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RESUMO

O musculo estriado esquelético possui um complexo aparato ultra-estrutural
para sua atividade contratil. A miogénese € o resultado de um processo que
envolve varias etapas, como as seguintes: reconhecimento celular de
mioblastos, adesdo e fusdo de mioblasos, e diferenciagcdo celular que culmina
com o surgimento de células alongadas, multinucleadas e cilindricas (os
miotubos). O peixe-zebra (Danio rerio), modelo vertebrado bastante estudado
(fase embrionaria) possui desenvolvimento rapido. Neste trabalho foi possivel
estabelecer um protocolo de fixagdo do musculo esquelético do peixe adulto
com isopentano, preservando-se a estrutura das miofibrilas, e possibilitando
assim o estudo estrutural de estriagbes transversais sarcoméricas e de
elementos nao miofibrilares, como mitocéndria, nucleos, células satélites,
reticulo sarcoplasmatico e tubulos T. Inibicdo de marcagdes inespecificas foi
imprescindivel ao estudo da presenca e distribuicdo de proteinas sarcoméricas
e do citoesqueleto no musculo do peixe-zebra. A autofluorescéncia foi uma
limitacdo para a realizagdo de duplas marcagdes de fluorescéncia nesse
modelo bioldgico. Este trabalho de dissertacédo se baseou no uso das técnicas
de histoquimica, microscopia de imunofluorescéncia e microscopia eletrénica de
transmissdo. Realizamos analise da distribuicdo das proteinas do citoesqueleto
como desmina, alfa-actinina, titina, nebulina, miosina tipo Il, miosina de fibras
rapidas, tropomiosina e troponina T na organizagdo de miofibrilas do musculo
esquelético do peixe-zebra adulto, além de identificarmos a preservacdo da

periodicidade das estriacdes do sarcémero por meio da morfometria.



ABSTRACT

Striated skeletal muscle has a complex structural apparatus for its contractile
activity. Myogenesis is the result of process that involves many steps, such as:
the cellular recognition of myoblasts, adhesion and fusion of myoblasts, and
cellular differentiation that ends with the formation of multinucleated and
cylindrical structures (myotubes). The zebra-fish, vertebrate model sufficiently
studied (embryonic phase) possesss fast development. In this work it was
possible to establish a fixation protocol for the skeletal muscle of the adult zebra-
fish using isopentane, making possible the preservation of the myofibrils and non-
striated elements, such as mitochondria, nuclei, satellite cells, sarcoplasmatic
reticulum and transverse tubules T. Inhibition of not specific binding had been
important to the study of the presence and distribution of sarcomeric and
cytoskeletal proteins in the zebra-fish muscle. The autofluorescence was a
limitation for the accomplishment of double labeling of fluorescent markers in this
biological model. This work was based on the use of techniques, such as
histochemistry, immunofluorescence microscopy and transmission electron
microscopy. Our group concentrated in the analysis of the distribution of the
following cytoskeletal proteins: desmin, titin, nebulin, myosin type Il, fast twitch
myosin, tropomyosin, and troponin T, in the organization of myofibrils in the
skeletal muscle of adult zebra-fish. We identify the preservation of the regularity

individual units of sarcomere.
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| - INTRODUCAO

1. Citoesqueleto

O citoesqueleto é formado por uma rede de filamentos de proteinas que séo
encontrados principalmente no citosol das células eucaridticas. Tais filamentos
protéicos sao formados por subunidades e originam na célula uma ultra-estrutura
que determina ndo somente a forma celular, mas também a disposicado de
organelas. As células podem promover uma organizagdo rapida de suas
estruturas pela dissociagao de filamentos em uma determinada regido ou pela re-
associagdo em uma outra regido demonstrando que o citoesqueleto € mais
dindmico do que o seu nome sugere (Alberts et al., 2004). O citoesqueleto
relaciona-se com organelas subcelulares, bem como com a membrana plasmatica,
através de proteinas acessorias especificas. Por meio desse arranjo subcelular
possivel identificar fungdes do citoesqueleto referentes a mobilidade da célula, ao
trafego de organelas, a divisdo do ciclo celular, entre outras. Os filamentos de
proteinas do citoesqueleto sdo: os microfilamentos, os filamentos intermediarios e

os microtubulos (Cooper, 2000; Alberts et al., 2004).

1.1. ACTINA

A actina € uma proteina que possui peso molecular de 43 kDa e que pode
formar filamentos medindo entre 5 e 7 nm de didmetro. Estruturalmente, cada
mondmero de actina globular (actina-G) expde sitios de ligagdo com mais dois

mondémeros, formando um trimero e que polimerizar-se-do, formando a actina



filamentosa (também chamada de actina-F ou microfilamento (Figura 1)). Os
filamentos de actina tém caracteristicas de géis semi-solidos e, podem organizar-
se de diversas formas (em feixes, redes, entre outras). As principais isoformas da
actina sédo a alfa, a beta e a gama, e as trés podem ser encontradas no musculo
esquelético. A alfa-actina se localiza em regides sarcoméricas e as isoformas beta
e gama em areas subcorticais. No musculo, as proteinas associadas aos
microfilamentos s&o a miosina Il, as troponinas, a titina, a nebulina, a vinculina, a

paxilina, a distrofina, a plectina, entre outras (Cooper & Schafer, 2000).

myosin-binding site exposaed
by Ca**-mediated tropomyosin

yponin tropomyosin blocking movemeant
cOmpPlEX  yronomyasin myosin:binding site
T 1
I C T

B}

Figura 1 — Actina e proteinas associadas (Alberts, 2004).

Os microfilamentos sdo importantes para diversas fungdes celulares, sendo
responsaveis pela caracterizacao do formato da célula, permitindo ndo somente o
suporte mecanico, como também garantido a contragdo muscular, a
movimentagcdo da superficie da célula (adesédo por meio das projegdes da
superficie ), colaborando para os processos de migragdes da célula, internalizagéo

de particulas e a divisao celular (Clark et al., 2002).



1.2. FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

Os filamentos intermediarios (IF) tém papel importante na configuracao
estrutural das células eucaridticas, garantindo ndo somente a base de suporte
mecanico das células e dos tecidos, mas também o posicionamento de algumas
organelas como as mitocondrias e o nucleo. A superfamilia dos filamentos
intermediarios é formada por 65 tipos distintos de proteinas. Os IF séo
constituidos por dimeros que possuem dominios centrais antiparalelos e que se
associam, formando tetrameros. Por meio das terminagdes dos tetrdmeros séo
formados os protofilamentos, os quais se unem lateralmente para formar um
filamento, conforme revisado por Costa et al., (2004), de acordo o modelo
mostrado na Figura 2, representando a distribuicdo de desmina em tecidos

musculares.

Smooth muscle

Skeletal muscle /

Membrane

S

Nucleus

Q

Mitochondria
e

Nerve
—

llIIlIIIIc;?LIIIIII




Figura 2 — Distribuicdo de filamentos intermediarios de desmina em tipos

musculares liso, esquelético e cardiaco (Costa et al.,2004).

Estruturalmente, os filamentos intermediarios tém didmetro aproximado de

10 nm e sao constituidos por varias proteinas (ver Tabela 1), as quais séo

expressas em diversos tipos celulares, cuja distribuicdo ocorre radialmente, a

partir da membrana e em dire¢do ao nucleo.

Tipo

VI

Proteina

Queratinas acidas
(Aproximadamente 15
proteinas)

Queratinas basicas ou neutras

(Aproximadamente 15
proteinas)
Vimentina

Desmina

Proteinas acidas do filamento
glial

Periferina

Proteinas dos neurofilamentos

NF-L

NF-M

NF-H

Alfa-internexina

Laminas nucleares A,Be C

Nestina

Peso
(kDa)
40-60

50-70
54

53

51

57

67
150
200
66
60-75

200

Local de expressao

Célula epitelial

Célula epitelial

Fibroblastos, leucécitos,
células de musculo liso e
outros tipos celulares
Células musculares
Células gliais

Neurdnio periférico

Neurdnios

Neurdnios

Neurdnios

Neurdnios

Lamina nuclear de todo tipo
celular

Células pluripotentes do
sistema nervoso central

Tabela 1 — Principais constituintes dos filamentos intermediarios, seus pesos

moleculares e suas distribui¢gdes celulares (Cooper, 2000).



As proteinas dos filamentos intermediarios tém sido classificadas com base
no estudo da sequéncia de seus aminoacidos (Tabela 1). Sdo conhecidos seis
tipos protéicos, dos quais os dois primeiros (I e Il) sdo caracterizados pelas
queratinas — expressas em células epiteliais. A vimentina, encontrada nos
fibroblastos, nas células de musculo liso e nos glébulos brancos, assim como a
desmina, fazem parte do tipo Ill. As proteinas de filamentos intermediarios
encontrados em neurdnios adultos sdo denominadas neurofilamentos (tipo 1V),
enquanto a proteina alfa-internexina é expressa durante a neurogénese, ou seja,
em um estagio inicial do desenvolvimento do sistema nervoso. Ja as proteinas do
tipo V, sdo as laminas nucleares que podem ser observadas integrando o
envelope nuclear. Encontrada em células-tronco do sistema nervoso central, bem
como durante seu desenvolvimento inicial, a nestina é uma proteina do tipo VI. As
proteinas associadas dos IF sdo a plectina e a sincoilina.

A desmina é uma proteina exclusiva e caracteristica dos trés tipos de
musculo (liso, esquelético e cardiaco). E expressa desde os estagios iniciais da
miogénese, onde inicialmente ela se apresenta na forma de uma rede densa de
filamentos em mioblastos, mas vai aparecendo de maneira mais difusa a medida
que a célula se diferencia (Costa et al., 2002). Apés a formagao da estriacdo das
miofibrilas, em células esqueléticas maduras (miotubos), a desmina se associa as
linhas Z nos sarcébmeros, as mitocondrias, aos nucleos e ao sarcolema (Figura 3),

demonstrada a seguir:
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Figura 3 — Associagdes entre os filamentos intermediarios de desmina (em azul) e
estruturas musculares, como o0 nucleo, as mitocéndrias, o sarcolema e o

sarcomero (Carlsson & Thornell, 2001).

1.3. MICROTUBULOS

Os microtubulos sdo formados por cilindros ocos de 25 nm de didmetro e
estdo em constante processo de polimerizagdo e despolimerizagdo. Os
microtubulos sdo constituidos por uma proteina globular denominada tubulina, que
possuem os mondmeros alfa- e beta-tubulina, ambos com 55 kDa. Os monémeros
de tubulina se unem formando hetero-dimeros alfa-beta-tubulina, que for sua vez
se unem a outros dimeros formando protofilamentos, os quais sdo organizados
cilindricamente. Os microtubulos participam de uma série de funcdes celulares,
como do trafego intracelular de vesiculas e organelas, da separagdo dos

centrossomos durante a divisdo celular (mitose), da composi¢cdo dos cilios e



flagelos e da mudancga da forma celular (revisado por Cooper, 2000; Small et al,,
2003).

Segundo Clark et al. (2002), no musculo, os microtubulos estdo
posicionados junto as miofibrilas, ao sarcolema, ao nucleo e ao aparelho de Golgi.
Os mesmos autores sugerem que os microtubulos participam da integragao de
varias organelas no musculo estriado durante a miogénese. Microtubulos parecem
ser essenciais para o desenvolvimento do musculo, visto que a ineficiéncia da
regulacao dinamica entre microtubulos e as miofibrilas podem ser preditivos para o
crescimento de cancer ou disturbios no desenvolvimento de células musculares

(Fernandez et al., 2002).

2. O citoesqueleto do musculo

Ha trés tipos diferentes de células musculares: a estriada cardiaca, a
estriada esquelética e a lisa. As células musculares cardiacas (cardiomidcitos),
que constituem os musculos cardiacos, cujas contragdes involuntarias, ritmicas,
vigorosas e continuas garantem o influxo/efluxo de sangue pelas céamaras
cardiacas, sendo sua atividade contratil intrinsecamente miogénica, estimulada e
propagada com ritmo e intensidade modificados pelo sistema nervoso auténomo.
Possuem nucleo unico e central, suas fibras estriadas sdo mais curtas e
ramificadas e as células s&o unidas por meio de jungdes celulares complexas (os
discos intercalares). O musculo liso caracteriza-se pela contragdo involuntaria
(estimulada pelo sistema nervoso autbnomo), tonica sustentada, menos vigorosa e

mais lenta que a contragdo dos musculos estriados, garantindo os movimentos



involuntarios da bexiga, esOfago, intestinos, entre outros 6rgdos do corpo.
Apresentam fibras fusiformes, simples ou aglomeradas, pequenas e sem
estriagdes — nucleo unico central, assim como o musculo cardiaco. O musculo
estriado esquelético tem contragdo voluntaria (estimulada pelo sistema nervoso
somatico) que permite ao organismo o controle de seus movimentos (revisado por
Moore, 2007).

