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Resumo 

 A gangliosidose GM1 é um distúrbio de armazenamento lisossômico autossômico 

recessivo raro com alta prevalência no Brasil (1:17 000). A diminuição da atividade da enzima 

β-galactosidase leva à deposição de gangliosídeos GM1 dentro dos lisossomos. O presente 

estudo teve como objetivo inibir a atividade do gene glb1em zebrafishutilizando a técnica do 

morfolino. Foram utilizados testes de hibridização in situ X-gal e whole-mount para 

confirmar a atividade de β-galactosidase em larvas com 72, 96 e 120 hpf que foram 

previamente micro-injectadas com oligos morfolinos e controle de desacoplamento. Os 

resultados foram comparados a grupos controles selvagem e mismatch. A formação óssea 

foi avaliada pelo azul de Alcian e testes de alizarina, além de análise comportamental feita 

pelo teste de toque evocado, sendo os resultados analisados por Kruskal-Wallis. Todos os 

experimentos mostraram ausência de β-galactosidase no sistema nervoso central e um 

retorno gradual à expressão gênica normal após 96 hpf. A displasia óssea foi evidente a 

partir de 96 hpf, assim como a letargia aparente dos animais microinjetados com morfolino, 

que pode ter ocorrido devido a um comprometimento neurológico juntamente com as 

malformações fenotípicas avaliadas, compreendendo fronte protusa, extensão diferenciada 

do saco vitelínico e malformação de cauda. Estes resultados confirmam a funcionalidade do 

oligo e que o zebrafish pode representar um modelo animal viável para o estudo da 

gangliosidose GM1. 

 

Palavras-chave: Gangliosidose GM1; beta-galactosidase; morfolino; zebrafish. 



Abstract 

GM1 gangliosidosis is a rare autosomal recessive lysosomal storage disorder with 

high prevalence in Brazil (1:17 000). The decreased enzymatic activity of β-galactosidase 

leads to GM1 ganglioside deposition inside the lysosomes. The present study aimed to 

knockdown the glb1 gene activity in zebrafish using the morpholino technique. X-gal and 

Whole-mount in situ hybridization tests were used to confirm β-galactosidase activity at 72, 

96 and 120 hpf larvae that were microinjected with morpholinos oligos, compared to 

mismatch and wild type control. The bone formation was evaluated by Alcian blue and 

alizarin tests, and behavioral analysis was performed by the touch-evoked test. Resultswere 

analyzed by Kruskal-Wallis. All experiments showed absence of β-galactosidase in the central 

nervous system and a gradual return to normal gene expression after 96 hpf. Bone dysplasia 

was evident from 96 hpf, as well as the apparent lethargy of the animals microinjected with 

morpholino, which may have happened due to a neurological impairment together with the 

evaluated phenotypic malformations, which included frontal bossing, abnormal yolk 

extension, and tail malformation. These results confirm the functionality of the oligo and 

that zebrafish may represent a viable animal model for the study of GM1 gangliosidosis. 

 

Key words: GM1 gangliosidosis; beta-galactosidase; morpholino, zebrafish. 
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1. Introdução 

1.1. Erros Inatos do Metabolismo 

 Os erros inatos do metabolismo (EIM) formam um grupo de doenças genéticas 

relacionadas a alterações em processos bioquímicos de uma via metabólica conhecida do 

organismo, sendo a maioria monogênica e de herança autossômica recessiva, em geral com 

apresentação clínica heterogênea1,2. 

 A maioria dos EIM se manifesta na faixa etária pediátrica, mas o início dos sintomas 

pode ocorrer em qualquer idade. O fenótipo de cada uma das doenças é uma consequência 

da deficiência de proteínas catalíticas ou transportadoras, que pode provocar a ausência de 

um produto esperado, o acúmulo de substrato da etapa anterior à interrompida ou o 

surgimento de uma rota metabólica alternativa (Figura 1)1,2. 

 

 

Figura 1: Possíveis consequências resultantes de mutações que afetam uma via metabólica hipotética normal 

representada pela substância precursora A, produtos intermediários B e C, produto final D e produtos 

intermediários E a G. 1) Defeitos em transportadores; 2)Defeito enzimático ocasionando o acúmulo de 

substrato e(ou) deficiência dos produtos intermediários e finais; 3) Surgimento de rota metabólica secundária, 

geralmente resultando em produtos alternativos tóxicos; 4) Inibição deficiente do produto A por feedback 

negativo devido a ausência do subproduto C. 5) Ausência ou diminuição da atividade de enzimas lisossômicas e 

acúmulo do produto D que pode ocasionar posterior ruptura da membrana dos lisossomos. (Adaptado de 

Clarke, 2006). 
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 Até o momento mais de 550 doenças metabólicas foram descritas. Se consideradas 

de maneira isolada, a incidência de cada uma delas é rara, como por exemplo, a 

homocistinúria (1:200.000 a 350.000). Porém, em conjunto, a frequência dos distúrbios se 

torna mais expressiva (1:1.000)3. 

 Tratando-se de doenças distintas, os EIM têm diversas classificações e podem ser 

agrupados de acordo com suas características fisiopatológicas e fenótipo clínico4. 

 Grupo I: erros inatos do metabolismo intermediário que provocam o acúmulo 

progressivo de produtos tóxicos.  

 Grupo II: deficiência na produção ou utilização de energia.  

 Grupo III: distúrbios de síntese ou catabolismo de moléculas complexas. 

 Todas as doenças que compõe o grupo I (aminoacidopatias, acidúrias orgânicas, 

defeitos congênitos do ciclo da ureia, intolerância a açúcares, erros inatos do metabolismo 

de metais e porfirias) não interferem no desenvolvimento embrio-fetal e apresentam 

sintomas de intoxicação que podem ser agudos (vômito, coma, falência hepática, 

complicações tromboembólicas) ou crônicos (baixo ganho ponderal, atraso no 

desenvolvimento neurológico, luxação de cristalino e cardiopatia). De um modo geral, os 

sinais clínicos se expressam tardiamente, mas são intermitentes. Em sua maioria, as doenças 

desse grupo são tratáveis por meio da remoção emergencial e imediata da toxina, por esse 

motivo a terapia nutricional é a base do tratamento, mas também podem ser utilizados 

medicamentos que auxiliam na desintoxicação além de doses farmacológicas de vitaminas4. 

 As condições que pertencem ao grupo II (acidemias láticas, hiperinsulinemia, 

distúrbios de oxidação dos ácidos graxos, da glicólise, do metabolismo de glicogênio e da 

gliconeogênese) podem ser divididas em doenças mitocondriais e citoplasmáticas, sendo os 

defeitos mitocondriais mais graves e normalmente sem tratamento. Geralmente interferem 

nodesenvolvimento embrio-fetal e originam dismorfismos, displasia e malformações4,5. 

 Em contrapartida, as doenças que pertencem ao grupo III apresentam sintomas 

permanentes, progressivos, independente de eventos intercorrentes e não relacionados 

com a alimentação. Várias estratégias de tratamento através de transplante de células ou de 

órgãos foram testadas, algumas bem sucedidas, mas muitos estão em fase experimental. 

Dentro desse grupo encontram-se os erros inatos de síntese do colesterol, alterações de 

processamento e tráfico intracelular, distúrbios peroxissômicos e as doenças de depósito 

lisossômico (DDL)4.  
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1.2. Doenças de depósito lisossômico 

 As DDL são um grupo de condições resultantes de mutações genéticas herdadas que 

afetam genes codificadores de hidrolases lisossômicas, proteínas de membrana ou 

ativadoras, alterando dessa maneira a homeostase dos lisossomos. A principal característica 

desse grupo de doenças é o acúmulo progressivo de macromoléculas não digeridas6,7. 

 A causa da patogênese varia de acordo com algumas características da enzima 

lisossômica alterada, entre elas a sua atividade residual, a caracterização bioquímica das 

macromoléculas armazenadas e também o tipo celular em que esse acúmulo ocorre. Esses 

fatores influenciam diretamente a idade de início dos sintomas e o fenótipo apresentado 

pelos pacientes7. 

 Quase dois terços de todos os pacientes com DDL apresentam pelo menos algum 

envolvimento neuronal8, que tem início com inflamação e posterior neurodegeneração em 

uma região específica do cérebro antes de todo o sistema nervoso central ser afetado7,9,10. 

Essas alterações iniciais podem ser, por exemplo, distrofia neuroaxonal, meganeurite ou 

dendritogênese ectópica11,12,13.  

 A apresentação clínica é heterogênea, principalmente porque os sintomas 

neurológicos e sistêmicos começam em momentos diversos e progridem em ritmos 

diferentes, mas, de um modo geral, problemas na visão estão entre os sinais neurológicos 

mais precoces7. Com exceção de casos em que ocorre deposição precoce em ossos e 

cartilagens, a maioria dos pacientes afetados por DDL são normais ao nascimento. 

