nilo (12 de cor cinza e 12 de cor vermelha), foram
utilizadas. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com dois tratamentos referentes a pigmentacdo da pele das tilapias: pele cinza e
pele vermelha. Apds a eutanasia, os peixes foram pesados, em seguida 0s animais
foram eviscerados, e entdo a pele foi retirada, identificada e pesada para obtencao
do peso absoluto e relativo. Amostras de pele das tilapias cinzas (n = 12) e
vermelhas (n = 12) obtidas do lado direito do corpo do animal na regido superior
proxima da cabeca, foram coletadas, para a analise de expressao génica. As tilapias
de pele cinza apresentaram maior peso relativo da pele, e as tilapias de pele
vermelha apresentaram maior expressao dos genes COL1A1, COL1A2, COL1A3 e
menor expressao do gene VIM. Os resultados demonstraram que existe diferenca no
peso relativo da pele e, no mecanismo de transcricao do gene colageno tipo 1 e seu
gene regulador (VIM) na pele de tilapias do Nilo com diferentes coloracdes.
Indicando que esse traco fenotipico (cor da pele) pode influenciar diferentes
caracteristicas dos animais, incluindo a quantidade de colageno da pele.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos a pele de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) tem sido
utilizada como material de curativo biol6gico para queimaduras e outros tratamentos,
devido a diversas caracteristicas benéficas como a disponibilidade praticamente
ilimitada, o baixo custo, a excelente qualidade, e por ser uma substancia segura sem
reagdes cutaneas adversas apds aplicacdo intracutanea e topica (ALVES et al.,
2018). O colageno é um importante grupo de proteinas fibrosas de cadeia ndo
ramificada presente na matriz extracelular, amplamente encontrado em tecidos
animais e desempenha um papel fundamental na manutencdo da homeostase
tecidual, integridade biolégica e mecéanica estrutural (VERDE et al., 2021). O
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colageno tipo 1, € o mais comumente encontrado nos 0ssos, na pele, nos dentes, na
fibrocartilagem e nos tenddes dos animais. Esse colageno se distingue dos outros
por sua estabilidade da integridade estrutural que esta correlacionada com o
conteudo de prolina e hidroxiprolina (REATEGUI-PINEDO et al., 2022).

O colageno de peixe tem sido amplamente utilizado nos campos da medicina e
da engenharia de tecidos, mostrando que a pele de peixe apresenta caracteristicas
tipicas de colageno tipo 1 altamente biocompativel (VERDE et al. 2021). No Brasil,
grande parte do colageno é obtida de subprodutos da industria de carne bovina e
suina, devido a sua alta producédo para exportacdao. Contudo, doencas infecciosas
zoondticas, problemas alérgicos e restricdes religiosas em muitos paises, sobre a
aplicacdo de certos isolados de mamiferos podem ser considerados como
obstaculos, para o uso continuado do colageno proveniente dessas espécies
animais (VERDE et AL., 2021). Assim, a utilizagdo de outras fontes de coladgeno
necessita ser exploradas. Nesse sentido, a pele de tilapia do Nilo vem sendo
estudada e utilizada como uma fonte alternativa de colageno, além das fontes
bovinas e suinas. Entretanto, as caracteristicas de qualidade do colageno podem
variar em funcao de diversos fatores incluindo a pigmentacao da pele dos peixes.

Nesse sentido, nosso objetivo foi avaliar se existe diferenca na expressao dos
genes colageno tipo 1 subunidades alfa 1 (COL1A1), alfa 2 (COL1A2), alfa 3
(COL1A3), vimentin (VIM) e RNA helicase A dependente de ATP (DHX9) na pele de
tilapias do Nilo de com peles de cor cinza e cor vermelha.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
dois tratamentos referentes a cor da pele das tildpias do Nilo: pele cinza e pele
vermelha. Para a realizagdo deste estudo, foram utilizadas 24 tilapias do Nilo (12
cinzas e 12 vermelhas), com 150 dias de idade e peso médio de 0,450 kg. Esses
peixes foram obtidos da mesma desova e foram criados na Estacdo Experimental de
Piscicultura (CODAPAR-UEM) em tanque escavado na densidade de 3 peixes/m®.
Os parametros da agua foram monitorados diariamente, duas vezes por dia as
09h00min e as 17h00min. O sistema de aeracdo utilizado foi o convencional
funcionando de 30 e 30 minutos durante 12 horas, com descanso de 12 horas.
Todos os peixes (n = 12 cinzas e n = 12 vermelhos) foram coletados aos 150 dias de
idade um por um e, em seguida foram submergidos em agua e gelo (1:1).

Apbs deteccao da insensibilizacdo dos animais, o corddao espinhal foi
seccionado. Logo apés a eutanasia, os animais foram pesados, eviscerados e entao
a pele foi retirada com o uso de alicate especifico, iniciando-se a tracdo da retirada
da pele, da regidao dorsal e do corte contornando a cabeca em direcdo a regiao
caudal e ventral. As peles do lado direito e esquerdo do corpo do peixe, foram
identificadas e pesadas para obtencdo do peso absoluto e relativo da pele (peso da
pele/peso do peixe) x 100)).