O musculo estriado esquelético possui um complexo aparato ultra-estrutural
para sua atividade contratil. A fibra muscular (ou célula muscular) é uma estrutura
cilindrica, muito longa e limitada por uma membrana plasmatica (sarcolema), que
envolve numerosos nucleos, mitocéndrias e miofibrilas. Os multiplos nucleos
situam-se perifericamente a fibra, imediatamente abaixo do sarcolema. As células
musculares se mantém aderidas a matriz extracelular através de sua interagao
com a lamina basal. No tecido muscular do peixe-zebra (Danio rerio), o tecido
conjuntivo se apresenta sob a forma de chevrons (“V”) localizados entre miétomos
de fibras musculares (Costa et al., 2002).

Dentro do sarcoplasma encontram-se numerosas miofibrilas compostas de
filamentos de actina, filamentos de miosina e proteinas acessorias (como a
troponina, a tropomiosina, a titina, entre outras), que encontram-se bastante
organizadas formando o sarcémero e determinando a sua aparéncia rica em
estriagcdes transversais (Carlsoon & Thornell, 2001). Eventos bem coordenados
entre os componentes do citoesqueleto, do sarcolema, e da matriz extracelular

estdo implicados na atividade contratil (Clark et al., 2002).



A miosina forma os filamentos grossos, atuando em associagado com 0s
filamentos finos de actina durante a atividade contratil (Vale & Milligan, 2000). A
miosina de musculo esquelético € a miosina do tipo Il, que é uma proteina
grande de cerca de 500 kDa formada por duas cadeias pesadas (200 kDa) e
dois pares de cadeias leves (20 kDa). As cadeias pesadas sao idénticas e
possuem uma cauda comprida e uma cabecga globular, que contém a atividade
ATPasica. As cadeias pesadas possuem isoformas especificas (MHClla,
MHCIIx, MHCIIb) de cada tipo de fibra muscular, as quais sdo reguladas
fisiologicamente (revisado por Sellers 2000; Reggianni et al., 2000). A estrutura
e a fungao da miosina tém sido atribuidas aos elementos essenciais geradores,
independentes, de forca no musculo (Huxley, 2000a). A distribuicdo de
isoformas tipo IIA € mais abundante em fibras mais profundas do que aquelas
encontradas em fibras musculares mais superficialmente (Rivero et al., 1999),
caracterizando o padrao de tipos de fibras rapidas e lentas, mas a modulagéo

funcional é discutivel e exige melhor investigagao (Kubis et al.,1997).

Titina (Figura 4B) é uma proteina gigante (2700 kDa), cuja estrutura é
intrinsecamente associada a estruturacdo e a estabilidade do sarcémero,
distribuindo-se da linha M até a linha Z (Ma & Wang, 2006), sendo a interagao
através de sitios de ligagdo existentes entre a miosina e a titina, importantes
para o alinhamento dos filamentos grossos (Clark et al., 2002). A falta de
interacdo entre os dominios da titina e miosina provocam defeitos severos e

morte em animais (Yang et al., 2001).
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Nebulina € uma espécie de “proteina molde” que regula o comprimento
dos filamentos de actina nos sarcémeros (Figura 4). Esta proteina se extende
de uma linha Z até o final do filamento de actina proximo a linha M do
sarcémero, determinando o comprimento do filamento de actina. A regulagao do
comprimento do filamento é sensivel a presenga da proteina tropomodulina e a
propria dinamica dos filamentos de actina, como sugerem Fowler e
colaboradores (2006). As interagdes entre a nebulina, tropomiosina e troponina
parecem influenciar a atividade contratil, interferindo assim na modulagao entre

os filamentos do complexo actina-miosina (Ogtu et al., 2003).

Tropomiosina (37 kDa) € uma proteina estrutural associada a actina, sendo
identificada uma variedade de isoformas em humanos e em ratos. Além de
estabilizar e aumentar a rigidez de filamentos finos, modelos exeperimentais bem
estabelecidos demonstram que a tropomiosina regula, juntamente, com as
troponinas as interagbes existentes entre os filamentos finos e grossos (Craig &
Lehman, 2001). Os dominios externos dos filamentos finos do musculo em
repouso mantém interagdo com a tropomiosina, impedindo a ligagado da miosina a

actina. A atividade ATPasica da miosina, dependente de Caz+, permite nao

somente o translocamento da tropomiosina, mas também resulta em fortes
interacdes entre os filamentos finos e grossos (Lehman et al., 2000).

Troponina, proteina regulatéria, especifica do musculo e associada a actina
pode ser encontrada em um complexo coordenado por trés subunidades

diferentes: Troponina C, Troponina | e Troponina T . Troponina C (TnC, 18 kDa)

. , . 24+ ~ .
associa-se aos ions divalentes de Ca ', e a mutagcdo em humano tem sido causa
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de defeitos cardiacos. (Hofmann et al., 2001). Ja a Troponina | (Tnl, 20 kDa), liga-
se ao sitio de interagcdo dos filamentos grossos impedindo a contragcéo. (Lehman
et al., 2001). Troponina T (TnT , 30 kDa) tem papel na organizagcdo molecular do
complexo regulatério de filamentos finos. TnT codifica diversas isoformas,
incluindo aquelas encontradas em musculos rapidos, lentos e cardiacos, sendo
recrutada para modular o desenvolvimento e/ou ativagao de forga. (Hernandez et
al., 2001).

Alfa-actinina, proteina de 97 kDa, € o maior componente protéico da linha Z,
associada a actina em fibras de stress de células em cultura, nas linhas Z de
células de musculo estriado, (Sanger & Sanger, 2002), associada em complexos
juncionais integrando proteinas do citoesqueleto a membrana (Flick & Konieczny,
2000) e ligada a outras proteinas reforcando sua caracteristica de proteina de
associacdo. Possui dominio globular de conjugagdo a actina, extremidades em
forma de bastdo, sendo suas isoformas especificas de musculo estriado, bem

como outras de células ndo musculares.

3. Miofibrilas e sarcOmeros

Através do microscopio eletronico, as miofibrilas do musculo esquelético
sdo vistas sendo divididas transversalmente em unidades periddicas. Estas
unidades sao os sarcémeros (Figura 4), constituidos principalmente por filamentos
protéicos de actina e de miosina. Estudos por meio de luz polarizada permitiram
estabelecer em cortes longitudinais alteracdo do nivel de tonalidade das bandas

dos sarcomeros, determinando assim o0 seu aspecto de estriagbes transversais
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claras e escuras. As mais claras sdo conhecidas como isotropicas (bandas |) e as
mais escuras sdo denominadas anisotropicas (bandas A). A linha Z, fina e
densamente corada separa e delimita cada Banda | (Huxley & Neidergerke, 1954;
Huxley & Hanson 1954, Moore et al., 1956). Os sarcdmeros podem ser divididos

em: bandas |, bandas A, linhas Z e linha M.
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Figura 4 — (A) Organizacado de um sarcomero em bandas |, bandas A, linhas Z e
linha M. (B) Distribuicdo das proteinas actina, miosina, nebulina e titina em um

sarcOmero, (A) adaptado de Alberts, 2004; (B) Labmus; (C) Cooper, 2000).

Os filamentos de actina (ou microfilamentos) formam as bandas | e se ligam
em uma extremidade do sarcOmero a uma linha Z e na outra extremidade se
associam aos filamentos de miosina (Figura 4). Os filamentos de miosina, por sua
vez, formam a banda A, sendo que na linha M (que fica no meio do sarcomero)
sao encontradas apenas as caudas das moléculas de miosina — local onde os
filamentos adjacentes de miosina permanecem unidos. Ishikawa (1983)
documentou o arranjo altamente organizado do aparato protéico, bem como sua
distribuicdo bem regular em cortes transversais. Em seus estudos, foi estabelecido
0 modelo tedrico dos filamentos deslizantes.

Os limites do sarcbmero encontram-se nas linhas Z, regido onde existe
abundancia de proteinas como a actina, a desmina, a alfa-actinina e outras como
a plectina. Além das bandas A e | e das linhas Z e M, existe também a zona H,
que é uma regido onde se encontram filamentos de miosina, mas onde os
filamentos de actina ndo penetram.

Nos sarcOmeros existem trés sistemas de filamentos protéicos: os
filamentos finos formados de actina, os filamentos grossos constituidos de
miosina, e os filamentos elasticos formados pelas proteinas titina e nebulina. A
titina (2700 kDa) e a nebulina (500 kDa) séo proteinas com propriedades elasticas
e estdo relacionadas a manutencdo e a estabilidade do complexo de contragéo

actina-miosina (Centner et al., 2000; Huse et al., 2002; Fowler et al., 2006).
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A organizacdo e comprimento dos filamentos, assim como os
espacamentos no sarcdémero sdo controlados por proteinas acessorias. As
proteinas CapZ (36-32 kDa) e alfa-actinina (110 kDa) controlam as extremidades
(+) dos filamentos de actina que ficam ancorados na linha Z, e a tropomodulina
(40 kDa) faz o capeamento nas extremidades (-) dos microfilamentos (Cox et al.,
2001; Carlson & Thornell, 2004).

Outras proteinas acessorias como as troponinas T, |, C e tropomiosina,
dependentes de célcio, de magnésio e de ATP, controlam a atividade contratil do
musculo. O complexo protéico troponina I-T se liga a tropomiosina e a actina
impedindo a ligagdo dos filamentos de actina as cabegas de miosina, evitando
assim a interagdao dos filamentos e, consequentemente, o surgimento de forga.
Estimulada pelo aumento da concentragdo de calcio, a troponina C se desliga da
actina, liberando-a para interagir com a miosina e produzir contragéo.

Varios sarcomeros unidos em série formam as miofibrilas, que por sua vez
ficam localizadas dentro de uma célula muscular (ou fibra muscular). As células
musculares sao formadas ao longo de uma série de eventos sequénciais que vao
do aparecimento de células mononucleadas (mioblastos) até a fusdo destas
gerando longas células multinucleadas (miotubos), no processo chamado de

miogénese.

4. Miogénese
Apesar de muito estudada, a miogénese (determinagéo e formagéao da fibra

muscular) é ainda alvo de controvérsias, mas entre os diferentes estagios de
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diferenciacdo das fibras musculares ha um consenso de que os precursores dos
miécitos sdo células mesenquimais embrionarias dos miétomos de um somito,
desenvolvidas a partir do mesoderma (Gilbert, 2000).

Cada parte tipica do miétomo de um somito apresenta uma divisao epaxial
e dorsal, e outra hipoaxial e ventral. Estudos mostraram que duas linhagens
distintas de células precursoras originam em mamiferos os brotos dos membros,
as quais se originam dos somitos em resposta a sinais que partem dos tecidos
proximos (Brand-Saberi et al., 1996; Shi et al., 2006).

A primeira etapa da miogénese é o estado de comprometimento
(determinagao) dos pré-mioblastos replicantes originados dos somitos do embrido
a partir da notocorda. Ocorre a indugdo, por sinais quimicos, de células do
dermomiétomo — o somito dorsal que se encontra abaixo do ectoderma (somito
hipoaxial), as quais sao estimuladas por moléculas Wnt. (Rudnicki et al., 2005).

Mioblastos epaxiais sdo estimulados por Wnt (Wnt 1) e Shh (Sonic
hedgehog), cuja estimulagao resulta na expressdo de Myf5 em combinagao com
Wnt7a, BMP4 e Noggin, levando a expressao génica do MyoD (revisado por
Cossu e Borello, 1999; Buckingam, 2006).

Os mioblastos pos-replicantes migram induzidos pela expressao génica de
Myf5 e MyoD (Zhang et al., 1999; Rudnicki et al., 2004). Segundo Li e
colaboradores (1999), a migracédo é facilitada pela diminuigdo da expressao de
beta-integrinas e, portanto de sua interagcdo com outras proteinas, pela diminuigdo
de N-caderina na superficie celular do mioblasto, pelas ativagdes protéicas de
FAK (cinase de adeséo focal) e paxilina (Quacha & Rando, 2006), cujas atividades

proteicas contribuem para a formacao de contatos focais, imprescindiveis para o
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movimento de migracéo. Estes eventos sdo controlados pela ativagdo de varios
genes reguladores e pela expressédo da familia MyoD de fatores de transcricdo do
tipo hélice-alga-hélice basicos (bHLH) especificos de musculo ou MRFs (fatores
regulatorios miogénicos) nas células miogénicas precursoras (Zhang et al., 2005).
Nos vertebrados, a familia de MRFs inclui MyoD, MyF5, miogenina e MRF4, que
estdo envolvidos na diferenciagdo muscular (Zhang et al., 2005). Todos estes
fatores atuam de forma combinada, fornecendo ao mioblasto uma memoéria de seu
estado comprometido, e regulando a expresséo de outros genes que garantem a
célula muscular seu fenétipo especializado (Alberts et al., 2004).