Geralmente, os sintomas causados pela neurodegeneração têm início durante a infância, 

mas o início da sintomatologia pode ocorrer durante toda a vida adulta6. 

 Conforme a progressão da doença, em casos em que a sintomatologia se iniciou 

durante a infância, os pacientes podem apresentar convulsões, perda da audição, deficiência 

intelectual e regressão neuromotora. Para aqueles que têm início durante a fase adulta os 

sintomas mais comuns são depressão, demência e psicose somados a outros déficits 

neurológicos, como atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, crises mioclônicas, ataxia 

ou acidente vascular encefálico14,15.  

 Mais de 50 tipos diferentes de DDL foram descritos e assim como os EIM, de forma 

isolada são consideradas raras, mas com uma expressividade considerável quando sua 

incidência é avaliada coletivamente (1:5.000 nascidos vivos)6,7. Além disso, algumas doenças 
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pertencentes a esse grupo podem ser consideradas raras em todo o mundo, porém 

apresentam uma frequência mais elevada em lugares específicos. Isso acontece com a 

gangliosidose GM1, descrita como pouco frequente na maioria dos países (1:100.000 a 

200.000 nascidos vivos)16, mas com uma incidência mais expressiva no Brasil (1:13.317)17. 

 

1.3. Gangliosidose GM1 

 Gangliosidose GM1 é uma doença neurodegenerativa, autossômica recessiva, em 

que o fenótipo apresentado pelos pacientes ocorre devido à deficiência da enzima 

lisossômica β-galactosidase (E.C.3.2.1.23; β-gal), cuja função principal é realizar a hidrólise 

do terminal β-galactosil de glicoproteínas, esfingolipídeos e glicosaminoglicanos, 

especialmente o gangliosídeo GM118 (Figura 2). 

  

 

Figura 2: Hidrólise do terminal β-galactosil do gangliosídeo GM1 pela β-galactosidase. Gal: galactose, GalNAc: 

N-acetilgalactosamina, Glc: glicose, NANA: ácido N-acetilneuramínico. Adaptado de Brunetti-Pierri& Scaglia, 

2008
16

. 

 

 O gangliosídeo GM1 é um glicoesfingolipídeo, presente na membrana celular de 

todos os tecidos dos vertebrados19, composto por uma molécula de ácido siálico (ácido N-

acetilneuramínico) unida a quatro oligossacarídeos neutros (duas galactoses, uma N-

acetilgalactosamina e uma glicose) através de uma ligação α-glicosídica (Figura 3)20. 
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Figura 3: Estrutura química do gangliosídeo GM1. Adaptado de Mocchetti, 2005
20

. 

 

 O crescimento e a maturação do sistema nervoso central são influenciados por todos 

os gangliosídeos, uma vez que sua concentração e localização sofrem importantes mudanças 

durante o desenvolvimento cerebral21, além disso, o cérebro é o tecido que contém a maior 

quantidade de gangliosídeos, um a dois gramas por quilo e estima-se que de 10 a 20% desse 

total seja composto pelo GM122.  

 Devido a estas características, tais moléculas podem ser usadas individualmente 

como marcadoras dos estágios de diferenciação celular, sendo o GM1 um dos mais 

importantes relacionados à mielinização23. Outras funções associadas a esse gangliosídeo e 

revistas por Aureli et al. (2016)22 incluem a participação na sinaptogênese e na transmissão 

sináptica, podendo funcionar como receptor, interagindo com outras células, com a matriz 

extracelular ou com substâncias exógenas modulando a resposta a fatores neurotróficos e a 

atividade de transportadores de membrana, agindo também no bloqueio da 

excitotoxicidade.  

 A biossíntese do GM1 é realizada por transferases ligadas a membrana. Este 

gangliosídeo é transportado da membrana para o lisossomo, onde é degradado de maneira 

gradual pela hidrolase β-galactosidase. Mutações no gene GLB1, codificador da enzima, 

resultam na diminuição da sua atividade e consequentemente no acúmulo intralisossômico 

de gangliosídeo GM116,18. 

 A gangliosidose GM1 é classificada em três formas clínicas de acordo com a idade de 

manifestação dos sintomas, atividade enzimática residual e gravidade do quadro clínico.  
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 1.3.1. Tipo I ou forma infantil (MIM# 230500) 

 Os sinais e sintomas clínicos têm início até o sexto mês de vida e a doença evolui de 

maneira rápida e progressiva. Os pacientes podem apresentar falta de apetite e dificuldade 

de sucção que levam a um ganho de peso abaixo do esperado durante o período neonatal18.  

 A maioria dos casos inicia-se com atraso do desenvolvimento evoluindo para um 

maior comprometimento neurológico apresentando sintomas extrapiramidais (disartria, 

disfagia, tremores nas mãos, rigidez de braços e pernas com consequente dificuldade para 

andar). A hipotonia muscular generalizada durante o estágio inicial da doença muda 

gradualmente para rigidez e espasticidade, associada a crises convulsivas frequentes. 

Mancha vermelho-cereja na mácula assim como a opacificação de córnea estão presentes 

em quase todos os casos, em estágios mais avançados o paciente pode apresentar atrofia 

ótica e a retina se torna edemaciada18,24,25,26.  

 Em casos típicos, a displasia esquelética generalizada é evidente e progressiva, assim 

como as seguintes alterações dismórficas: pele grossa e áspera, abaulamento frontal, ponte 

nasal baixa, orelhas de implantação baixa, aumento da distância entre o nariz e o lábio 

superior, hirsutismo na fronte e no pescoço, hipertrofia gengival, macroglossia, cifoescoliose 

dorso lombar, mãos largas com dedos curtos, musculatura intereóssea atrófica e 

articulações rígidas com contratura generalizada (Figuras 4 e 5)18. O paciente torna-se 

vegetativo e, geralmente, morre entre um e dois anos de idade16,18.  

 A atividade da enzima β-galactosidase em cultura de fibroblastos é muito reduzida, 

sendo menor que 1%27. Apesar disso, essas alterações físicas não estão sempre presentes e 

muitos pacientes apresentam-se com doença neurodegenerativa sem alterações físicas 

marcantes, consequentemente a forma infantil da gangliosidose GM1 pode ser 

subdiagnosticada muitas vezes18,28. 
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Figura 4: Aspectos clínicos de uma paciente com gangliosidose GM1 forma infantil: face infiltrada (A, B), 

hipertrofia gengival (C) e cifose (D). Fonte: Kannebley (2015)
28

. 
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Figura 5: Radiografias da paciente mostrada na Figura 4, com gangliosidose GM1 na forma infantil: 

hepatomegalia (seta) (A), platiespondilia com encunhamento vertebral especialmente de L1 (seta) (B), 

alargamento de metacarpos (seta) (C) e alargamento metafisário em ossos longos dos membros inferiores 

(seta) (D). Fonte: Kannebley (2015)
28

. 
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 1.3.2. Tipo II ou forma juvenil (MIM# 230600) 

 As manifestações clínicas nesses pacientes são uniformes e têm início relativamente 

precoce, entre sete meses e três anos de idade, com expressões fenotípicas heterogêneas e 

progressão lenta18,24. As características principais são o atraso no desenvolvimento do 

sistema motor e cognitivo, lipidose neuronal, dismorfismos esqueléticos menos graves que 

na forma infantil e visceromegalia (Figura 6). A mancha vermelho-cereja na mácula não é 

frequente16. Os problemas locomotores iniciais podem evoluir para fraqueza muscular e 

letargia, comumente levando o paciente a desenvolver broncopneumonias29. Nesse tipo a 

atividade residual da enzima está entre 0,3 a 4,8%16. 

 

 1.3.3. Tipo III ou forma adulta/crônica (MIM# 230650) 

 É um fenótipo caracterizado por sinais clínicos mais brandos em que a distonia é a 

principal manifestação neurológica18,29,30. Com relação aos sintomas iniciais tanto 

deformidades esqueléticas quanto sintomas neurológicos são, individualmente, frequentes 

(Figura 6). Apesar disso, uma combinação de ambos foi vista, ao longo do tempo, em todos 

os casos descritos por Kannebley et al., 201528. 

 Geralmente, o início dos sintomas é tardio (entre três e 30 anos) e a idade de início é 

variável mesmo entre irmãos, mas na maioria dos pacientes a sintomatologia começou antes 

dos 20 anos18,28. A apresentação clínica é muito variável entre os indivíduos, mas de um 

modo geral dificuldades para andar e falar são os primeiros sinais na maioria dos casos.  