Pequenos fragmentos da pele (sem escama) das tilapias cinzas (n = 12) e
vermelhas (n = 12) obtidas do lado direito do corpo do animal na regiao superior
proxima da cabecga, foram coletadas, lavadas com soro fisiologico gelado, em
seguida foram adicionadas em tubos criogénicos e congelados em nitrogénio liquido.
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Subsequientemente as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até o
momento da analise de expressao génica.

O RNA total das amostras de pele foi extraido com o reagente TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad CA, USA) de acordo com as normas do fabricante. A pureza e
integridade do RNA total de cada amostra foi determinada por meio das razdes
260/280 nm e 260/230 nm obtidas no espectrofotdmetro NanoDrop 2000-¢ (Thermo
Fisher Scientific). O RNA total foi tratado com o kit DNase | amplification grade
(Invitrogen, Carlsbad CA, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado usando o kit SuperScript Il First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen Corporation) de acordo com as instrugdes do
fabricante, e as amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C até o momento do
Seu uso.

As reagbes em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR)
foram realizadas usando o composto fluorescente PowerUP SYBR® Green Master
Mix (Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania) no termociclador StepOne Real Time
PCR System versao 2.3 (Applied Biosystems) em duplicata, e os parametros do ciclo
térmico para todos os genes foram realizados conforme sugerido no protocolo do
PowerUP SYBR® Green Master Mix.

Os genes colageno tipo 1 alfa 1 (COL1A1, n? de acesso: AB603656.1), alfa 2
(COL1A2, n° de acesso: AB603657.1), alfa 3 (COL1A3, n° de acesso: AB603658.1),
vimentin (VIM, n? de acesso XM _003438066.5) e RNA helicase A dependente de
ATP (DHX9, n? de acesso: XM_025900168.1), especificos para a espécie
Oreochromis niloticus foram desenhados de acordo com as sequéncias depositadas
no site www.ncbi.nlm.nih.gov, usando o software para desenho de primer disponivel
no site www.idtdna.com. A beta actina especifica para a espécie Oreochromis
niloticus foi utilizada como gene enddgeno da reacao (n° de acesso: 100534414). O
método 22, foi utilizado para a quantificacdo relativa da expressdo génica e os
resultados obtidos sdo apresentados como unidade arbitraria (UA).

Os dados foram analisados por meio da ANOVA one-way. O modelo estatistico
utilizado foi o Yjj= u + a; + eij, onde Yj; é a varidvel dependente, pu é a média geral, a;
é efeito dos tratamentos (i = tilapia cinza ou tilapia vermelha), e e;; € o termo de erro
residual. As médias foram comparadas pelo teste t de Student (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve efeito significativo da cor da pele das tildpias sobre o peso
abosoluto da pele (P=0,4379). Contudo, houve efeito significativo da cor da pele da
tilapia sobre o peso relativo da pele (P=0,0035), sendo verificado que as tilapias de
cor cinza apresentaram maior peso relativo da pele.

Com relacao a expressao dos genes COL1A1, COL1A2, COL1A3 e VIM,
observamos que as tilapias vermelhas apresentaram maior expressao dos genes
COL1A1 (2,69 UA; P=0,0200), COL1A2 (9,38 UA; P=0,0032), COL1A3 (2,41 UA;
P=0,0141) e menor expressdo do gene VIM (0,006 UA; P=0,0206) que as tilapias
cinzas (COL1A1 1,26 UA; COL1A2 3, 19 UA COL1A3 1,06 UA e VIM 0,012 UA).
Nao houve efeito da cor da pele das tilapias sobre a expressdo do gene DHX9 (P =
0,5237).
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Nossos resultados indicam que embora os peixes de pele cinza tenham menor
expressao génica das subunidades do colageno tipo 1, o processo de sintese do
colageno nestes animais pode estar ocorrendo de maneira mais eficiente, uma vez
que o gene VIM essencial para a transcricdo e, estabilidade do mRNA do colageno
foi mais expresso na pele dos peixes cinzas. Esses resultados sugerem que o
mecanismo transcricional do gene colageno tipo 1 e seu gene regulador (vimentin) é
mais eficiente em tildpias do Nilo cinzas, o que provavelmente promoveu uma
deposicao macica de colageno na pele, e que por sua vez pode ter contribuido para
0 maior peso relativo da pele observado nesses peixes.

CONCLUSOES

Existe diferenca no peso relativo da pele e no mecanismo de transcricdo do
gene colageno tipo 1 e seu gene regulador, na pele de tildpias do Nilo com
diferentes coloragdes. Indicando que esse trago fenotipico (cor da pele) pode
influenciar diferentes caracteristicas dos animais, incluindo a quantidade de
colageno da pele.
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