Como resultado deste processo, mioblastos se reconhecem, se agregam,
se diferenciam e se alinham, ocorrendo a fusdo célula-célula homotipica
(Petruzelli, 1999), e formando estruturas alongadas, multinucleadas e cilindricas
(os miotubos). Os miotubos alongam-se por fusdo dos mioblastos nas suas
extremidades e regides laterais. No sarcoplasma destas células, organizam-se as
miofibrilas que expressam proteinas especificas como a a-actinina, a titina e a
miosina do tipo Il. A medida que mais sarcomeros sdo acrescidos aos ja
existentes, os nucleos s&o deslocados para a periferia e a organizagao
sarcomérica torna-se evidente, bem como as formagcdes do reticulo
sarcoplasmatico e tubulos transversos, originando a triade muscular (Sanger &
Sanger, 2002).

Algumas células mantém a capacidade regenerativa no musculo
esquelético maduro: as células satélites. Estas células sdo mantidas como reserva
em um estado quiescente na forma de células pequenas, achatadas e inativas

que, em contato intimo, revestem as células maduras e estdo contidas dentro de
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uma lamina basal. Elas sdo as células-tronco do musculo esquelético adulto, as
quais podem ser estimuladas a proliferacdo, podendo reparar o tecido, quando
ativada a sua progénie, resultado da fusédo célula-célula (Alberts et al., 2004).
Assim, as células satélites estdo implicadas como fonte principal celular no reparo

da fibra muscular madura (Goldring et al, 2002).

5. Tipos de fibras musculares

As células musculares podem alterar suas propriedades fisiolégicas,
modificando as isoformas das proteinas que possuem. O processo da miogénese
permite a fibra musculo-esquelética crescer, amadurecer e modular suas
caracteristicas conforme as peculiaridades funcionais. O genoma da célula
muscular contém genes que codificam proteinas caracteristicas da célula
musculo-esquelética, e os transcritos de RNA de muitos desses genes podem ser
modificados. Na medida em que a fibra muscular se desenvolve, sdo produzidas
isoformas diferentes, adaptadas as mudancas na rapidez, forca e resisténcia
necessarias, podendo levar a geragdo de fibras musculares com significativas
diferencgas (Alberts et al., 2004). A determinagao do tipo de fibra muscular segundo
modelo proposto por Esser e colaboradores (1999), estabelece que as fibras do
tipo Il sdo resultantes do estado predeterminado, e as fibras do tipo | s&o
variagoes (pela ativagao de isoformas proteicas) da primeira. As fibras musculares
podem ser classificadas em fibras vermelhas, de contragao lenta (tipo I); brancas,
de contracgao rapida (tipo 1lA) e intermediarias (tipo |IB), entre outras. As fibras do

tipo 1, vermelhas ou de contracdo lenta (de oxidagdo lenta), levam
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aproximadamente 75 milisegundos para completar sua contragdo. Sdo vermelhas
por causa da grande quantidade de mioglobina (pigmento armazenador de
oxigénio semelhante a hemoglobina), e podem sofrer contragao repetitiva extensa
sem fadiga, sendo seu sarcoplasma rico em mitocondrias. Estruturalmente, suas
fibras contém mais glicogénio, tendem a ser mais estreitas do que as fibras do tipo
I, possuem linhas Z e M mais espessas, jungdes neuromusculares menos
extensas, suprimento vascular mais denso, e demandas de oxigénio mais
acentuada (Eisenberg & Milton, 1984; Yan et al., 2001). As fibras do tipo |
aparecem caracteristicamente nos musculos posturais, que precisam ser firmes.

Estudos recentes apontam que os genes precursores de musculos lentos e
rapidos no peixe-zebra ocupam uma regido distinta na zona marginal no estagio
da gastrula (Westerfield & Ochi, 2007). A proteina Hedgehog influencia o
desenvolvimento de fibras musculares de contragéo rapida no peixe-zebra (Patton
et al., 2007).

Em um corte de tecido muscular, varios tipos de fibras musculares
esqueléticas, cada um com tipos diferentes de isoformas protéicas e propriedades

da atividade contratil diferentes, podem ser visualizados lado a lado.
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Figura 5 — Corte transversal de musculo esquelético de perna de camundongo
adulto, corados com anticorpos distintos, cada um para uma isoforma especifica
da cadeia pesada da proteina miosina |l. Pode-se verificar a presenca de trés
diferentes tipos de fibras musculares: lentas (rosa), rapidas (cinza) e

intermediarias (roxo) (Hugnes et al.,1999).

Ja as fibras do tipo Il, de contragao rapida, podem contrair-se em apenas 25
milisegundos. Duas classes sao distinguidas nas fibras do tipo II: tipo IIA (fibras
oxidativas rapidas e glicoliticas ou intermediarias) e tipo |IB (fibras glicoliticas
rapidas), as quais sao dependentes da glicdlise. As fibras do tipo I[IA obtém
energia da dlicdlise, bem como da fosforilagdo oxidativa, possuindo mais
mitocdndrias e sdo mais resistentes a fadiga do que as fibras do tipo IIB. As fibras
do tipo Il parecem dominar os musculos n&o-posturais dos membros, sendo
capazes de gerar forgas poderosas sobre um periodo relativamente curto. Essa
predominancia parece variar dentro de uma populagdo, durante o
desenvolvimento e a velhice (Sirca & Kostevc, 1985; Larsson, 1978).

Varias proteinas musculares, como a miosina e a troponina, evoluiram em

isoformas “tipo-especificos” de fibras rapida e lenta. O significado funcional da
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existéncia de diferentes isoformas de troponina em diferentes tipos de fibras
rapidas e lentas nao é inteiramente compreendido. Fibras que contém a isoforma
de troponina lenta parecem ter uma sensibilidade mais elevada ao calcio do que
aquelas fibras rapidas, as quais possuem a isoforma de troponina rapida.

E bem documentado que as atividades enzimaticas das moléculas de
miosina existentes nestes diferentes tipos de fibras sao distintas e dependem das
atividades ATPasicas presentes nas cabecas destas moléculas. Estas atividades
ATPasicas variam conforme o pH, os niveis de ATP e pela presenca de calcio
(Clark et al., 2002). As fibras de contracdo muscular lenta e rapida do musculo
esquelético em vertebrados expressam diferentes isoformas de miosina. Estas
diferentes isoformas possibilitam ndo somente velocidades diferentes da atividade
contratil, bem como alteracdes de forga e resisténcia a fadiga (revisado por Brotto
et al., 2006).

Estas variagbes podem ser causadas também pela secrecdo de um fator
trofico neural. Mas, estudos subsequentes indicam que o tipo de fibra muscular é
determinado primariamente pela frequéncia da atividade neural no seu axénio
(Riley & Allin, 1973). Maxwell e colaboradores (1973) demonstraram que a
predominancia das fibras musculares do tipo |IA também é afetada pelo

treinamento fisico, permitindo ao musculo mais resisténcia a fadiga.
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6. O peixe-zebra como modelo

O peixe-zebra (Danio rerio) tem sido bastante estudado nos ultimos anos
(Figura 6), no entanto, alguns aspectos para melhor caracterizacdo da
organizagao de miofibrilas no musculo esquelético de peixe-zebra adulto ainda
nao foram estudados. Varios pesquisadores comegaram no final dos anos 80 a
utilizar o modelo do peixe-zebra para estudar o desenvolvimento embrionario

dos vertebrados.

Figura 6 — Peixes-zebra adultos com cerca de 5 cm cada.

O peixe-zebra tem sido usado como modelo de pesquisa por varios
motivos, descritos a seguir. O embrido do peixe-zebra tem desenvolvimento fora
do utero materno e nao exige intervengdes delicadas e ambientes estéreis para
sua observagao, como € o caso dos embrides de galinha ou de camundogo. Ele
possui rapido crescimento embrioldgico, e é facil a sua manutengao em biotérios.
As fertilizagbes podem ser sincronizadas para se obter um grande numero de
embrides para analises bioquimicas. O peixe-zebra vem assumindo uma lideranca

no estudo da Biologia do Desenvolvimento devido a sua combinagc&o unica de
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estudos genéticos e embriologicos. Além disso, constitui em excelente modelo
experimental que pode levar ao entedimento de patologias comparadas as
humanas, devido a existéncia de varios mutantes muito bem caracterizados
(Dooley 2000). Todos os experimentos realizados nesta dissertagdo de mestrado
utilizando espécimens de peixe-zebra foram aprovados e estdo de acordo com as
normas determinadas pelo Protocolo de Cuidados com Animais Experimentais em
Pesquisas na area Biomédica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

7. Justificativa

Esse trabalho é particularmente importante para a compreensao da
estrutura basica que constitui o musculo esquelético do peixe-zebra (Danio
rerio) adulto, uma vez que este modelo de animal vertebrado vem sendo muito
estudado nos ultimos anos. Estudos como o nosso podem ajudar no
entendimento de mecanismos basicos que regulam a miogénese (a formagao
do musculo) e a miofibrilogénese (a formagao das miofibrilas), e desta forma
ainda contribuir para um entendimento de patologias musculares, muito

estudadas em mutantes do peixe-zebra.
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Il - OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho é o de estudar a organizagdo de
miofibrilas e mitocondrias no musculo esquelético do peixe-zebra (Danio rerio)
adulto, tentando, desta forma, entender o envolvimento de proteinas do

citoesqueleto durante o desenvolvimento de células musculares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a organizagcao de miofibrilas e mitocdndrias no musculo

esquelético de peixe-zebra adulto.

e Caracterizar a distribuicao do filamento intermediario desmina.

e Caracterizar a distribuicdo das seguintes proteinas sarcomeéricas:
troponina T, tropomiosina, miosina tipo I, miosina tipo Il rapida, titina,

nebulina, alfa-actinina.

e Comparar a distribuicdo de cada proteina com dados da literatura (peixe-
zebra embrido e adulto e outros modelos cultura de células musculares

de embriao de galinha).
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Il - MATERIAIS E METODOS

1. Reagentes

e Merck: acetona, NaCl, cloroférmio, metanol e acido acético, isopentano,
citrato de chumbo, Entellan, verde de Janus, cloreto de amdnio, borax

e Reagen: paraformaldeido; NaHPQO4, NaH,PO4, HCI

e Sakura: OCT (Tissue Tek compound), temperatura critica 6tima

e Sigma: soro fetal bovino, Triton X-100, N-propil Galato, DABCO, glicerol,
glutaraldeido, poli-L-lisina, cacodilato de sodio, sacarose, albumina de soro
bovino

e Vetec: hidroxido de sadio, azul de toluidina

e Polysciences, Inc.: Resina epon — polybed

e Ted Pella: acetato de uranila, citrato de chumbo, tetroxido de ésmio

2. Manutencao dos peixes-zebra

Apos aprovacao do uso destes animais foram utilizados peixes-zebra
(Danio rerio) selvagens, adultos, procedentes do biotério localizado no
Departamento de Histologia e Embriologia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Os peixes foram mantidos como populacdo estoque e divididos em
varios tanques em que foram separados fémeas e machos. Os peixes foram
mantidos entre 28-30°C, em tanques de agua doce e com ciclos de luz-escuro
de 14 horas. Um sistema de filtragem de agua central mantinha a agua dos

tanques transparente e inodora, e recebiam, no minimo, duas refei¢cdes diarias.
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Os peixes eram mantidos em EGG WATER (agua destilada reconstituida com
quantidade adequada de sais essenciais) em um volume minimo de 3 litros. Os
tanques eram observados, diariamente, e trocas de agua para retirada de
detritos eram realizadas, se necessario. Antes de restabelecer o nivel normal
dos tanques, tamponava-se o pH para 7,2 com solucado de bicarbonato de sodio
a 1 M. Para acompanhar a capacidade tamponante da EGG WATER havia
afericao diaria dos valores de pH de cada um dos tanques e adicionava-se,
também, algumas gotas de azul de metileno a 0,01% (um fungicida) visando
evitar aglomeragédo de coldnias fungicas no fundo oriunda, por exemplo, de
resquicios de ragao. Os niveis de oxigenagado da agua foram conservados por

meio de um sistema de bombeamento de ar.