 As características que podem ser observadas mais frequentemente incluem 

disfunção cerebelar, distonia, baixa estatura, deformidades vertebrais leves29, sintomas 

extrapiramidais, deposição progressiva de glicoesfingolipídeos nos núcleos da base e 

alteração de substância branca, bem como atividade enzimática próxima a 9% da atividade 

normal16. A maculopatia vermelho-cereja não costuma ser observada, mas a opacificação de 

córnea foi descrita em alguns pacientes18,28.  
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Figura 6: Pacientes com diagnóstico de gangliosidose GM1 na forma adulta (A, C, E) e juvenil (B, D, F). Em 

ambos houve diagnóstico prévio de doença de Morquio tipo B devido a displasia óssea com tronco curto, 

caracterizada por platiespondialia importante com deformidade vertebral e encunhamento de L1 (C, D), além 

de comprometimento acetabular (E, F). Fonte: Kannebley (2015)
28

. 
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 Embora descritas como tipos distintos, a exemplo de diversas outras doenças 

genéticas decorrentes de deficiências enzimáticas, mais provavelmente representam um 

contínuo de apresentação clínica indo do acometimento grave ao leve. O resumo das 

principais características clínicas das três formas de gangliosidose GM1 é apresentado na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1: Descrição das três formas clínicas de gangliosidose GM1. 

Tipo 
Idade de 

início 

Atividade 

enzimática 

residual 

Gravidade e características 

clínicas 

1 (infantil) 
0 – 6 

meses 
0,07-1,3 % 

+++ 

Hipotonia, disfagia, convulsões; 

Displasia esquelética 

generalizada; 

Morte antes dos 3 anos de vida 

2 (juvenil) 
7 meses - 

3 anos 
0,3-4,8 % 

++ 

Ataxia e alterações de 

movimento; 

Displasia esquelética variável; 

Sobrevida mais longa 

3 (adulta or crônica) > 3 anos ~ 9 % 

+ 

Disartria, disfagia, convulsões; 

Displasia esquelética 

localizada; 

Sobrevida mais longa 

 

 Atualmente não existem tratamentos efetivos para a gangliosidose GM1, apenas 

terapias de apoio podem ser oferecidas. Modelos animais são estudados para um melhor 

entendimento das bases molecular e celular da patogênese, além de poderem ser utilizados 

para o desenvolvimento e teste de novos tratamentos e medicamentos, sendo fundamentais 

na determinação da segurança, eficácia e mecanismos de ação das drogas antes de usadas 

em humanos31. 
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1.4 Gene GLB1 

 O gene codificador da enzima β-gal é o GLB1, mapeado no braço curto do 

cromossomo 3 (3p21.33) com 16 éxons, 647 aminoácidos e abrangendo cerca de 62,5 kb30.  

 Em revisão da literatura especializada, foram descritas mais de 165 mutações no 

gene GLB1
32, sendo a maioria missense/nonsense, seguidas por mutações em sítios de 

splicing, enquanto as menos frequentes são as inserções e deleções33. 

 A localização das mutações missense/nonsense principalmente nos exons 2, 6 e 15 

(Figura 7) sugere possíveis funções catalíticas ou regulatórias nas porções proteicas 

codificadas por essas regiões16. 

 

 

 

Figura 7. Localização das mutações no gene GLB1. Adaptado de Brunetti-Pierri & Scaglia, 2008. 

* Mutações associadas à doença de Morquio B. 

 

 O conhecimento sobre os efeitos das alterações na função e biossíntese da proteína 

β-gal ainda é limitado27, dificultando uma clara relação genótipo/fenótipo. Outro fator que 

dificulta o esclarecimento dessa relação é a heterogeneidade molecular, a exemplo de um 
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caso prévio de um paciente homozigoto para a mutação p.Arg201His sem envolvimento 

neurológico foi classificado com doença de Morquio B, outros heterozigotos com essa 

mutação foram associados com a forma juvenil ou adulta da gangliosidose GM127,34. 

 A β-gal é codificada como uma enzima precursora de 76 kDa, que é primeiramente 

modificada na forma glicosilada de 85 kDa e processada na forma madura de 64 kDA dentro 

dos lisossomos35. A maturação da precursora da β-gal exige a associação com a proteína 

protetora/catepsina A (PPCA)30. Quando ativada, a enzima madura forma um complexo de 

alto peso molecular com a PPCA, a neuraminidase (NEU1) e a N-acetil galactosamina-6-

sulfato (GALNS) nos lisossomos29. Nesse caso a PPCA é essencial para o transporte 

intracelular e para a estabilidade intralisossômica da β-gal e NEU129,36. O complexo 

enzimático realiza a degradação de gangliosídeos GM1 e GA1, glicoesfingolipídeos, 

glicosaminoglicanos, glicopeptídeos e esfingolipídeos dentro dos lisossomos36. 

 A deficiência de β-gal leva também a um outro quadro clínico descrito como doença 

de Morquio B, com herança autossômica recessiva e caracterizada por disostose múltipla 

com alterações ósseas típicas, retardo no crescimento, opacificação de córneas, dano na 

função cardíaca e, diferente da gangliosidose GM1, é descrita tradicionalmente como não 

apresentando comprometimento cognitivo. Esses sintomas aparecem devido ao acúmulo de 

keratan e oligossacarídeos nos ossos, cartilagens e córnea. Geralmente os pacientes 

excretam grande quantidade desses produtos na urina27,37,38. Porém, atualmente, existem 

controvérias se a condição clínica rotulada como "Morquio B" representa uma entidade 

específica, uma vez que tem se observado que alguns indíviduos evoluem com 

comprometimento neurológico e passam a apresentar os sinais e sintomas da gangliosidose 

GM1 nas formas tardias16,27,28,39. 

 

1.5. Modelos animais para gangliosidose GM1 

 A gangliosidose GM1 foi descrita inicialmente em humanos40,41,42, mas também foi 

registrada nas seguintes espécies animais: gatos43, cachorros44, gado bovino45, ovelhas46,47, 

emus48 e no urso negro americano49. Todos esses animais foram cuidadosamente estudados 

e alguns utilizados para terapia experimental, com exceção dos emus e do urso negro.  

 Os gatos descritos por Blakemore (1972)43 apresentaram abaulamento frontal, 

displasia esquelética e ataxia, sendo o modelo espontâneo mais completo até o momento 

por apresentar comprometimento ósseo e neurológico. Nos cachorros os sintomas descritos 
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foram: disfunção motora progressiva e hepatoesplenomegalia44. Nos demais animais os 

principais sintomas descritos eram neurológicos, sendo eles ataxia e tremores (emu e urso 

negro), além de fraqueza generalizada nas ovelhas e no gado bovino, sendo que esse último 

apresentou também edema de retina45,46,47,48,49. 

 Apesar disso, a disponibilidade de um modelo animal pequeno que pudesse ser 

geneticamente manipulado em laboratório facilitaria os estudos com relação à patologia e à 

terapia50. Com este objetivo, Hahn e colaboradores (1997)50 geraram, utilizando a tecnologia 

de recombinação homóloga, camundongos com diminuição na expressão de β-

galactosidase. Para isso, o gene Glb1 foi inativado pela introdução de uma sequência do 

gene da neomicina na parte central do exon 6, o que garantiu a inativação completa, mesmo 

se uma versão truncada da enzima fosse gerada. Os camundongos com a alteração genética 

apresentaram uma redução da atividade enzimática em todos os tecidos estudados e 

ausência de RNA mensageiro do gene Glb1. Mesmo após a terceira semana de vida não era 

possível identificar a degradação de gangliosídeos GM1, sendo sua deposição comprovada 

no cérebro, cerebelo, tronco encefálico, medula espinhal e gânglios da raiz dorsal. Porém o 

acúmulo de oligossacarídeos no fígado foi mínimo e o órgão não apresentava nenhuma 

alteração estrutural ou de tamanho. Da mesma maneira os animais não apresentaram 

nenhum sintoma relacionado a problemas ósseos. Esses resultados diferem dos pacientes 

com o tipo I da doença e, segundo esses autores, uma possível explicação para isso é o 

aumento da expressão da enzima galactosilceramidase que poderia compensar a ausência 

de β-galactosidase em camundongos. 

 Apesar disso, o comprometimento do sistema nervoso central é a característica mais 

predominante nos camundongos e é consistente com aquele apresentado pelos pacientes. O 

acúmulo de gangliosídeos GM1 ocorreu de maneira rápida e distribuída, aparentemente, 

desde o nascimento, com quase todos os neurônios sendo afetados. Após os cinco meses de 

idade os animais começaram a apresentar problemas neurológicos evidentes incluindo 

tremor, ataxia e marcha anormal. Sendo assim, este modelo mimetiza os aspectos mais 

fundamentais das alterações neuropatológicas e neuroquímicas da doença humana50. 

 Apesar de mamíferos, como ratos e camundongos, serem tradicionalmente utilizados 

em pesquisas, em casos como o da gangliosidose GM1, em que o modelo mais acessível não 

permite a observação de todos os aspectos clínicos da doença outros modelos animais 

podem ser avaliados. Nesse sentido, o Danio rerio (zebrafish) possui muitas vantagens para 
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manipulações genéticas e pode se constituir uma ferramenta importante e promissora para 

o estudo de doenças lisossômicas de depósito. 

 Uma das principais vantagens do zebrafish é possuir uma grande parte dos órgãos e 

sistemas similares ao dos humanos, além da fecundação ser externa e todo o 

desenvolvimento ocorrer independente do corpo materno. Os peixes são transparentes 

durante as fases iniciais e, quando há manipulação genética no embrião, os fenótipos 

tendem a manifestar-se durante o estágio larval (até cinco dias após a fertilização) o que 

torna possível uma avaliação in vivo não invasiva. Três meses após a fecundação os animais 

começam a se reproduzir e um único casal pode gerar até 200 embriões por semana, 

permitindo uma amostra estatisticamente relevante por um baixo custo31,51,52.  

 O genoma completo do zebrafish está disponível em bancos de dados, sendo que 

70% dos genes são semelhantes ao genoma humano52. Importante ressaltar que a fisiologia 

do Danio rerio é muito semelhante a dos mamíferos, sendo identificados ortólogos para 

todos os neuropeptídeos conhecidos53. Essas características permitem a identificação fácil e 

rápida dos genes ortólogos àqueles que estão relacionados aos EIM31,51. 

 A utilização do zebrafish como modelo animal para EIM, apesar de estar apenas no 

início, apresenta-se como uma promessa para um entendimento mais profundo dos 

mecanismos patológicos, início e progressão dessas doenças31.  

 Algumas técnicas para o silenciamento gênico estão disponíveis, sendo as principais 

TALEN (transcription activator-like effector nucleases), CRISPR/Cas9 (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) e morfolino. As duas primeiras técnicas são utilizadas 

com o objetivo de inativar o gene alvo por meio de uma inserção ou deleção no DNA alvo. 

Os TALENs consistem na nuclease Fok I conjugada com repetições TALE de 34 aminoácidos 

que reconhecem os nucleotídeos. O CRISPR/Cas9 é um sistema que combina uma fita de 

RNA guia (gRNA) e uma endonuclease (Cas9), capaz de clivar a dupla fita de DNA em região 

específica por meio do reconhecimento de uma sequência justaposta ao alvo conhecida 

como PAM (protospacer adjacent motif 54,55. 

 Até o momento, pelo menos seis DDL foram reproduzidas em Danio rerio. O modelo 

mutante para a lipofuscinose ceroide neuronal 2 (CLN2) causada pela deficiência de 

tripeptidil peptidase 1 (TPP1) foi gerado por meio da técnica de N-ethyl-N-nitrosourea 

mutagenesis e foi o primeiro descrito para uma DDL. Os animais apresentaram 

neurodegenaração de início precoce, crises epilépticas, problemas na visão e sobrevida 
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reduzida (até sete dias pós-fertilização). Além de refletirem a condição humana, foi possível 

identificar nesses peixes a proliferação neuronal deteriorada como um potencial mecanismo 

patogênico56. 

 Utilizando a mesma técnica, Zancan e colaboradores (2015)57 caracterizaram um 

modelo mutante para o tipo I da doença de Gaucher em que foi possível comprovar uma 

nova ligação entre os mecanismos que levam à malformação óssea e à perda da função do 

gene gba1. De acordo com as observações, a deficiência na atividade da glucocerebrosidase 

desencadeia uma desregulação precoce da atividade da via Wnt canônica, que desempenha 

um papel crucial na homeostase óssea. Assim, especularam que a manipulação dessa via 

pode complementar as terapias com enzima de reposição, de redução de substrato, e até 

mesmo a abordagem com chaperonas moleculares, descrita como promissora.  

 Somados aos modelos mutantes, vários foram desenvolvidos para DDL em zebrafish 

por meio da técnica de Morfolino (MO), que permite a redução temporária da expressão dos 

genes relacionados às doenças31. A técnica de MO foi descrita por Heasman et al. (2000)58 e 

é bastante empregada em Danio rerio. De maneira resumida, MO são oligonucleotídeos 

sintetizados artificialmente que utilizam anéis morfolinos para substituir a ribose do ácido 

nucleico (Figura 8). Essa substituição com estruturas análogas permite que essa molécula 

seja resistente a nucleases. Utilizando um morfolino antisense para a sequência da região 

5’UTR a tradução seria bloqueada, enquanto morfolinos que são complementares a uma das 

regiões de sítio de splice podem interromper o splicing normal do RNA mensageiro no 

núcleo (Figura 9), porém para ambos os casos, o silenciamento ou redução da expressão 

gênica é temporário, com uma duração de aproximadamente cinco dias pós fertilização 

(dpf)59,60. 

 

 

 



30 
 

 

Figura 8: Estrutura de um oligonucleotídeo morfolino. B: bases nitrogenadas (adenina, citosina, guanina, 

uracila). Adaptado de Probe (Morpholino). 

 

  

 

Figura 9: Representação do funcionamento de oligonucleotídeos morfolinos para bloqueio da tradução e sítio 

de splice. A: MO para bloqueio da tradução. Na ausência de MO (-MO), os ribossomos leem a sequência 5'UTR 

e a tradução do RNA mensageiro (mRNA) se inicia no códon AUG. Se um MO hibridizar nessa região (+MO) 

impede a leitura do mRNA pelo ribossomo. B: MO para sítio de splice: um MO hibridiza no pré-mRNA em uma 

junção intron-exon e consequentemente impede a retirada correta dos introns e o éxon correspondente não 

faz parte do mRNA. Adaptado de Hardy et al. (2010)
61

. 

 

 Chitramuthu et al. (2010)62, Laird et al.(2010)63 e Follo et al. (2013)64 utilizaram essa 

técnica para a avaliação de CLN10 e CLN11 (ceroidolipofuscinose neuronal 10 e 11, 

respectivamente), para isso MOs para os genes ctsd (CLN10) e pgrna (CLN11) foram 

microinjetados em embriões de zebrafish. Em todas as pesquisas foi possível comprovar a 

redução da expressão gênica e observar um fenótipo semelhante àquele desenvolvido pelos 
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pacientes. Apesar de os modelos não terem sido validados eles certamente são uma 

ferramenta com a qual é possível compreender a função dessas proteínas durante o 

desenvolvimento e, consequentemente, os mecanismos da patogênese31. 

 Moro e colaboradores (2010)65 comprovaram que a redução da atividade de 

iduronato 2-sulfatase, enzima lisossômica responsável pelo primeiro estágio do catabolismo 

dos glicosaminoglicanos dermatan e heparan66, responsável por vários processos 

fundamentais para o início do desenvolvimento, incluindo a correta migração e 

diferenciação das células da crista neural em crondoblastos, células que formam a matriz da 

cartilagem e diferenciam-se em condrócitos. Em testes realizados com a aplicação da enzima 

recombinante idursulfase (Elaprase®) foi possível recuperar parcialmente as alterações de 

crânio e face. Esses achados sugerem que o zebrafish pode representar um modelo animal 

válido, em que é possível avaliar os eventos iniciais da patogênese que ocorrem na 

mucopolissacaridose tipo II65. 

 Outra doença estudada em zebrafish com a técnica de MO foi a mucolipidose tipo II. 

Flanagan-Steet e colaboradores (2009)67 silenciaram o gene codificador da GlcNAc-1-

fosfotranferase (gnptab) e observaram um fenótipo semelhante ao de humanos. O gene 

estava expresso entre 24 e 120 horas pós-fertilização (hpf) e os peixes desenvolveram 

deformações oculares, otólitos irregulares, malformação de cartilagem e diminuição de 

mandíbula, arcos occipitais, raios branquiais e cápsulas auditivas. Esses resultados 

demonstram que a diferenciação de condrócitos alterada pode ser a responsável pelos 

defeitos observados nos pacientes com Mucolipidose tipo II. 

 Por fim, Schwend et al., 201168 comprovaram que a proteína npc1 em zebrafish é 

60% idêntica à dos humanos e caracterizaram a doença de Niemann-Pick C neste modelo 

animal. A microinjeção de MO para o gene npc1 provocou atraso nas divisões celulares entre 

4 e 10 hpf, seguido por um acúmulo de grânulos de colesterol consistente com a patogênese 

dos pacientes e causando morte antes das 48 hpf. A expressão de npc1 é constante nos 

animais a partir da somatogênese, ficando mais forte no SNC com 24 hpf. Esse fenótipo foi 

parcialmente resgatado pelo tratamento com pregninolona, um derivado de colesterol e 

precursor de hormônios esteroides, provando ser parcialmente responsável pelo quadro 

clínico dos pacientes. 

 Considerando os achados citados acima pode-se supor que as enzimas relacionadas 

às DDL são fundamentais para o desenvolvimento normal do zebrafish, o que permite a 
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exploração das bases fisiopatológicas dessas doenças a partir da primeira divisão celular e 

pode-se concluir, portanto, que o Danio rerio é um modelo animal válido para DDL.  

 Em zebrafish o gene glb1 não está duplicado, localiza-se no cromossomo 1, com 16 

exons e 651 aminoácidos69. Assim como em humanos o gene é codificador da enzima β-

galactosidase. Apesar disso, até o momento, não existem pesquisas em que o gene glb1 do 

zebrafish tenha sido silenciado. Por se tratar de uma primeira análise fenotípica em Danio 

rerio a técnica escolhida para a realização deste trabalho foi a de morfolino. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo geral 

 Caracterizar o zebrafish como modelo animal para estudos funcionais do gene glb1. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Silenciar a expressão do gene glb1 por meio da técnica de morfolino. 