3. Obtencéao de cortes congelados do peixe-zebra

Etapa 1: Obtencéo e congelamento do espécimen

Na tentativa de uma maior preservagao ultraestrutural do espécimen, foi
realizada a captura de um peixe de cada vez de um dos tanques de agua e
estes eram submetidos a analgesia por baixa temperatura em freezer (- 20° C)
por aproximadamente quinze minutos ou até que o mesmo estivesse
hipocinético. Em seguida, os peixes eram submetidos a morte pelo método da
guilhotina, seguida de fixacdo imediata do peixe em paraformaldeido a 4%
(tamponado com PBS 1 x pH 7,4) por cinco minutos para manter a boa
preservacao estrutural do musculo do peixe. Vale ressaltar que outros

fixadores, tais como acetona e metanol (-20 °C) foram utilizados, mas estes nao
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foram efetivos e néo resultaram em boa preservagdo do tecido muscular do
peixe. Apos a fixagdo com PFA a 4%, o peixe era colocado em solugdo de
sacarose a 30% por duas horas. A seguir, era utilizado o composto OCT da
Tissue Tek como meio de inclusdao para o congelamento. O material era
submentido ao congelamento rapido em isopentano previamente resfriado em

nitrogénio liquido.
Etapa 2: Obtencéo de cortes de tecido muscular

Utilizou-se o criostato da Leica, modelo CM1850, em sala com
temperatura a 16°C. Foi utilizada a navalha de ago, regulando-se a temperatura
do criostato para a faixa entre -18 a -20°C. O bragco do porta-espécimen foi
ajustado para passos de 10 micrometros, sendo o bloco colocado com OCT no
mesmo. A captura de cortes longitudinais do musculo do peixe era realizada
com auxilio de um fino pincel, sendo os mesmos distribuidos em laminas com
extremidade fosca e, previamente, preparadas com o adesivo poli-L-lisina. Ao
final os blocos, contendo material, eram conservados em freezer a -75°C, para

uso futuro.

4. Microscopia de campo claro

4.1 Coloracdo com Azul Toluidina

Realizou-se em alguns cortes coloragcdo com azul de toluidina a 1% na
diluigdo 1:2 (azul de toluidina: PBS 1 X), por 30 segundos em temperatura
ambiente, lavados em agua corrente, secos na placa quente e montados com

meio Entellan ®. Observou-se por meio de microscopio éptico a preservacao
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geral do tecido muscular do peixe como, por exemplo, as estriacbes
sarcomeéricas, a presencga de septos e nucleos periféricos em uma sequéncia de
cortes transversais e longitudinais do tecido muscular. Apds essa etapa, mais
cortes do musculo esquelético do peixe foram obtidos e submetidos as
coloragdes por Hematoxilina (corante basico, que cora componentes acidos
como o nucleo (para evidenciar nucleos), Eosina (um corante acido, cora
componentes basicos como o citoplasma (para evidenciar citoplasma e nucleo),
Verde de Janus (para observacdo de mitocéndrias) e a imunomarcagdo com
anticorpos especificos (para caracterizagdo da distribuicdo proteica nas

estriagdes transversais sarcomeéricas).
4.2. Coloracdo Hematoxilina-Eosina

Laminas recobertas com poli-L-lisina e contendo cortes congelados do
musculo esquelético do peixe com 10 um de espessura foram retiradas do
freezer a -75° C e deixadas sobre a bancada, por 15 minutos, a fim de que
atingissem a temperatura ambiente. Estas eram imersas em solug¢ao de alcool a
80% e em solugédo de alcool absoluto, respectivamente por 5 minutos para a
desidratacao do espécimen. As laminas eram imersas em seguida em solugéo
de hematoxilina de Morris por 2 minutos. Nova lavagem era realizada e em
seguida os cortes recebiam um banho com eosina durante 1 minuto. Os
pequenos fragmentos de musculos contidos nas laminas eram imersos em
becker contendo agua acética 2% (acido acético ou etandico 1:9ml de agua
destilada), por 1 minuto para iniciar o processo de desidratacdo do tecido,

garantido a reducdo da constante isoelétrica e evitando a interrupcdo das



28

ligagbes hidrofilicas. Alcool a 80, 90% e alcool absoluto, respectivamente,

durante 5 minutos foram usados na etapa final dessa coloragdo, quando as

ldaminas eram montadas com Entellam e visualizadas no microscépio éptico.

4.3. Coloracao Verde de Janus

Alguns cortes foram corados com Verde de Janus B a 4% por 1 minuto a

temperatura ambiente, e lavados em agua corrente, secos em placa quente,

montados com meio Entellan e visualizadas em microscépio optico.

5. Anticorpos e padronizacao de diluicbes

Anticorpos Tipo/Feito em | Diluigao Utilizada | Origem do Peso )
Primarios antigeno Molecular Origem
Catalogo
anti-troponina T monoclonal imunofluorescéncia coelho 39 kDa Sigma
clone: TJLT-12 camundongo 1:50 T-6277
anti-tropomiosina monoclonal | imunofluorescéncia | camundongo 36 kDa | Sigma
clone: CH1 camundongo 1:50 T-9283
anti-miosina monoclonal | imunofluorescéncia coelho 200 kDa | Sigma
rapida camundongo 1:50 M-4276
clone: MY-32
anti-miosina tipo policlonal imunofluorescéncia humano 200 kDa | Sigma
Il (rapida) coelho 1:50 M-7523
anti-miosina tipo policlonal imunofluorescéncia humano 205 kDa | Sigma
I (lenta) coelho 1:50 M-3913
anti-desmina policlonal imunofluorescéncia galinha 53 kDa | Sigma
coelho 1:50 D-8281
anti-nebulina monoclonal imunofluorescéncia galinha 500 kDa | Sigma
clone: NB2 camundongo 1:50 N-9891
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anti-titina monoclonal | imunofluorescéncia galinha 1 MDa Sigma
clone: T-11 camundongo 1:50 T-9030
anti-alfa-actinina monoclonal imunofluorescéncia coelho 110 kDa | Sigma
clone: EA-53 camundongo 1:50 A-7811
anti-actina monoclonal imunofluorescéncia coelho 43kDa Sigma
clone: 5CS camundongo 1:50 A-2172

Tabela 2 - Anticorpos primarios

Anticorpos Secundarios Diluicao Origem
Utilizada/Feito em

anti-lgG de coelho-FITC 1:100 Sigma
Cabra

anti-lgG de camundongo- 1:100 Sigma
TRITC Cabra

Tabela 3 - Anticorpos secundarios
Sonda Afinidade Diluicao Origem
Utilizada
DAPI DNA 1:2000 Molecular Probes
(Eugene, OR, EUA)

Tabela 4 - Sonda fluorescentes

6. Imunohistoquimica

Laminas contendo cortes congelados de musculo esquelético do peixe

foram retiradas do freezer e deixadas em temperatura ambiente por quinze

minutos. A area ao redor dos cortes de tecido foi delimitada (espécie de pogo)

com caneta hidrofébica ou com esmalte. As laminas eram submetidas a
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lavagens para a permeabilizacdo de membranas em solu¢cdo de PBS 1 X com
Triton a 0,25 %, durante dez minutos e por duas vezess. O uso de bloqueio com
solugdo de cloreto de aménio a 50 mM (NH4Cl), durante uma hora foi
indispensavel para bloquear grupamentos aldeidicos livres, evitando marcagdes
inespecificas e diminuindo a autofluorescéncia. Nova lavagem com solugao de
PBS 1 X durante cinco minutos por duas vezes foi realizada. Foram realizados
experimentos controle somente com os anticorpos secundarios (omitindo-se a
incubagcdo com os anticorpos primarios). Logo apds esta etapa, os cortes
receberam solugéo de bloqueio (PBS 1 X + BSA a 2,5 % + Leite desnatado a 2
% + SBF a 8 %) por 24 horas a 4°C, sendo a mesma realizada para evitar
ligacdes inespecificas dos anticorpos. As laminas foram entdo submetidas a
nova lavagem, sendo utilizada a solugdo de PBS 1 X + Triton 0,25%, por duas
vezes de cinco minutos cada. Em seguida, os anticorpos primarios eram
diluidos em PBS 1 X + Triton 0,25 % e incubados nos cortes durante uma hora
a 37°C, em camara umida com um volume final de 100 pl/pogo. A seguir, nova
sequéncia de lavagem foi realizada (PBS 1 X por 3 vezes de 5 minutos cada),
quando os anticorpos secundarios foram incubados nas mesmas condi¢cdes de
incubagao realizadas com os anticorpos primarios (descritas anteriormente).
Depois de 3 lavagens (durante 5 minutos cada) com PBS 1 X, e de uma
lavagem unica em solucdo de NaCl a 0,9 %, durante 5 minutos,
respectivamente, incubou-se os cortes de tecido muscular do peixe com a
sonda fluorescente DAPI a 0,1 ug/20 ml em NaCl a 0,9 %, durante 3 minutos,

para revelagdo dos nucleos celulares. As laminas contendo os cortes foram
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montadas, apos lavagem rapida com NaCl a 0,9 % com laminulas de vidro de
25 x 25 mm, utilizando-se como solu¢cado de montagem: glicerol a 60 %, PPD a
0,0025 %, N-Propil-Galato a 5 % e DABCO a 0,25 % - sendo o pH ajustado

para 7,5.

7. Aquisicao e processamento de imagens.

Etapa 1: Microscopia de campo claro

Todas as laminas montadas com cortes congelados (colorados com Azul de
toluidina, Hematoxilina-eosina e Verde de Janus ou submetidos a
imunomarcagao), e cortes semifinos (colorados com Azul de toluidina) foram
observadas em microscopio Ooptico invertido do tipo foram observadas em
aumentos diferentes em um microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon, Japao). As
imagens foram transferidas através da camera Evolution VF cooled collor (Media
Cybernetics, EUA) e digitalizadas através do programa Image Pro Plus (Media
Cybernetics, EUA) e as pranchas foram montadas utilizando o programa Adobe

Photoshop 7.0 (Adobe Systems Incorporated, EUA).

Etapa 2: Microscopia de fluorescéncia

As imagens de fluorescéncia dos cortes incubados com PBS, Bérax e
Cloreto de amobnio foram adquiridas com os valores de brilho e contraste
ajustados no aparelho de aquisicdo Argus-20, de forma que os mesmos valores
fossem mantidos para os canais de emissao de UV, fluoresceina e rodamina.
Para cada canal foram utilizados os filtros seletivos apropriados para
fluoresceina, rodamina, UV (DAPI) e contraste interferencial de fase. A

aquisi¢ao das imagens de fluorescéncia, com filtros especificos para rodamina,
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fluoresceina e ultra-violeta, foi possivel pelo uso de um processador de imagens
Argus-20 (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japao) acoplado a uma cémera
CCD modelo C2400 integrada (Hammamatsu, Photonics, Shizuoka, Japao), e
enviadas através de uma interface SCSI a um computador Dell Optiplex GX270
(Dell Corporate, Round Rock, TX, EUA). Imagens dos experimentos foram
editadas e pranchas foram montadas utilizando o programa Adobe Photoshop

7.0 (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, EUA).

8. Microscopia Eletronica de Transmissao

O arcabouco ultra-estrutural do musculo esquelético do Danio rerio adulto
foi analisado por Microscopia Eletrbnica de Transmissdo (MET). Blocos
contendo espécimens foram utilizados para a visualizagéo do arranjo estrutural
do musculo do peixe-zebra submetidos a ultramicrotomomia, evidenciando as
principais caracteristicas teciduais do espécimen em estudo, além de cortes
ultrafinos apresentando espessura entre 500 a 700 angstrons (50-70 nm). As
etapas do método sao explicadas a seguir:

Etapa 1: Processamento de material

Peixes adultos de ambos os sexos foram coletados dos tanques e induzidos
a morte conforme descrito anteriormente. Apds transferéncia para a capela
exaustora, fragmentos de 2mm do musculo esquelético do peixe-zebra foram
fixados em solugédo fixadora de Karnovsky modificada: paraformaldeido a 4%,
glutaraldeido a 4 % (diluido em tampao cacodilato de sodio a 0,2 M, pH 7,4), onde

0s mesmos permaneciam durante uma hora a temperatura de 4°C. Utilizou-se
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tampéo cacodilato de sédio a 0,1 M (pH 7,4) a 4°C, por 3 vezes seguidas, durante
dez minutos cada para lavagem do fixador. Para a pos-fixagdo, misturados em
volumes iguais, utilizou-se tetréxido de ésmio a 2 % diluido em tampao cacodilato
de sodio a 0,2 M por uma hora a 4°C. Depois de unica lavagem rapida em tampao
cacodilato de sédio a 0,2 M, os fragmentos do peixe foram submetidos ao
processo de desidratacdo por meio de trocas sequenciais, usando as
concentragdes de acetona 30, 50, 70, 95% em banho Unico, com duracido de
quinze minutos cada e a temperatura ambiente. A seguir, os fragmentos foram
lavados 3 vezes em acetona a 100 % durante dez minutos cada e a temperatura
ambiente. A acetona foi usada para deixar os espécimes livres de agua. Depois, a
infiltracdo foi realizada, gradativamente, substituindo-se a mistura de acetona e
resina Epon sem catalizador na proporgao 2:1 por um periodo de duas horas.
Segui-se 0 uso de uma mistura de acetona e resina sem catalizador (1:1) durante
um periodo de 12 h a temperatura ambiente, com o objetivo de prosseguir com o
processo de infiltracdo. Para a impregnagao final utilizou-se resina pura com
catalizador por um periodo de oito horas, sendo desta forma concluida a etapa de
infiltracdo do tecido muscular. O emblocamento do material bioldgico foi
assegurado usando um molde especifico (molde de silicone), previamente
identificado com numero de registro. Os espécimes foram colocados nestes
moldes de forma a ficarem bem proximo da extremidade. Moldes contendo
espécimes submersos por resina pura foram mantidos por trés dias em estufa com
temperatura regulada a 60°C, concluindo-se as etapas de processamento do

material com a polimerizagao a alta temperatura.
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Etapa 2: Obtencao e coloracio de cortes semi-finos

Apods trés dias de polimerizagcado, os moldes foram retirados da estufa e os
bloquinhos foram recolhidos. Com o auxilio de lixas numero 100 para madeira,
ldaminas de ago e lima, as extremidades dos blocos (contendo material) eram
preparadas para a confeccdo de uma espécie de piramide (com formato de
trapézio). Assim, o bloco contendo a forma de pirdmide era ajustado no
ultramicrotomo (Reichert-Jung). Cortes semifinos com aproximadamente 1 um
foram realizados através do uso de uma navalha de vidro. Os cortes eram
recolhidos ao cairem na agua e ficarem flutuando em um pequeno recipiente
repleto de agua. Os cortes semifinos eram colocados em laminas de vidro,
corados com azul de toluidina 1% e observados em um microscopio optico.