 Analisar o fenótipo obtido utilizando as técnicas de whole-mount in situ hibridization, 

coloração para cartilagens e ossos, bem como realizar análises comportamentais. 
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3. Materiais e métodos 

 

3.1. Aspectos éticos da pesquisa 

 O presente projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do 

Instituto de Biologia/Unicamp sob o número 3092-1 e 3092-1A (Anexos).  

 

3.2. Manutenção dos animais  

 As condições de manutenção dos aquários foram de acordo com Westerfield (2000)70 

e com o National Human Genome Research Institute - National Institutes of Health Animal 

Study Proposal (NIH manual, proposal G-01-3), como descrita resumidamente a seguir: água 

declorada mantida em temperatura constante de 26°C e qualidade determinada por pH 6,8. 

Alcalinidade: 50 – 100 mg/l de CaCo3, Amônia menor que 0,02 mg/L e Nitrito menor que 0,1 

mg/L. Filtragens do ambiente: a limpeza foi realizada por troca semanal do escoamento de 

1/3 da água total do aquário e as paredes higienizadas com esponja semanalmente. 

Condições de iluminação: 14 horas de luz e dez horas de escuro controlada por 

temporizador. Alimentação: foi realizada duas vezes ao dia durante o período de luz com 

alimento em flocos (Tetramin®) e complementação com artêmias para os adultos.  

 

3.3. Obtenção de embriões 

 A obtenção dos embriões foi por meio de acasalamento natural. Resumidamente: no 

final da tarde anterior à microinjeção um grupo de 15 animais adultos (machos e fêmeas) foi 

mantido em criadeira de acasalamento desenvolvida acondicionada em um aquário com as 

mesmas condições de filtragem, iluminação e qualidade da água descritas no item 3.2. No 

início do período de luz, os ovos fertilizados foram coletados para a microinjeção. 
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3.4. Morfolinos (MO) 

 Os MO foram desenhados para bloqueio da tradução do gene glb1 (5'-

ACTAGTCCGACAACGGGAGCCAT-3') e para uma região de sítio de splice (5'-

TATATAACCCGTCTTACCTGCACGGT-3'), como controle dos experimentos foram utilizados 

MOs mismatch com cinco bases nitrogenadas diferentes que impedem o anelamento do MO 

em qualquer outra região do genoma (5'-AaTAGTaCGAaAACGGcAGCaAT-3' para bloqueio de 

tradução e 5'-TATATAAaCGTaTTAaCTGaACGcT-3', para sítio de splice). Todos os 

oligonucleotídeos foram desenvolvidos pela GeneTools (Philomath, OR, USA). As soluções 

MO stock foram ressuspendidas em DNAase/RNAse free water.  

 O morfolino mismatch foi utilizado como um controle microinjetado em que não há 

anelamento do mesmo em nenhuma região do genoma, mas é possível fazer a avaliação da 

toxicidade da molécula nos embriões, o que facilita a avaliação dos efeitos adversos que não 

são provocados pelo silenciamento do gene alvo (off target). 

 Antes da microinjeção foi preciso definir a dose a ser microinjetada e com base na 

literatura especializada iniciaram-se os experimentos com 2 ng de morfolino adicionado à 

seguinte solução70: 

 1 µL de Phenol Red (Sigma-Aldrich) 

 1 µL de Danieau solution [58 mM de NaCl; 0,7 mM de KCl; 0,4 mM de MgSO4; 0,6 

mM Ca(NO3)2; 5,0 mM HEPES; pH 7.6 (Sigma-Aldrich)] 

 2,5 µL de morfolino (Gene Tools, LLC) 

 5,5 µL de água (DNAse/RNAse free water) 

 No dia seguinte após a microinjeção os animais, com 24 hpf, foram retirados dos seus 

córions com o auxílio de agulhas em microscópio óptico e o desenvolvimento observado.  

 Quando necessário, a pigmentação dos animais foi evitada utilizando uma solução de 

0,003% de 1-fenil-2-tiouréia (Sigma-Aldrich) durante as primeiras 24 hpf. 

 Os grupos de microninjeção de MO foram os seguintes: 

 MO bloqueio tradução do gene glb1: animais microinjetados com o MO 

desenhado para a região promotora do gene glb1, silenciando 

consequentemente a expressão da enzima β-galactosidase.  

 MO controle para a região promotora do gene glb1: animais microinjetados com 

MO controle específico para a região promotora. 



36 
 

 MO para sítio de splice no gene glb1: animais microinjetados com o MO para 

sítio de splice do gene glb1, permitindo um silenciamento parcial da expressão 

da enzima β-galactosidase, assim como uma menor toxicidade para o embrião.  

 MO controle para sítio de splice no gene glb1: animais microinjetados com MO 

controle específico para sítio de splice. 

 Controle não-injetado: animais que não foram microinjetados, permitindo a 

comparação com os animais dos demais grupos citados. 

 Durante todo o período de funcionamento do MO os animais foram observados em 

estereomicroscópio NIKON SMZ18 com lentes SHR Plan Apo 1x WD:60 para avaliação 

fenotípica inicial.  

 Para confirmar que o fenótipo observado era devido à diminuição ou ausência de β-

galactosidase um MO (GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG) para o gene p53 foi coinjetado. 

 Com relação aos efeitos off-target, aproximadamente 15 a 20% dos oligos morfolinos 

levam a isso além do fenótipo relacionado ao silenciamento do gene alvo. Essas 

características não são apresentadas por mutantes para o mesmo gene, por essa razão são 

independentes da inativação ou redução da expressão do gene alvo. Geralmente ocorre 

morte neuronal um dia após a fertilização, pois os animais evoluem com cabeça e olhos 

pequenos, defeitos de notocorda e, eventualmente, malformações craniofaciais71.  

 Robu et al. (2007)72 demonstraram que os efeitos off-target podem ser reduzidos 

mediante a coinjeção de um morfolino para o gene p53, uma vez que o oligo impede a 

expressão desse gene evitando, assim, a ativação da via da apoptose mediada pelo mesmo. 

Além disso, também comprovaram que o silenciamento dessa via não afeta os fenótipos 

induzidos por outros morfolinos. Por essa razão foi escolhido esse método para confirmação 

do fenótipo apresentado pelos animais. 
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3.5. Desenho experimental 

 Inicialmente foi realizada a determinação da dose a ser microinjetada com base na 

literatura73, 74. O primeiro experimento foi realizado com a injeção de 2 ng/dL tanto para 

animais do grupo morfolino quanto para mismatch. Após essa etapa, o fenótipo foi definido 

e os experimentos foram realizados de acordo com o fluxograma abaixo (Figura 10). Para 

isso os animais que apresentavam as caracteríticas morfológicas foram separados e 

selecionados para os testes. 

 

 

Figura 10: Fluxograma representando a ordem dos experimentos realizados. 

 

3.5. Confirmação da inserção do íntron com sequencimento por eletroforese capilar 

 O morfolino de sítio de splice foi desenhado para a região final do éxon 5 e início do 

íntron 5-6, com o objetivo de inserir o íntron 6 levando a uma alteração na formação da 

proteína e consequente diminuição da atividade enzimática. 

 Para que fosse possível fazer a avaliação da correta inserção do intron 5-6 pelo MO 

de sítio de splice 20 larvas do grupo microinjetado com esse MO foram sacrificadas por 

submersão em gelo e o RNA total foi extraído com Trizol e submetidos à transcrição reversa 

com high capacity cDNA reverse transcription kit. As amostras foram então submetidas à 

reação em cadeia da polimerase (PCR) com a seguinte sequência de primers: 5' 
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TACCTTGCAGCAGTGGACAA 3' (sense); 5' GGCTCAGATGACGCATGTAGT 3' (antisense), e sua 

qualidade analisada em gel de agarose 1,5%. 

 Após a PCR os amplicons foram submetidos ao sequenciamento por eletroforese 

capilar utilizando o método de Sanger com o Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing 

Standart Version 3.1 no equipamento ABI 3500xL (Life Technologies®). 

 Os resultados obtidos foram registrados em eletroferogramas e analisados com o 

programa Chromas Lite®. A sequência foi comparada com aquelas disponíveis para o gene 

glb1 em bancos de dados (Gene ID: 548343; ZFIN: ZBD-GENE-050410-9; Ensembl: 

ENSDARG00000036415). 

 

3.6. Avaliação enzimática 

 3.6.1. Teste de X-gal 

 A confirmação da redução da atividade enzimática de β-galactosidase foi realizada 

através do teste in situ para X-gal (5-Bromo-4-cloro-3-indoll β-D-galactopiranosídeo). Trata-

se de um substrato cromogênico que, ao interagir com a enzima, produz uma cor azul que 

pode ser facilmente detectada (Figura 11). O protocolo utilizado foi uma adaptação do 

publicado por Fan et al. (2010)75. Os embriões com três dpf foram anestesiados e 

sacrificados por imersão em gelo e em seguida fixados em paraformoldeído 4% a 4°C 

overnight, no dia seguinte foram realizadas seis etapas de lavagem, sendo três vezes por 10 

minutos com PBS [tampão fosfato salino: 137 mM de NaCl (cloreto de sódio), 10 mM de 

Na2HPO4 (fosfato dissódico), 2,7 mM de KCl (cloreto de potássio) e 1,8 mM de KH2PO4 

(fosfato monopotássico)] pH 7.4 e mais três vezes de 15 minutos com PBS pH 6, sendo que 

todas as etapas de lavagem foram realizadas a 4°C. Em seguida, os animais foram incubados 

overnight a 37°C com a solução de coloração [1 mg/mL de X-gal em PBS pH 6, contendo 2 

mM MgCl2 (cloreto de magnésio), 5 mM de K4Fe(CN)6 (ferrocianeto) e 5 mM de K3Fe(CN)6 

(ferricianeto) (Sigma-Aldrich) que foi pré-aquecida por 20 minutos a 37°C.  

 Os resultados foram observados em estereomicroscópio Leica ZFLII com 

epifluorescência e fotografados com câmera digital Nikon DS-F12. 
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Figura 11: Representação esquemática da reação que ocorre durante o teste de X-gal. Quando a molécula 

interage com a enzima ocorre a hidrólise da ligação glicosídica de β-D-galactose. Dessa reação se origina a 

molécula de5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindole, que em seguida sofre dimerização espontânea e oxida, formando 

5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-índigo, um produto intensamente azul e insolúvel. Adaptado de Biochemistry, 7
th

 

edition, 2012
76

. 

 

 3.6.2. Whole-mount in situ hybridization (WISH) 

 WISH é uma técnica utilizada para visualizar a localização de RNAs expressos em 

embriões de zebrafish. Para isso, sondas de RNA produzidos sinteticamente e marcadas com 

digoxigenina são hibridizadas aos transcritos do gene alvo. Com a detecção das probes é 

possível revelar padrões espaciais da expressão do gene alvo. O protocolo utilizado nesse 

trabalho foi descrito por Thisse & Thisse (2008)77, e permite a avaliação da expressão gênica 

ao longo de todo o embrião. 

 Os animais foram sacrificados por imersão em gelo e colocados em PFA 4%, overnight 

a 4°C. Fazer a fixação dessa maneira foi importante por se tratar de um protocolo longo. 

Após a fixação, as larvas puderam ser colocadas em metanol 100% e mantidas a -20°C por 

vários meses. 

 O protocolo foi realizado em três dias, sendo que o primeiro serviu para a reidratação 

com lavagens sucessivas de metanol e PBS, seguida por uma digestão enzimática com 

proteinase K que permitiu a permeabilização das larvas. O tempo de exposição à enzima foi 

fundamental para a finalização correta do teste e imediatamente após as larvas deviam ser 

mantidas em PFA 4% por 20 minutos para garantir a inativação da proteinase. Após 

sucessivas lavagens com PBS as amostras foram prehibridizadas por 5 horas em tampão de 

hibridização [30 mL de formamida, 12,5 mL de SSC (tampão de citrato de sódio salino) 20x, 

50 µL de tween 20, 10 µL tRNA 500 mg/mL, 100 µL de heparina 5 mg/mL]. Após esse tempo 
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a solução foi substituída por 200 µL de tampão de hibridização contendo 200 ng da sonda 

RNA marcada com digoxigenina (DIG) para o gene glb1 e mantidas a 65°C overnight. 

 No segundo dia as amostras foram lavadas sucessivamente com SSC e PBS para 

retirada de hibridização inespecífica, após essa etapa o bloqueio foi feito durante três horas 

com o tampão feito para essa finalidade (2% soro de ovelha / 2 mg/mL de BSA em PBS). 

Depois desse período a solução precisou ser removida e substituída por anti-DIG [anti-DIG 

diluído 1:5000 em PBST / 2% soro de ovelha / 2 mg/mL albumina de soro bovino)], com as 

amostras mantidas a 4°C overnight. 

 No terceiro dia o antisoro foi removido e após as lavagens com PBS as amostras 

seguiram para a etapa de coloração com NBT/BCIP em tampão de coloração (100 mM tris 

HCl ph 9,5 / 50 mM cloreto de magnésio/ 100 mM cloreto de sódio / 0,1% tween 20). Para 

isso as larvas precisaram ser transferidas para uma placa de 24 poços. Após a adição da 

solução de NBT/BCIP a placa foi envolvida em papel alumínio e permaneceu sob agitação 

suave a temperatura ambiente. A coloração precisou ser monitorada a cada 15 minutos em 

estereomicroscópio. Quando suficiente, a reação foi interrompida com adição de solução de 

PBS pH 5,5 / 1 mM EDTA. As larvas coradas podem ser armazenadas em solução de parada a 

4°C por vários anos. 

 

3.7. Teste de Alcian blue e Alizarin 

 A coloração das cartilagens foi feita com Alcian Blue, um corante que tem afinidade 

pelos polissacarídeos sulfatados da matriz cartilaginosa, enquanto a coloração dos ossos 

foirealizada com Alizarin Red S, que tem afinidade por sais de cálcio. 

 Esse método se baseia no uso de Alcian blue para corar a matriz extracelular dos 

condrócitos. Por se tratar de um corante composto por moléculas positivas ocorre uma 

interação química com o colágeno (carregado negativamente), formando um composto 

pouco solúvel e identificado com a cor azul78. 

 Com relação ao alizarin red S ocorre a interação com um átomo de cálcio de acordo 

com a fórmula: 2 C14H7NaO7S + CaC12      (C14H7O7S)2Ca + 2 NaCl. Essa ligação também 

origina um composto pouco solúvel de coloração vermelha intensa, levemente arroxeada. 

 O protocolo utilizado foi elaborado de acordo com Solomon et al., 200379 e Walker & 

Kimel (2007)80, como descrito brevemente a seguir: as larvas foram mantidas em PTU 

(Feniltiouréia) 0,003% em solução E3 (5 mM NaCl; 0,17 mM de KCl; 0,33 mM de MgSO4) com 
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azul de metileno a partir de 24 hpf. Posteriormente, as larvas foram sacrificadas por 

submersão em gelo a partir de 96 e 120 hpf e transferidas para um tubo de 1,5 mL 

devidamente identificado ao qual, após a cuidadosa retirada da água, foi adicionado 500 µL 

de paraformaldeído 2% em PBS (tampão fosfato-salino) e homogeneizado delicadamente 

por inversão. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por 60 minutos. Após 

essa etapa as larvas foram lavadas com etanol 50% e mantidas nessas condições por 10 min. 

Imediatamente após a remoção do etanol foi adicionado ao tubo com as larvas 1 mL da 

solução de Alcian blue (0.02% Alcian Blue, 60 mM MgCl2 e 70% etanol) e foram colocados 

sob agitação e ao abrigo da luz por duas horas. Após esse período a solução de Alcian blue 

foi substituída por 1 mL de alizarin (0,5% de alizarin S diluído em água) e as amostras foram 

mantidas nas mesmas condições por mais 60 minutos. Em seguida as larvas foram lavadas 

rapidamente com água e colocadas em uma solução de 1,5% de H2O2 e 1% KOH por 20 

minutos e então foram iniciadas as etapas de lavagem overnight sob agitação em 

temperatura ambiente, primeiramente com 1 mL de solução de 20% glicerol e 0,25% KOH e 

no dia seguinte com 50% glicerol e 0,25% KOH. As larvas foram observadas na mesma 

solução em estereomicroscópio e armazenadas por vários meses. 

 Após a avaliação dos resultados os animais foram fotografados no microscópio Axio 

Imager 2 for Life Science Research da Zeiss International. As medidas foram realizadas com o 

software Adobe Photoshop CC 2017. 

 

3.8. Avaliação comportamental 

 A primeira forma de avaliação comportamental foi realizada na câmara de 

observação do equipamento Danio Vision (Noldus Information Technologies), projetado para 

testes de alto rendimento de larvas de zebrafish em placas de até 96 poços. Para isso, 12 

animais com cinco dpf e que apresentavam o fenótipo, foram acondicionados isoladamente, 

de maneira randomizada em uma placa de 96 poços e um período de 15 minutos foi 

aguardado para a ambientação das larvas. Após esse período a placa foi filmada por 60 

minutos e a distância percorrida, a velocidade e o tempo de movimento foram medidos pelo 

software EthoVision XT (Noldus Information Technologies). 