Etapa 3: Processamento de material para cortes ultra-finos

Blocos submetidos aos cortes semifinos tiveram seus trapézios demarcados
mais uma vez, sendo refeitos apds escolha da melhor area de interesse para o
estudo. Dessa vez utilizando navalhas de diamante (Diatome, EUA) de tamanho
de 2,1 mm, angulo de corte de 6° e velocidade de 1mm/s. Estes blocos foram
submetidos a ultramicrotomia para aquisicdo de cortes ultra-finos, os quais eram
recolhidos com auxilio de uma pinga anti-magnética e coletados em pequenas
grades especiais de cobre com malha de 400 mesh. A contrastacéo a foi baseada
na utilizagdo do filtrado de acetato de uranila 2%, onde as grades de cobre eram

imersas durante 20 minutos. Apds esse tempo, o material biolégico foi retirado e
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lavado em solucédo de alcool metilico (metanol) com movimentos rapidos,
utilizando-se a pinga hidrostatica e as grades foram projetadas e imersas em trés
placas de petri. A etapa final da contrastacdo negativa foi realizada com citrato de
chumbo a 2 % por 5 minutos. Mas, previamente, pequenas placas de cera foram
revestidas parcialmente com papel de aluminio e mantidas tampadas. Dentro das
placas foram colocadas pastilhas de hidroxido de sédio na tentativa de diminuir a
possibilidade de formagao de precipitados. Concluidas todas as etapas, as grades
foram transferidas para estojo especifico, sendo observadas em microscopio

eletrébnico aproximadamente 48 horas apos a conclusédo da contrastagao.

9. Aquisicao e processamento de imagens de MET

As grades contendo material contrastado foram transferidas para o porta-
espécimem. Os cortes foram observados e eletromicrografias realizadas em
Microscépio Eletronico de Transmissao Jeol 1200 EX (Japéo) operando em 80
kV, em diferentes aumentos. As imagens foram digitalizadas através de
Scanner com auxilio do programa Image ProPlus e transferidas para um
computador. Algumas imagens foram obtidas no Microscopio Eletronico Zeiss

modelo CEM 900.

10. Analise Morfométrica

Imagens de imunomarcagdes para as seguintes proteinas sarcoméricas e

do citoesqueleto: desmina, alfa-actinina, tropomiosina, troponina T, titina,
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nebulina, miosina do tipo Il e miosina-rapida, tiveram as periodicidades das suas
estriacdes quantificadas através do programa Image J. A regido de marcagao
fluorescente era delimitada por uma reta perpendicular ao comprimento dos
sarcOmeros e os dados de intensidade de marcagcdo fluorescente eram

exportados para o programa Excel (Microsoft) e graficos eram feitos.
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IV - RESULTADOS

Este trabalho de dissertacdo teve como principal objetivo a
caracterizacao das estruturas miofibrilares e mitocondriais presentes no tecido
muscular esquelético do peixe-zebra adulto (Danio rerio). Através de
microscopia Optica e eletronica foi possivel estudar a morfologia do musculo do

peixe-zebra.

Mitocbndrias s&o organelas imprescindiveis para o funcionamento do
aparato contratii da fibra muscular esquelética. No peixe-zebra foram
localizadas e distribuidas abundantemente ndo somente na regido periférica,
como também disseminadas em regides mais centrais conforme demonstrado
por meio de asteriscos nas Figuras 7 (A-D). Em cortes ultrafinos de tecidos
musculares do peixe-zebra adulto foram identificadas varias mitocéndrias na
regido periférica, algumas mais arredondadas e outras mais alongadas (Figura
7A). Outros detalhes foram preservados por meio de processamento do
especimeén para microscopia eletrénica de transmissdo, como parte do reticulo
sarcoplasmatico e tubulos T, associados — formando as triades musculares,
indicadas pela ponta da seta na cor preta (Figura 7B). Na mesma figura
(Figura 7B), areas eletrondensas representam as cisternas terminais
granulares do reticulo sarcoplasmatico localizadas préximas aos tubulos
transversos, sendo estas estruturas identificadas pelas pontas das setas

brancas.



Figura 7:
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Figura 7: Microscopia eletrénica de transmissdo. (A, B, C, D) MitocOndrias,
abundantes, em tamanhos e formas diferentes, na regido periférica do tecido
muscular do peixe-zebra (indicadas por asteriscos). (A e B) Detalhes do reticulo
sarcoplasmatico e tubulos T associados (formando a triade muscular) estédo
indicados por setas na cor preta. (B) Areas eletrondensas representam as
cisternas terminais granulares do reticulo sarcoplasmatico se localizando
adjacente aos tubulos transversos (setas brancas). Barras = 2 ym (A); 500 nm

(B e C); 200 nm (D).
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Figura 8:
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Figura 8: (A-B) Eletronmicrografia mostrando mitocondrias arredondadas entre
miofibrilas (setas e cabecas de setas brancas, respectivamente em A e B). (C)
Mitocondrias proximas as miofibrilas sdo indicadas por asteriscos. (D) Nucleo de
uma das fibras musculares intercalado por miofibrilas. Barras = 500 nm (A); 1um

(B, C e D).
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As Figuras 8 (A-B-C) mostram imagens de microscopia eletrénica do
musculo esquelético com corte transversal com numerosas mitocdndrias
observadas associadas as miofibrilas, sendo as mitocéndrias destacadas por
meio de setas, cabecgas de setas e asteriscos (todos na cor branco). Nucleo das
fibras musculares intercalado por outras miofibrilas adjacentes foi observado

(Figura 8 D) e é indicado pela seta preta.

Na Figura 9 mitocondrias arredondadas s&o muito bem identificadas
proximas as miofibrilas e estdo indicadas por setas brancas. Outros detalhes da
ultra-estrutura tais como a membrana externa (indicada por cabecga de seta na cor
preta), além da membrana interna (cabecga de seta branca), bem como a crista e a
matriz mitocondriais (indicadas por asterisco). Todas estas particularidades sao
observadas no tecido muscular do peixe-zebra adulto, através de microscopia

eletrénica de transmissao.

As células musculares esqueléticas diferenciadas do peixe-zebra possuem
poucos nucleos, os quais podem ser bem visualizados por meio de microscopia
eletrbnica de transmissdo em secg¢ao transversal do tecido muscular
esquelético (Figura 10). Na Figura 10A, pode-se notar a presengca de um
nacleo proximo as miofibrilas periféricas e uma pequena mitocondria
arredondada. O mesmo nucleo da célula muscular em maior aumento,

mostrando ligagdo com as miofibrilas (apontado por asterisco na Figura 10B .
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Figura 9: Eletronmicrografia mostrando detalhes de mitocondrias arredondadas:
Mitocébndrias proximas as miofibrilas s&o indicadas por setas brancas. Outros
detalhes como a membrana externa € indicada por cabega de seta na cor preta.
Membrana interna (cabeca de seta branca). Crista e matriz mitocondriais sao

indicadas por asterisco. Barras = 200 nm.



45

Figura 10: (A) Eletronmicrografia mostrando nucleo (indicado por asterisco),
proximo as miofibrilas periféricas (cabega de seta branca) e pequena
mitocOndria arredondada. A seta branca destaca a relagdo proximal entre o
nucleo e as miofibrilas. (B) Nucleo da célula muscular em maior aumento,
mostrando ligagao com as miofibrilas (apontado por asterisco). Barras = 500 nm

(A); 200 nm (B).
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Figura 11: Eletronmicrografia de provavel célula satélite proximal ao nucleo e
algumas mitocondrias, intercaladas por miofibrilas. O asterisco indica a célula

satélite e a seta destaca o sarcolema. Barra = 500nm.
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Além disso, é possivel se ver uma célula que possui morfologia compativel
com a de uma célula satélite (Figura 11). Células satétiles sdo células quiescentes
capazes de, quando ativadas, participarem da regeneragédo muscular. Os nucleos
destas células sdo grandes em relagdo ao sarcoplasma. Estes nucleos tém, em
geral, areas de heterocromatina bastantes condendadas e caracterizam-se pela
auséncia de organelas no citoplasma. Sdo encontradas entre a lamina basal e a
membrana sarcoplasmatica.

Além do que se acredita ser uma célula satélite, outros elementos, s6 que
desta, componentes miofibrilares do tecido muscular do peixe-zebra podem ser
também visualizados na Figura 12. Seccgbes transversais da fibra muscular em
mostram detalhes da conformacdo dos filamentos de actina localizados nas
bandas | dos sarcdmeros (bandas claras) e dos filamentos espessos de miosina
nas bandas A dos sarcOmeros (bandas escuras). A classica descricdo da
superposi¢cao de filamentos finos de actina e filamentos espessos de miosina
encontram-se aqui bem caracterizada. Diferencas de densidades e
eletrondensidades caracterizam bem as bandas claras e as bandas escuras, como
pode ser visto na Figura 12A. Detalhes da distribuicdo do complexo protéico
actina-miosina podem ser analisados nas Figuras 12B e 12C. Pbéde-se notar
como os filamentos de actina estado arranjados ao redor de filamentos de miosina,
com pontes cruzadas estendendo-se entre eles (Figura 12D). O esquema (Figura

13) demonstra esta classica distribuicdo do complexo actina-miosina.
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Figura 12: (A-B-C) Cortes transversais de tecido muscular mostrando um padr&o
de periodicidade na regido das miofibrilas: Banda | — onde ocorre a distribuicao de
actina (cabecas de setas brancas). Banda A — onde ocorre a distribuicao de
miosina (cabegas de setas cinzas). (D) Detalhes da distribuigdo do complexo
protéico actina-miosina, onde se pode visualizar o arranjo de filamentos finos de
actina ao redor de filamentos espessos de miosina. Barras = 500 nm (A); 200 nm

(B); (C); 100 nm e 50 nm (D).

1 prm

Figura 13: Esquema da distribuicdo do complexo protéico actina-miosina: pontos
na cor rosa indicam a presenca de miosina. Pontos na cor azul representam as
moléculas de actina. Note na regido central que para cada molécula de miosina ha

seis de actina (adaptado de Lodish, 2000).



Figura 14: Microscopia optica de campo claro - Coloragao do tecido muscular do

peixe-zebra com verde de Janus: (A) Varias mitocéndrias alongadas e circulares
podem ser visualizadas nao somente na regiao periférica, bem como amplamente
distribuidas pelas fibras musculares (setas brancas) em corte longitudinal. (B-D)
Septos em chevrom (indicados com cabegas de setas amarelas). (C) Corte
longitudinal da fibra muscular. (C-D) Septos musculares. Secgdes transversal (E) e
longitudinal (F) do musculo esquelético do peixe-zebra. Setas branca e vermelha
indicam mitocéndrias e a periodicidade de estriagdes, respectivamente.

Barra = 10 um s&o equivalentes em A-B-D; 5 ym (C); 20 um (E-F).
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As imagens da Figura 14 foram obtidas por meio de microscopia de
campo claro. A visualizagdo de cortes longitudinais de tecidos musculares
congelados submetidos a coloragdo com verde de Janus permitiram a
observacao de mitocéndrias, as quais foram observadas intercaladas entre as
aglomeragbes dos miofilamentos do peixe-zebra em cortes transversais e
longitudinais de tecido muscular (Figuras 14A-14E). Septos em forma de
chevron (areas de tecido conjuntivo existentes entre as miofibrilas e em forma
de “V”) sado identificados pelas cabecgas de setas na cor amarelo (14B-14D). A
organizagao geral das miofibrilas (14C), bem como a preservagao do tecido e a

preservagao de estriagbes transversais (14F) estdo demonstradas.