 Em seguida foi realizado o teste de reação ao toque, com os mesmos 12 animais, 

sendo que as larvas foram retiradas da placa de 96 poços e mantidas em placas de Petri por 

15 minutos para ambientação e após esse período foi utilizada uma agulha de 0,7 mm para 
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tocá-las na região frontal. A reação dos animais foi gravada utilizando uma câmera GigE 

monochrome com lentes Std CS mount 4,5 - 12,5 mm 1/2. A distância percorrida pelos 

animais bem como a velocidade foram medidas com o software EthoVision XT. 

 

3.9. Análise estatística 

 Os dados são apresentados como valores médios ± SEM. A análise estatística foi 

realizada usando GraphPad Prism versão 7.03 (GraphPad Software). Em todas as análises, o 

nível de significância foi definido em p ≤ 0,05. As comparações estatísticas entre os três 

grupos foram realizadas com o teste de Kruskal-Wallis seguida do teste post hoc de Dunn. Os 

parâmetros avaliados para os dois testes (60 minutos em DanioVision e reação ao toque) 

foram distância percorrida e velocidade. 
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4. Resultados 

 

4.1. Análise fenotípica 

 Os animais foram observados diariamente desde a fertilização até o quinto dia, 

quando o oligo MO começa a perder a sua função de inibição. 

 As características que poderiam estar relacionadas ao fenótipo ficaram mais 

evidentes quando os animas estavam com 48 hpf, sendo elas a fronte protusa, a extensão 

diferenciada do saco vitelínico e a malformação de cauda (Figura 12). 

 

 

 

Figura 12: Embriões de zebrafish com 30 hpf. Nos painéis 1 e 2, embriões microinjetados com 2 ng de 

morfolino controle mismatch. Nos painéis 3 e 4, embriões microinjetados com 2 ng de morfolino para a região 

promotora. A face protusa. B extensão diferenciada do saco vitelínico. C malformação de cauda. Escala: 200 

µm. 

 

 Importante notar que 11 de 25 embriões microinjetados com essa dosagem 

apresentaram microftalmia e edema cardíaco com consequente malformação mandibular, 

que são efeitos off-target já conhecidos70 (Figura 13). 
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Figura 13: embriões de zebrafish com 48 hpf microinjetado com 2 ng de morfolino para a região promotora 

apresentando efeitos off-target. A microftalmia e B edema cardíaco e consequente malformação 

mandibular.Escala: 200 µm. 

 

 Após essa análise inicial considerou-se que a dose de 2 ng levou a efeitos off-target 

indesejados e, devido a alta mortalidade inicial (38 embriões em um grupo de 63 

microinjetados), foi considerada tóxica para os animais. Visando reduzir todos esses efeitos, 

os testes foram repetidos utilizando uma dose menor (1,5 ng) e, além disso, foram utilizadas 

as mesmas doses (1,5 e 2,0 ng) com a co-injeção de um morfolino para o gene p53 (4 ng) 

como demonstrado na Tabela 2. 

 

Tabela 2: distribuição dos experimentos realizados. ATG-MO: morfolino para a região promotora; p53-MO: 

morfolino para o gene p53 

Grupos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Quantidade material 

microinjetado 
1,5 ng ATG-MO 2,0 ng ATG-MO 

1,5 ng ATG-MO  

+ 

 4 ng p53-MO 

2,0 ng ATG-MO 

+  

4 ng p53-MO 

 

 

 

 Para os grupos em que foram injetadas doses menores (1 e 3) a apresentação 

fenotípica foi constante entre eles, porém muitas características não foram observadas. 

Nenhum deles apresentou alteração na extensão do saco vitelínico ou de cauda, assim como 

apenas 12 de um total de 52 animais apresentaram a fronte protusa (Figura 14). 
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Figura 14: embriões de zebrafish com 48 hpf microinjetados com 1,5 ng de morfolino para bloqueio da 

tradução e mismatch. 1 e 2 embriões microinjetados com morfolino mismatch; 3 e 4 embriões microinjetados 

com morfolino para a região promotora, apenas um com fronte protusa e sem alteração na extensão do saco 

vitelínico e cauda. Escala: 200 µm. 

 

 Com relação aos grupos 2 e 4 foi possível observar uma maior estabilidade nos 

animais em que o morfolino para o gene p53 foi coinjetado. Todos apresentaram as 

malformações facial, de extensão de saco vitelínico e de cauda, sem efeitos off-target 

observados anteriormente. Por esse motivo foi feita uma microinjeção de uma dose 

intermediária de 1,75 ng sem coinjeção de morfolino para o gene p53. Nessa condição foi 

possível observar duas das alterações previamente encontradas e apenas a malformação na 

cauda ficou mais discreta nos animais com 48 hpf (Figura 15). Com essa dose a mortalidade 

também reduziu para 26% na primeira microinjeção (53 animais em um total de 71). 

 Nos embriões microinjetados com MO para a região de sítio de splice a dose 

microinjetada inicial foi maior, considerando que o efeito tóxico desse tipo de MO pode ser 

menor. Com a microinjeção de 2,5 ng/dL nenhuma alteração foi encontrada, por essa razão 

as microinjeções seguintes foram realizadas em escala (2,5 - 3,0 - 3,5 - 4,0 - 4,5 - 5,0 - 5,5 

ng/dL). 
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 Até a dosagem de 3,5 ng os animais não apresentaram nenhuma alteração 

relacionada ao fenótipo observado anteriormente. Com as dosagens de 4,0 e 4,5 ng alguns 

embriões começaram a apresentar alterações de face, porém tais achados não eram 

constantes entre os animais. Por fim, com as últimas dosagens testadas de 5,0 e 5,5 ng os 

animais estavam estáveis, porém o fenótipo mais parecido com o encontrado utilizando o 

MO para a região promotora foi com a microinjeção de 5,5 ng (Figura 16). 

 

 

Figura 15: embriões de zebrafish com 48 hpf microinjetados com 1,75 ng de morfolino para bloqueio da 

tradução e controle mismatch. 1 controle microinjetado com morfolino mismatch. 2embrião microinjetado 

com morfolino para bloqueio da tradução A fronte protusa B alteração na extensão do saco vitelínico e C 

discreta mal formação de cauda. Escala: 200 µm 
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Figura 16:embriões de zebrafish com 48 hpfmicroinjetados com 5,5 ng de morfolino para a região de sítio de 

splice e controle mismatch. A: alterações faciais, B:extensão diferenciada do saco vitelínico e C discreta 

malformação de cauda. Escala: 200 µm 
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4.2. Confirmação da inserção do íntron com sequenciamento por eletroforese capilar 

 Por meio da observação do eletroferograma para o fragmento que contem a região 

do íntron inserido foi possível confirmar a efetividade dessa inserção (Tabela 3 e Figura 17). 

 

Tabela 3: Sequência referência do gene glb1 em zebrafish em que estão evidenciados em cinza a localização 

dos primers utilizados para PCR e sequenciamento, em amarelo a localização do MO para sítio de splice e em 

vermelho a sequência visualizada no eletroferograma abaixo. 

 

 

 

 

Figura 17: Eletroferograma destacando trecho do fragmento que contém o intron 5-6 do gene glb1 do 

zebrafish. O mesmo trecho está grifado em vermelho na Tabela 3. 
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4.3. Teste de Alcian blue e Alizarin 

 

 A partir das 96 hpf as alterações esqueléticas cartilaginosas ficaram evidentes. 

Durante essa fase do desenvolvimento já era possível avaliar o comprometimento das 

cartilagens de Meckel, ceratobranquiais, ceratoiais, hiosimplética e palatoquadrada do 

grupo MO em comparação com o grupo controle. Todas as estruturas citadas estavam 

menos desenvolvidas e com a forma alterada quando comparadas aos animais controles. 

Sete dos 13 animais em que foram submetidos a esse teste apresentaram o mesmo padrão 

de desenvolvimento. 

 Com 120 hpf, um grupo de nove animais foi testado sendo que em cinco deles 

observou-se a progressão das malformações (Figuras 18 e 19). Após esse período os ossos 

do opérculo estão calcificados e a diferença de tamanho dos animais fica mais evidente 

como demonstrado na Tabela 4.  

 

Figura 18: Larvas de zebrafish com 120 hpf coradas pelo método de alcian blue e alizarin, método que permite 

a coloração de cartilagens (azul) e ossos (roxo). Nessa fase do desenvolvimento das larvas as cartilagens da 

região da cabeça estão formadas e serão a base para a ossificação.  
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Figura 19: Larvas de zebrafish com 120 hpf coradas pelo método de alcian blue em posição ventral e lateral. 

CM: cartilagem de Meckel, CB: ceratobranquial, CC: ceratoial, CHS: hiosimplética, PQ: palatoquadrada, 

E:etmóide, DF: dentes faríngeos. Escala 200 µm. 
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Tabela 4: comparação do tamanho médio das cartilagens dos embriões com 120 hpf. 