Ja na Figura 15A, em um corte longitudinal do tecido muscular
submetido a coloragdo com hematoxilina-eosina, as bainhas e endomisio estao
densamente coradas e intercalando cada fibra muscular. Os nudcleos (mais
densamente corados) estdo distribuidos proximos a membrana. Estriacdes
transversais podem ser, nitidamente, observadas e demonstradas (Figura
15A). Em seccdo transversal do musculo, fibras musculares contendo
miofibrilas e nucleos de células musculares podem ser observados circundados

por bainhas endomisiais localizadas entre as fibras musculares (Figura 15B).
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Figura 15: Tecido muscular do peixe zebra com coloragdo com Hematoxilina-
Eosina: (A) As periodicidades das estriacdes transversais sédo indicadas pela
seta branca. (B) Seccao longitudinal. Nucleos periféricos densamente corados
(cabegas de setas vermelhas), e bainhas endomisiais circundando as fibras

musculares (cabecgas de setas em verde). Barra = 20 um.
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Figura 16: Periodicidade das estriagbes transversais na fibra muscular do peixe-
zebra vista através de coloragdo com azul de toluidina. (A) Fibras e septos
musculares. As cabegas de setas pretas indicam os septos. (B) A periodicidade

das estriagdes transversais encontra-se destacada pela seta. Barra = 10 um.
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Inicialmente, analisamos a preservacao da estrutura do tecido muscular
obtido a partir de espécimens adultos do peixe-zebra congelados com isopentano
(para detalhes, ver Materiais e Métodos). A periodicidade das estriagbes
transversais, tipica de fibras musculares esqueléticas, foi também encontrada com
ordenagado preservada na fibra muscular do peixe-zebra (Figura 16). Esta
periodicidade pode ser visualizada através de cortes congelados com 10 um de
espessura e corados com azul de toluidina (Figura 16B). Na Figura 16A podemos
observar a presenca de septos em forma de “V” entre as células musculares.
Estes septos s&o descritos como sendo regides constituidas por tecido conjuntivo
e que se intercalam entre as regides de tecido muscular estriado esquelético
(Costa et al., 2002).

Desta forma, os resultados obtidos por meio de microscopia optica de
campo claro e por meio de microscopia eletrénica de transmissao demonstram
que o material biolégico em estudo foi submetido a protocolos adequados a

preservagao do tecido muscular esquelético do peixe-zebra.

Apds o estabelecimento do protocolo de congelamento e criomicrotomia,
partimos para uma avaliagdo mais detalhada da expressdo e distribuicdo de
proteinas sarcomeéricas. Esta etapa realizou-se por meio de imunohistoquimica e
microscopia 6ptica, sendo iniciada pela avaliagdo de controles negativos (s6 com

a presenga de anticorpos secundarios) e autofluorescéncia.
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Figura 17: Imunofluorescéncias de tecido muscular com marcagbes de
anticorpos secundarios anti-IgG de camundongo (D) e anti-IgG de coelho (C)
ambos conjugados a rodamina. (A-B-C) marcagdes de anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo - (A) marcag¢des com a sonda DAPI foram feitas para
visualizagao de nucleos. (C) O tecido é observado por DIC nas extremidades
distais. (D-E-F) Marcagdes de anticorpo secundario anti-lgG de coelho —
visualizadas nas mesmas condicbes do anterior. Barras = 10 um s&o

equivalentes em todas as imagens.
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Figura 18: Controles: (A-B) marcagdes inespecificas e autofluorescéncias
foram identificadas através de visualizagao de fluoresceina (Flu), rodamina (Ro)
e ultravioleta (Uv) em cortes de tecidos lavados com PBS e incubados com
Borax, respectivamente. (C) Cortes de tecidos musculares bloqueados com
cloreto de amoénio (560 mM) foram observados em microscopia de fluorescéncia
nos trés filtros: marcacdes inespecificas e autofluorescéncias foram observadas
apenas através de visualizagcao de fluoresceina (Flu) e fraca na luz ultravioleta

(Uv). Barra = 10 um para todas as imagens.
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Iniciamos nova etapa e partimos entdo para os experimentos de
controles de possiveis marcagdes fluorescentes inespecificas (oriundas dos
anticorpos secundarios utilizados). Cortes congelados do tecido muscular do
peixe foram obtidos e submetidos as incubagdes onde somente os anticorpos
secundarios conjugados aos fluorocromos foram incubados (com omissao de
anticorpos primarios). Na Figura 17 é possivel observar dois cortes de musculo,
sendo um dos cortes (0 primeiro) incubado com anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado a rodamina (TRITC), com a sonda fluorescente DAPI
(que marca nucleos), e ainda observado por meio de contraste interferencial
diferencial (DIC). (Figuras 17A-17-B-17C). Ja o outro corte do tecido muscular
do peixe (o segundo) foi incubado com o anticorpo anti-lgG de coelho
conjugado a rodamina (TRITC), o qual também foi visualizado nas mesmas
condi¢gdes do primeiro. (Figuras 17D-17E-17F). Pode-se notar que o anticorpo
secundario incubado sem a presenca de anticorpo primario, mostra marcagao
fluorescente inespecifica, mas mantém a autofulorescéncia (Figura 17). Desta
forma, procedemos a testes com incubacdes com um coquetel de leite em po,
albumina bovina e soro fetal bovino, com a finalidade de eliminar marcagdes
fluorescentes inespecificas dos anticorpos secundarios. Os resultados mostram
que este coquetel praticamente eliminou este tipo de marcagédo indesejada.
Este coquetel de bloqueadores foi entdo incorporado ao protocolo de

marcacgdes imunofluorescentes de cortes de tecido muscular do peixe-zebra.

Para a obtencdo de resultados confiaveis, iniciamos a segunda etapa

com nossos controles dos experimentos de imunofluorescéncia com a analise
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de autofluorescéncia, bastante comum em tecidos musculares. Observamos
que o tecido muscular do peixe-zebra apresentava forte autofluorescéncia com
os filtros dicrdicos utilizados: verde, vermelho e ultra-violeta. Decidimos entédo

testar alguns reagentes ja descritos na literatura como sendo eficientes na
eliminagao desta autofluorescéncia: o bérax e o cloreto de amdnio (NH4CI).

Estes reagentes s&do descritos como capazes de bloquear sitios aldeidicos
livres, diminuindo-se ndo somente as marcagdes inespecificas, bem como
controlando a autofluorescéncia. Cortes congelados foram submetidos aos
seguintes testes: lavagem apenas com PBS (Figura 18A), ou apenas com o
bérax (Figura 18B), ou apenas com cloreto de aménio (Figura 18C). A analise
destes resultados nos mostrou que o cloreto de aménio foi satisfatério para o
controle da autofluorescéncia (Figura 18C). Ja o bdrax ndo mostrou efeito
quanto a eliminagdo da autofluorescéncia. Apesar de satisfatorio, salienta-se
que o cloreto de amoénio bloqueou a autofluorescéncia somente no filtro verde
equivalente a excitacdo de rodamina (TRITC), ndo sendo eficaz para o filtro
azul equivalente a excitacdo da fluoresceina (FITC). Assim sendo, em
consequéncias desses resultados estabeleceu-se o uso do cloreto de amdnia

como bloqueador de autofluorescéncia no filtro verde.

Iniciamos a terceira etapa com as marcagdes com anticorpos primarios
contra proteinas sarcoméricas para analise em microscopia de
imunofluorescéncia. A primeira proteina a ser estudada foi a desmina, que é um
marcador especifico de células musculares e faz parte dos filamentos

intermediarios do citoesqueleto.
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Ja foi descrito por nosso laboratério que a desmina aparece como
pequenos aglomerados em células jovens do musculo esquelético do peixe-
zebra (Costa et al., 2002). Confirmamos neste trabalho de dissertagcdo que a
desmina também pode ser observada em miofibrilas de fibras musculares do
peixe-zebra adulto, delimitando cada unidade sarcomérica de uma linha Z a
outra (Figura 19). Nas Figuras 19A-19D, podemos ver uma imunofluorescéncia
onde o anticorpo anti-desmina foi utilizado e esta proteina foi localizada em
estriagcdes transversais na regido de linhas Z (indicadas por setas brancas);
enquanto vemos o0s nucleos através da sonda fluorescente DAPI em azul
(Figuras 19B-19E). A sobreposicdo das imagens anteriores permite a
observacao de areas de co-localizagdo entre nucleos e as miofibrilas, as quais
sdo representadas pelas cabecas de setas na cor verde (Figuras 19C-19F). A
avaliacdo morfométrica foi realizada para cada proteina estudada e o grafico
(Figura 20) representa a preservagcdao de periodicidade das estriagdes
transversais da proteina desmina, bem como quantifica a distdncia média

(2,3mm) entre cada unidade sarcomérica.

Outras proteinas do citoesqueleto foram entao estudadas: a tropomiosina
(Figura 21), a troponina T (Figura 23), e a titina (Figura 25). Estas trés
proteinas foram observadas em estriacdes transversais no tecido muscular do
peixe-zebra adulto, integrando areas de bandas | de actina (setas brancas das

respectivas figuras citadas, anteriomente).
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Figura 19: (A-D) Imunofluorescéncias com anticorpo anti-desmina em estriacoes
transversais: as setas brancas indicam a presenca de desmina, intensamente
marcada, na Linha Z. (B-E) DAPI em azul denota a presencga de nucleos. (C-F)
Superposi¢ao das imagens anteriores, onde as cabegas de setas verdes indicam as

co-localizagdes. Barras = 10 um sao equivalentes para todas as imagens.

Figura 20: Grafico da periodicidade da marcagdo de desmina em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto. Distancia de um pico ao outro de cada sarcémero

=2,3 mm.
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Figura 21:
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Figura 21: (A) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-tropomiosina: Estriacbes
densamente marcadas na banda | s&o indicadas pela seta branca. (B) DAPI em
azul revela nucleos. (C) Superposicdo das duas imagens anteriores — as
cabecas de setas verdes indicam co-localizagbes. (D) DIC (cinza) em corte
longitudinal do tecido muscular do peixe. Barras = 10 um sao equivalentes para

todas as imagens.

Figura 22: Grafico da periodicidade da marcagao de tropomiosina em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto. Distancia entre um pico ao outro de cada

sarcémero = 1,9 mm.
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Tanto a tropomiosina como a troponina s&o proteinas que se associam a
filamentos de actina (bandas |) nos sarcémeros. Titina, entretanto, € uma proteina
multifuncional que se estende da linha M até a linha Z (conservando os filamentos
espessos de miosina. Nestas Figuras (21 e 23) podemos ver a marcacédo de
nucleos com a sonda DAPI em azul, DIC em cinza e a superposi¢cao dos campos

co-localizando os nucleos (cabegas de seta na cor verde).

Na Figura 25, a proteina titina é identificada em areas das jungdes das
bandas A e | (seta branca). Os nucleos sao revelados por DAPI em azul. A
avaliacdo morfométrica foi realizada para cada uma destas proteinas estudadas
e os graficos (Figuras 22-24-26) representam a preservagao de periodicidade
das estriagbes transversais pela distribuicdo das proteinas tropomiosina,
troponina T e titina, bem como quantificam a distancia média (1,9; 2,2; 1,6mm,

respectivamente) entre cada unidade sarcomérica.

A proteina nebulina foi expressa também em areas de estriacoes
proximas ao sarcolema, indicada pela seta branca (Figura 27A), em estriagcbes
proximas aos septos musculares, identificada pela seta verde (Figura 27D), e
marcada com bastante evidéncia (seta azul) no meio da fibra muscular (Figura

27G).

Alfa-actinina, um dos principais componentes da linha Z de miofibrilas,
tem a capacidade de interagir com varias proteinas, como a actina e a desmina

foi também estudada como descrito a seguir.



66

A
-
C
-

2,2 mm

88.3

Gray Value

71.8

0.0 Distance (um) 101



67

Figura 23: (A) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-troponina T. Estriagbes
(seta branca) marcadas na banda I. (B) DAPI em Azul e (C) DIC em cinza da
mesma regido da figura anterior. (D) Superposicdo das imagens anteriores,
onde a cabega de seta verde indica a co-localizagao. Barra = 10 um para todas

as imagens.Barras = 10 um s&o equivalentes para todas as imagens.

Figura 24: Grafico da periodicidade da marcagao de troponina T em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto. Distancia entre um pico ao outro de cada

sarcoémero = 2,2 mm.
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Figura 25: (A) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-titina em tecido muscular
do peixe-zebra adulto: As jungdes das bandas A e | marcam para titina (seta).
(B) DAPI em azul demonstra nucleos. Barras = 10 um sao equivalentes para

todas as imagens.

Figura 26: Grafico da periodicidade da marcagéao de titina em cortes de musculo
de peixe-zebra adulto. Distancia entre um pico ao outro de cada sarcémero =

1,6 mm.
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Na Figura 29A, encontramos a alfa-actinina marcando estriagbes na
regido de linhas Z em corte longitudinal do musculo de peixe-zebra adulto (seta
branca), possivelmente se ligando a flamentos de actina e de desmina. DAPI em
azul revela nucleos, a co-localizagao deste pela superposicdo de imagens
(cabecas de setas branca) e DIC em cinza mostra a estrutura geral do tecido
(Figuras 29B-C-D, respectivamente). Os graficos (Figuras 28-30) representam
as periodicidades das proteinas nebulina e alfa-actinina com medidas para cada

uma destas iguais a 2,1 e 1,7 mm, respectivamente.

A proxima proteina analisada no musculo do peixe-zebra foi a miosina. A
Figura 31A mostra a presenca da proteina miosina do tipo Il em estriagbes
sarcoméricas localizadas nas bandas A (local onde sdo encontrados os
filamentos grossos de miosina — ver seta branca). Os nucleos sao visualizados

pela sonda DAPI em azul (Figura 31B).

Depois de localizarmos a miosina no musculo do peixe, decidimos
estudar a possivel presenca de isoformas de miosina rapida e lenta neste tecido
para entender mais de sua fisiologia contratil. A Figura 33A corresponde a
imunofluorescéncia com anticorpo anti-miosina rapida e mostra esta isoforma
protéica da miosina do tipo Il também presente em bandas A de estriacbes
transversais sarcoméricas (seta branca). O DAPI em azul revela os nucleos
(Figura 33B). Sobreposicdo das imagens anteriores co-localizam os nucleos
(cabega de seta amarela na Figura 33 C) e em cinza observamos o DIC

(Figura 33D) em cortes longitudinais do musculo de peixe-zebra adulto.



1834

GrayValue

1346

2.1 mm

0.0

Distance (um)

10.1

71




72

Figura 27: (A) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-nebulina. A seta branca
indica marcagdes de estriagbes proximais ao sarcolema. (B-E-H) DAPI em azul
revela nucleos. (C-F-1) Superposicdo de duas imagens com marcagbes com
nebulina — note que as cabecgas de setas amarelas indicam co-localizagdes em C.
(D) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-nebulina. Estriagdes proximais ao
septo muscular (indicado pela seta verde) estdo bem marcadas. (G)
Imunofluorescéncia com anticorpo anti-nebulina - a seta azul indica marcagoes
de estriagbes no meio da fibra. Barras = 10 um s&o equivalentes para todas as

imagens.

Figura 28: Grafico da periodicidade da marcacédo de nebulina em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto. Distancia de um pico ao outro de cada sarcbmero

=2,1 mm.
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Figura 29: (A) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-alfa-actinina sarcomerica.
A seta indica presencga de anti-alfa-actinina na Linha Z. (B) DAPI em azul revela
nucleos. (C) Superposi¢cao das duas imagens anteriores — as cabecas de setas
brancas indicam co-localizagdes. Barras = 10 um sao equivalentes para todas
as imagens. (D) DIC (cinza) de corte longitudinal do musculo de peixe-zebra

adulto.

Figura 30: Grafico da periodicidade da marcagao de alfa-actinina em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto. Distancia de um pico ao outro de cada

sarcomero = 1,7 mm.
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Figura 31: (A) Imunofluorescéncia com anticorpo anti-miosina tipo Il. A seta
branca indica presenga de miosina do tipo Il nas estriagdes sarcoméricas da
banda A. (B) DAPI em azul revela nucleos. Barras = 10 um sao equivalentes
para todas as imagens.

Figura 32: Grafico da periodicidade da marcagcao de miosina tipo Il em cortes de

musculo de peixe-zebra adulto. Distdncia de um pico ao outro de cada

sarcébmero = 2,0 mm.
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Figura 33: Imunofluorescéncia com anti-miosina tipo Il rapida: a isoforma foi
encontrada na banda A, integrando o padrdo de fibras de contragdes rapida e
lenta — indicada pela seta branca. (B) DAPlI em azul revela nucleos. (C)
Superposi¢cao das duas imagens anteriores — a cabeca de seta amarela indica co-
localizag&o. Barras = 10 um sdo equivalentes para todas as imagens. (D) DIC em

corte longitudinal do musculo de peixe-zebra adulto. Barra = 10 um.

Figura 34: Grafico da periodicidade da marcacao de miosina tipo Il em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto. Distancia de um pico ao outro de cada sarcémero

=1,8 mm.
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Os graficos (Figuras 32-34) demonstrando a periodicidade da marcagao
de miosina tipo Il e de sua isoforma, a miosina do tipo Il rapida, em cortes de
musculo de peixe-zebra adulto representam a distancia entre um pico ao outro

de cada sarcomero igual a 2,0 para a primeira € 1,9 mm para a esta ultima.

Na Figura 35, podemos ver em corte transversal e semi-fino do tecido
muscular, diferentes tipos de fibras musculares esqueléticas coradas com azul
de toluidina. Este material biologico foi polimerizado em resina hidrofébica e
observado em microscopia de campo claro. Os diferentes tipos de fibras
correspondem as diferencas de isoformas protéicas e de atividade contratil,
onde permite-se diferenciar as fibras mais escuras (de contragdo rapida) das

fibras musculares mais claras (de contragao lenta).

Nestas etapas houve a tentativa de analisar a periodicidade das estriagdes
encontradas nas nossas marcagdes de proteinas sarcoméricas, a fim de
conhecermos os padrbes de distribuicdo de cada uma destas proteinas no
musculo do peixe-zebra. A miofibrila é cilindrica, possui de 1 a 2 um de diametro,
enquanto que cada unidade sarcomérica que a compde possui aproximadamente
2,2 um de comprimento (Caiozzo, 2002). De posse de nossos resultados de
imunofluorescéncias, fizemos graficos (para maiores detalhes, ver graficos) que
representassem a periodicidade de marcagao de cada proteina. Nesses graficos
demonstramos que as periodicidades das proteinas alfa-actinina e desmina foram
equivalentes as distancias entre linhas Z e que as marcacbes das proteinas
tropomiosina e troponina T foram equivalentes as periodicidades de bandas | dos

sarcOmeros. Ja a proteina miosina Il, bem como sua isoforma, mostraram
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periodicidades compativeis com bandas A dos sarcémeros. Foram feitas medidas
entre dois picos consecutivos em cada um dos graficos. Estas medidas revelaram
valores na faixa de 1,7 a 2,3 um de periodicidade destas diferentes proteinas
sarcomeéricas.

Para melhor organizar os dados encontrados referentes a distribuicdo
destas proteinas uma tabela foi elaborada detalhando o nome da proteina, o local
onde a mesma foi expressa nos cortes do tecido muscular do peixe-zebra em

nossos experimentos (Tabela 5).
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Figura 35: Coloragéo com azul de toluidina de um corte semi-fino e transversal de
musculo visualizado por microscopia éptica de campo claro. Diferentes padroes de
coloragdes revelam diferengas de fibras de contragdes rapida e lenta.

Barra = 20 um.



81

Proteinas Identificadas no Média da
Tecido Muscular do Peixe- Local Periodicidade de
zebra Adulto Estriacées (mm)
Desmina Linha Z 2,3
+1,0
Tropomiosina Banda | 1,9
+- 1,1
Troponina T Banda | 2,2
+- 1,1
Titina Juncgdes de Banda A e | 1,6
+-0,8
Estriacbes préximas +-10
Nebulina 1,7 ’
sarcolema, septo,
meio da fibra
Alfa-actinina Linha Z 1,7
+-1,0
Miosina do tipo |l Banda A 2,0
+14
Miosina do tipo Il rapida Banda A 1,8 ‘4
+- 1]

Tabela 5: Padrées de proteinas identificadas no tecido muscular do peixe-zebra:
resumo referente a distribuicdo de proteinas identificadas no tecido muscular do
peixe-zebra adulto, local e média das distancias (a partir da linha Z) das

periodicidades de estriacbes sarcoméricas.
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V — DISCUSSAO

Este estudo de dissertacdo concentrou-se em uma analise morfologica
detalhada do sistema miofibrilar de musculo esquelético de peixe-zebra adulto,
através de microscopia Optica de campo claro, microscopia de fluorescéncia, bem
como microscopia eletrdbnica de transmissdo. Algumas caracteristicas da
miogénese no embrido do peixe-zebra ja foram descritas (Costa et al., 2002;
Costa et al., 2003), entretanto, no peixe adulto alguns detalhes necessitavam de
estudos e foram entéo investigados neste trabalho.

Além do sistema contratil, o sistema mitocondrial foi também estudado nesta
dissertagao. Isto porque o aparato contratil € dependente de um aporte energético
que vem das mitocondrias. O papel das mitocdndrias na producéo de energia sob
a forma de moléculas de ATP ja € bem estabelecido. Sdo também numerosos os
estudos que demonstram o envolvimento do citoesqueleto durante o movimento e
a localizagao mitocondrial (Suelmamm e Fischer, 2000). Milner e colaboradores
(2000) sugerem em seus estudos que ha uma associagado entre a proteina dos
filamentos intermediarios desmina e as mitocéndrias em musculo esquelético.
Esses estudos evidenciaram que nas fibras do musculo esquelético, as
mitocéndrias estdo localizadas em pares na linha Z do sarcémero (em toda
extensdo da miofibrila), diferentemente dos arranjos mitocéndrias encontrados na
musculatura cardiaca, os quais estao localizados entre as miofibrilas. No musculo
estriado, os filamentos de desmina contornam a linha Z e, possivelmente, tém

papel na localizagdo de mitocondrias entre as miofibrilas (Capetanaki e Milner,
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1998). Nos experimentos desta dissertacdo observamos mitocondrias amplamente
distribuidas tanto em regides periféricas como em regides mais centrais
intercaladas entre os miofilamentos do tecido muscular do peixe adulto. Outro
resultado bastante interessante foi o de identificarmos particularidades do reticulo
sarcoplasmatico, como as cisternas terminais granulares integradas aos tubulos T,
formando a triade muscular no peixe.

Recentes estudos de nosso laboratério demonstraram que os filamentos
intermediarios de desmina estdo associados estavel e firmemente a superficie
nuclear de células musculares de embrido de galinha cultivadas in vitro
(Mermelstein et al., 2006). Sob circunstancias normais, em ratos, o musculo
esquelético do adulto € um tecido que apresenta poucos nucleos (Rudnick et al.,
2004). N6s constatamos também poucos nucleos nas células musculares maduras
do peixe-zebra, e esses nucleos pos-mitéticos estavam localizados na periferia de
fibras musculares.

Um dos achados mais interessantes obtidos neste trabalho foi a observagcao
de uma célula com morfologia semelhante a uma célula satélite no musculo do
peixe-zebra. Estas células estavam proximas ao nucleo da célula muscular,
adjacente a lamina basal e com perfil de heterocromatina condensada (que
refletem sua quiescéncia mitética). Ja foram descritas células satélites residentes
no tecido muscular de ratos (Rudinick & Seale, 2000; Goldring, 2002 et al.,) e de
camundongos adultos (Rudnick et al., 2004).

As estriacbes das miofibrilas podem ser facilmente observadas por
microscopia de luz, onde as faixas claras (isotropicas) e escuras (anisotropicas) se

alternam (Clark et al., 2004). Identificamos através de microscopia optica o padrao
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de periodicidade de miofibrilas. Ja os septos de tecido conjuntivo aparecem sob a
forma de “V” no tecido muscular do peixe-zebra adulto. Foi possivel nesta
dissertacdo a observacédo de detalhes ultra-estruturais das miofibrilas, como os
filamentos de actina organizados ao redor dos filamentos de miosina em pontes
cruzadas no musculo do peixe, através de microscopia eletrénica de transmisséo.
A caracterizagdo da distribuicdo de proteinas em estriagdes transversais
sarcoméricas da miofibrila, em nossos experimentos preliminares, foi um critico
problema em func¢do da autofluorescéncia enddégena (comum em musculo), bem
como possiveis marcagoes inespecificas atribuidas aos anticorpos secundarios.
Inimeros sao os estudos referentes a exploracdo de causas da autofluorescéncia
presente em tecidos. Moléculas enddgenas e, naturalmente, presentes em tecidos
animais ou ndo estao associadas a autofluorescéncia como flavinas (concentradas
em mitocdncrias, citoplasma e em outras membranas); NADPH (co-fatores do
metabolismo, concentrados em mitocéndrias e presentes no citoplasma); colageno
e elastina (concentradas em tecido conjuntivo); lipofuscina (pigmento granular
acumulado em varias células); residuos de aminoacidos como triptofano, tirosina e
fenilalanina (co-fatores do metabolismo, concentrados em mitocédrias e presentes
no citoplasma) entre outras moléculas (Billinton & Knight, 2001). Para uma melhor
distincdo entre marcacdes especificas e autofluorescéncia, alguns estudos
sugerem uma analise por microscopia confocal a laser conjugada a avaliagéao
espectral (Billinton & Knight, 2001; Goodell et al., 2004), reconstru¢ao
tridimensional (Tokumasu & Dvorak, 2003) ou o tratamento quimico para reduzir a
autofluorescéncia e possibilitar a visualizagdo dos antigenos (Gabel & Neumann,

2002). Reagentes quimicos como o bérax (Clancy & Cauleer, 1998), a
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estreptavidina, a avidina e a biotina (Tokumasu & Dvorak, 2003), e o acetato de
amonio (Schnell et al., 1999) foram utilizados e demonstraram serem eficazes
para o controle de autofluorescéncia enddgena. As caracterizagdes das
distribuicbes de proteinas e suas respectivas marcacoes em areas de estriacoes
transversais especificas e a preservacdo da periodicidade das mesmas nas
miofibrilas do peixe-zebra foram as etapas mais criticas para a obtencdo de
resultados confiaveis. A utilizagdo de microscopia confocal conjugada a analise
por meio de grafico espectral foi uma estratégia utilizada, mas pouco viavel em
nossos experimentos para distinguir a autofluorescéncia no musculo do peixe. A
imunohistoquimica indireta com o uso de anticorpos secundarios marcados com
peroxidase e com o complexo estreptavidina-avidina-biotina ndo demonstrou
resultado conclusivo em nossas experiéncias. Além disso, nossos resultados de
marcagoes demonstraram que as laminas contendo cortes congelados submetidos
as lavagens somente com (PBS) e/ou com o bérax ndo foram satistatorios para a
eliminagdo de autofluorescéncia enddégena, quando observadas nos trés filtros
dicroicos azul, verde e U.V. Entretanto, demonstramos que o cloreto de amonio foi
eficaz na eliminacdo de autofluorescéncia, apenas no filtro equivalente da
excitagdo da rodamina (TRITC) no musculo do peixe. Foi demonstrado na
literatura que um subconjunto especifico de fibras do musculo esquelético tibial
anterior de rato exibe um nivel elevado de autofluorescéncia, quando visualizadas
no filtro equivalente da excitagdo da fluoresceina (Goodell et al., 2004).
Acreditamos que a atividade de NADH presente em tipos de fibras oxidativas e
glicoliticas, possivelmente interfira na autofluorescéncia que observamos no filtro

para fluoresceina. Porém, através de experimentos com o uso de cloreto de
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amonio seguido de coquetel com leite em po, albumina bovina e soro fetal bovino
conseguimos eliminar a autofluorescéncia no canal de excitagdo rodamina e ainda
eliminar marcagdes inespecificas dos anticorpos secundarios. De posse dos
resultados obtidos padronizamos o protocolo para controle de possiveis
marcagbes inespecificas e de autofluorescéncia e prosseguimos com as
marcagdes com 0s anticorpos primarios contra proteinas sarcoméricas e do
citoesqueleto.

E importante ressaltar que n&o foi possivel neste trabalho de dissertacdo a
realizagdo de experimentos de dupla marcagédo em imunofluorescéncia de cortes
de tecido muscular, uma vez que sO6 podiamos utilizar anticorpos secundarios
marcados com rodamina (devido ao problema de autofluorescéncia no canal de
fluoresceina). Desta forma, ndo foi possivel correlacionar e comparar em um
mesmo experimento marcagdes para duas proteinas.

Iniciamos nossas marcagdes com a analise da proteina dos filamentos
intermediarios desmina. Filamentos intermediarios de desmina sao especificos de
tecidos musculares (ver revisdo por Costa et al., 2004). A principal fungdo da
desmina € relacionada a um papel estrutural no musculo, integrando as linhas Z
dos sarcébmeros (Lieber et al., 2004). Em camundongos transgénicos, sem
expressdao de desmina, foram detectados defeitos severos em mitocondrias nos
diferentes tipos de fibras musculares (Milner et al., 2000). Sao descritas interagdes
entre a desmina e estruturas subcelulares, como os costameros (Ervasti, 2003), os
nucleos (Mermelstein et al., 2006) e as linhas Z (Costa et al., 2004). Em nossos
experimentos identificamos a desmina nas linhas Z do musculo esquelético do

peixe-zebra adulto, possivelmente associada a proteina alfa-actinina.
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Alfa-actinina, proteina associada a actina, é descrita na literatura como
estando presente nas linhas Z de células de musculo estriado esquelético de
(Costa et al., 2004), sendo imprescindivel para a miofibrilogénese. Em tecidos de
mamiferos, aves e peixes, a alfa-actinina foi preservada evolutivamente.
Demonstramos a presencga de alfa-actinina marcando estriagbes nas regides de
linhas Z em cortes longitudinais do musculo do peixe-zebra adulto.

A seguir partimos para a investigacdo de duas proteinas acessorias da actina:
a tropomiosina e a troponina. A tropomiosina € uma proteina estrutural conjugada
a actina que possui varias isoformas especificas para varios tecidos, inclusive em
humanos e em ratos (Perry, 2001). Perturbagdes na expressado de isoformas de
tropomiosinas induzem a anormalidades cardiacas severas, incluindo disfuncao da
contratilidade (MacGowan et al., 2001). Em camundongos transgéncios, a
mutagao de alfa-tropromiosina lenta afeta a maturacao, a hipertrofia e a forga do
musculo (Hardeman et al., 2000). Foi descrito em trabalho anterior de nosso
laboratorio, que embrides do peixe-zebra apresentam as proteinas tropomiosina e
troponina estriadas desde os somitos mais jovens (Costa et al., 2002). Nossos
achados destacam a marcagao expressiva do anticorpo anti-tropomiosina
sarcomérica em estriacbes de bandas | dos sarcomeros do peixe-zebra adulto.
Betto e colaboradores (2007) demonstraram que isoformas destas proteinas
contribuem para a funcéo contratil no musculo soéleo de rato. Ja a troponina é uma
proteina associada a actina e tem um papel regulatério no musculo estriado.
Existem 3 isoformas de troponina no musculo: a C (responsavel pela regulagao de
calcio), a | (com funcgao inibitéria da ligagcéo da actina a miosina) e a T (que se liga

a tropomiosina). Mutagdées em isoformas de troponina T humana e ratos foram
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associadas a ocorréncias de cardiomiopatias (Takahashi-Yanaga et al., 2001;
Brotto el al., 2006). Trabalhos anteriores de nosso laboratorio (Costa et al., 2002),
demonstraram que a troponina T apresenta-se estriada em embrides de peixes,
em contraste com sua organizagao mais tardia em miofibrilas observadas in vitro.
Nos confirmamos a presencga da proteina troponina T no tecido muscular do peixe-
zebra adulto, integrando as bandas | dos sarcomeros. Neste trabalho de
dissertacao, identificamos as duas proteinas em estriagdes transversais no tecido
muscular do peixe-zebra adulto, integrando areas de bandas | de actina.

A proxima proteina que estudamos foi a titina, uma proteina gigante e
multifuncional presente em tecidos musculares. Ela se distribui nos sarcémeros
desde a linha média (linha M) até as linhas Z, ou seja, preenchendo toda a
extensdo do sarcomero. Foi descrito que mutantes para titina no peixe-zebra
causam miopatias semelhantes aquelas vistas em humanos (Xu et al., 2002).
Neste trabalho, comprovamos a presenga de titina em areas de estriagbes
sarcomeéricas compativeis com a extensao da linha M até a linha Z no musculo do
peixe-zebra adulto.

Além da titina, existe outra proteina gigante do musculo: a nebulina. Nebulina
participa da regulagdo do comprimento do sarcomero durante o acoplamento da
tropomiosina na superficie da actina (Lukoyanova et al., 2002). Isoformas de
nebulina foram observadas em cardiomiécitos de galinha, rato, carneiro e boi
(Ogut et al., 2003). Em nossos resultados observamos a presenga de nebulina em
areas de estriacbes proximas ao sarcolema, em estriagdes préximas aos septos

musculares e marcadas com bastante evidéncia no meio da fibra muscular.
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Por fim estudamos a presenca de miosina do tipo Il, que é a miosina
convencional presente em células musculares. A miosina € uma das principais
proteinas presentes nos sarcébmeros e ela se localiza nas bandas A. Nés
confirmamos a presenca de miosina em areas sarcoméricas de bandas A.
Resolvemos também investigar a presenga no musculo do peixe de isoformas
tipicas de fibras musculares rapida. Localizamos a isoforma de miosina rapida em
cortes longitudinais do musculo do peixe em areas que correspondem as bandas
A de estriagdes transversais sarcoméricas. Existem tipos de fibras musculares que
sao classificadas quanto a sua fisiologia contratil: fibras mais escuras sao as de
contracao rapida das fibras musculares e fibras mais claras sdo as de contragao
lenta. Estas diferengas correspondem as diferengcas de isoformas protéicas (ndo
s6 da miosina) e de atividade contratil. A identificagcdo de fibras rapidas nos
nossos cortes de musculo esquelético de peixe-zebra adulto sugere que estes
cortes devam ser de tecido muscular mais profundo do peixe, pois ja foi descrito
que fibras lentas no musculo do peixe-zebra sdo as mais superficiais e as fibras
rapidas sao as mais profundas (Roy et al., 2001). No futuro tentaremos obter
cortes mais superficiais do musculo do peixe para podermos ter os dois tipos de
fibras e poder assim comparar a expressao de diferentes proteinas em fibras
rapidas e lentas.

E importante também ressaltar que ao analisarmos a periodicidade das
marcagbes de proteinas sarcoméricas através de graficos, foi possivel
confirmarmos que as proteinas estudadas se apresentaram todas com padrdes

compativeis com os esperados para suas localizagbes nas miofibrilas, ou seja,
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todos repetitivos e com os distanciamentos (a partir da linha Z) previstos para

cada proteina.
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VI — CONCLUSOES

1 - Foi possivel nesta dissertagdo obter um protocolo de fixagdo do musculo
esquelético do peixe-zebra com isopentano refrigerado em nitrogénio liquido
preservando-se a estrutura das miofibrilas, possibilitando assim o estudo da

periodicidade de estriacdes transversais sarcoméricas;

2 - Bloqueios de sitios aldeidicos livres e inibicdo de marcagdes inespecificas
foram imprescindiveis ao estudo da presenca e distribuicdo de proteinas

sarcomeéricas e do citoesqueleto no musculo do peixe-zebra;

3 - A autofluorescéncia foi uma limitagao para a realizacdo de duplas marcacdes

de fluorescéncia nesse modelo bioldgico;

4 - Foram observadas mitocondrias amplamente distribuidas no sarcoplasma do

peixe-zebra adulto;

5 - Septos de tecido conjuntivo em forma de chevron (“V”) puderam ser

evidenciados com clareza no tecido muscular do peixe-zebra;

6 - Foram vizualizados por meio de microscopia eletronica: reticulo

sarcoplasmatico, tubulos T e triades nos cortes de musculo do peixe-zebra;

7 - Observamos que as células musculares maduras apresentam poucos

nucleos e estes se encontram distribuidos perifericamente;

8 - Sugerimos a presenga de poucas células satélites com heterocromatinas

condensadas tipicas de células quiescentes;
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9 - Detalhes da disposicao espacial dos filamentos de actina e de miosina foram

visualizados por microscopia eletrénica de transmisséao;

10 - A proteina dos filamentos intermediarios desmina foi observada na linha Z

de miofibrilas no musculo do peixe adulto;

11 - A proteina alfa-actinina foi localizada na linha Z de miofibrilas,

possivelmente, interconectando os microfilamentos a esta estrutura;

12 - As proteinas troponina T e tropomiosina foram localizadas integrando as

bandas | das miofibrilas;

13 — Nebulina foi demonstrada nas estriagbes proximais ao sarcolema, bem

como no meio da fibra e nas estriagdes proximais ao septo;

14 — Titina foi encontrada em areas de estriacbes sarcoméricas compativeis com

regides de jungdes entre bandas A e |.
15 - Miosina do tipo Il foi encontrada em bandas A;

16 - A isoforma de miosina de fibras do tipo rapido foi localizada nas banda A,
sugerindo a presenga de fibras rapidas nos nossos cortes de tecido muscular do

peixe-zebra;
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VIl - PERSPECTIVAS

1. Estabelecer um protocolo para o controle de ligagdes inespecificas e

autofluorescéncia para o canal de emissao/excitagao de fluoresceina;

2. Avaliar tridimensionalmente os resultados por meio de microscépio Optico

confocal;
3. Obter cortes ultrafinos viaveis para imunomarcagodes;

4. Quantificar a area ocupada por mitocéndrias no musculo esquelético do peixe-

zebra adulto;

5. Quantificar os nucleos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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