Parâmetros 
Grupo Controle 

(n=5) 

Grupo 

Morfolino 

Mismatch 

(n=5) 

Grupo Morpholino 

(n=5) 

Estatística (Valor de 

p) 

Comprimento total da 

larva 
3,49 mm 3,51 mm 3,00 mm 0,0427 

Comprimento da 

cabeça 
610 µm 615 µm 406µm 0,0207 

Comprimento 

cartilagem ceratorial 
183 µm 192 µm 115,2 µm 0.0181 

Distância entre a 

porção distal das 

cartilagens de Meckel 

178,5µm 185 µm 94,18 µm 0,0071 

Comprimento 

cartilagem de Meckel 
153,2 µm 145,1 µm 94,2 µm 0,0051 

Distância entre as 

cartilagens 

hiosimpléticas 

340 µm 360 µm 210,3 µm 0,0071 

Distância entre as 

cartilagens 

palatoquadradas 

190,4 µm 202,3 µm 122,3 µm 0,0051 

Comprimento das 

cartilagens 

palatoquadrada 

221,2 µm 204,7 µm 54 µm 0,0051 

Comprimento da 

placa etimoide 
441,3 µm 451,5 µm 274,8 µm 0,0051 

Comprimento das 

cartilagens 

ceratobranquiais 

1: 150 µm 

2: 122,4 µm 

3: 81,7 µm 

4: 97,5 µm 

5: 101,5 µm 

1: 174,3 µm 

2: 143,7 µm 

3: 127 µm 

4: 119,3 µm 

5: 156,6 µm 

1: - 

2: - 

3: - 

4: - 

5: - 

- 

Comprimento dos 

dentes faríngeos 
49,5 49 - - 

(-) não apresentaram desenvolvimento das cartilagens ceratobranquiais e dos dentes faríngeos.   
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4.4. Avaliação enzimática 

 4.4.1. Teste de X-gal 

 Foi utilizado o teste qualitativo de X-gal para a confirmação da expressão de β-

galactosidase. O teste inicial foi realizado em animais wild type não microinjetados e foi 

possível observar a atividade da enzima β-galactosidase no cristalino, saco vitelínico e 

sistema nervoso central. 

 Apesar de ser possível uma boa visualização da expressão enzimática os testes foram 

repetidos com animais 72 hpf e 96 hpf microinjetados com MO, controle mismacth e wild 

type não injetados. Nesse experimento identificou-se a ausência completa de β-

galactosidase na formação do sistema nervoso central, além do aumento gradativo da sua 

expressão e também a diminuição da atividade do MO com 96 hpf (Figura 20). 

 

Figura 20: Resultados do teste de X-gal em larvas de zebrafish com 72 e 96 hpf. A - C: larvas de zebrafish com 

72 hpf. A: animais microinjetados com MO, em que é possível observar a ausência completa de β-galactosidase 

no sistema nervoso central. B: animais microinjetados com controle mismatch e C: controles wild type não 

microinjetados, nos quais se identifica a expressão enzimática na formação do sistema nervoso central (seta). 

D-F: embriões de zebrafish 96 hpf. D: animais microinjetados com MO, que apesar de apresentarem uma 

menor atividade enzimática que os grupos controle mismatch (E) e wild type (F) já é possível identificar a 
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presença da β-galactosidase e pode-se associar este fato a uma diminuição funcional do oligo MO. Escala: 200 

µm 

 

 4.4.2. WISH 

 Nos cinco animais controles foi possível observar a presença de RNA para o gene glb1 

nas regiões do cerebelo, telencéfalo, tubo neural e fígado (Figura 21). 

 

 

Figura 21: Larvas de zebrafish com 120 hpf coradas pelo método de WISH. Evidenciando a presença de RNA 

mensageiro na região do telencéfalo, cerebelo e tubo neural, enquanto no animal em que foi microinjetado o 

morfolino para bloqueio da tradução a mesma coloração não é observada.  

 

 

A avaliação da expressão da enzima β-galactosidase pelo método de WISH confirmou 

os resultados obtidos previamente com o teste de X-gal. A análise dos animais controle 

permitiu a observação da funcionalidade dessa enzima no sistema nervoso central das 

larvas, assim como a ausência completa observada nos MO confirma o silenciamento do 

gene pelo oligo. 
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4.5. Avaliação comportamental 

 A avaliação comportamental foi dividida em duas etapas. Durante a primeira, os 

animais foram observados durante 60 minutos e os resultados obtidos para a distância 

percorrida e velocidade entre os grupos morfolino e controle (P=0,0178) foram significativos 

para o teste de Kruskal-Wallis. A média ± o erro padrão (SEM) e o valor de p para cada grupo 

durante a observação por 60 minutos estão descritos no Quadro 1. 

 

Quadro 1: Média ± SEM para distância percorrida e velocidade das larvas de zebrafish com 5 

dpf durante a observação por 60 minutos de cada grupo analisado e valor de p para a 

comparação entre os três grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.  

 

Distância (mm) 

 

Grupo Média ± SEM Valor p 

Controle 3.461 ± 620 

0,0223 Mismatch 2.175,5 ± 431,5 

Morfolino 1.408,8 ± 627,6 

 

Velocidade (mm/s) 

 

Grupo Média ± SEM Valor p 

Controle 0,93 ± 0,17 

0,0223 Mismatch 0,58 ± 0,12 

Morfolino 0,38 ± 0,17 

 

 O valor de p corrigido para o teste post hoc de Dunn foi de 0,69 entre os grupos 

controle e mismatch, 0,018 entre os grupo controle e MO e 0,36 entre os grupos mismatch e 

MO. Esses valores corrigidos foram iguais para ambos os testes de distância e velocidade 
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durante a observação por 60 minutos (Figuras 22 e 23). 
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Figura 22: Distância percorrida por larvas de zebrafish com 5 dpf com o gene glb1 silenciado pela 

técnica de morfolino e os dois grupos controle durante a análise da atividade locomotora por 60 

minutos. Os animais do grupo controle foram originados da mesma fertilização e tratados de forma 

idêntica, porém sem a microinjeção de nenhum tipo de morfolino. Nos animais do grupo morfolino 

foi microinjetado um oligo para silenciamento do gene glb1 enquanto no grupo mismatch o oligo 

injetado não tinha afinidade por nenhuma região do genoma do zebrafish. Com 5 dpf as larvas foram 

transferidas para uma placa de 96 poços e ambientadas durante 15 minutos. Após esse período a 

atividade locomotora para cada grupo foi registrada por 60 minutos com o sistema automático de 

rastreamento de vídeo Danio Vision. A distância percorrida e a velocidade de cada larva de cada 

grupo (n=12 por grupo) foi medida com o EthoVision XT. Os dados são apresentados como média ± 

SEM. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn foi realizado para determinar 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Um asterisco (*) indica que p<0,05. 

*
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Figura 23: Velocidade das larvas de zebrafish com 5 dpf com o gene glb1 silenciado pela técnica de 

morfolino e dos dois grupos controle durante a análise da atividade locomotora por 60 minutos. Os 

animais do grupo controle foram originados da mesma fertilização e tratados de forma idêntica, 

porém sem a microinjeção de nenhum tipo de morfolino. Nos animais do grupo morfolino foi 

microinjetado um oligo para silenciamento do gene glb1 enquanto no grupo mismatch o oligo 

injetado não tinha afinidade por nenhuma região do genoma do zebrafish. Com cinco dpf as larvas 

foram transferidas para uma placa de 96 poços e ambientadas durante 15 minutos. Após esse 

período a atividade locomotora para cada grupo foi registrada por 60 minutos com o sistema 

automático de rastreamento de vídeo Danio Vision. A distância percorrida e a velocidade de cada 

larva de cada grupo (n=12 por grupo) foi medida com o software EthoVision XT. Os dados são 

apresentados como média ± SEM. O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn foi 

realizado para determinar diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Um asterisco (*) 

indica que p<0,05. 

  

*
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 Na segunda parte da avaliação comportamental foi aferida a reatividade ao toque de 

cada um dos grupos estudados (n=12 para cada grupo). Os resultados obtidos foram 

significativos para distância percorrida entre os três grupos (p<0,0001), assim como entre 

para velocidade (p=0,0207). Durante esse teste o fator que mais chamou a atenção foi a não 

reatividade dos animais do grupo MO, como mostra a Figura 26. A média ± SEM e o valor de 

p para cada grupo estudado no teste de reação ao toque estão descritos no Quadro 2. 

Quadro 2: Média ± SEM para distância percorrida e velocidade das larvas de zebrafish com 5 

dpf durante o teste de reação ao toque de cada grupo analisado e valor de p para a 

comparação entre os três grupos pelo teste de Kruskal-Wallis. 

 

Teste reação ao toque 

Distância (mm) 

Grupo Média ± SEM Valor p 

Controle 1.278,9 ± 377,9 

0,0001 Mismatch 366,46 ± 10,8 

MO 10,67 ± 3,96 

 

Velocidade (mm/s) 

 

Grupo Média ± SEM Valor p 

Controle 120,11 ± 31,29 

0,0207 Mismatch 120,76 ± 50,93 

MO 89,2 ± 68,2 

 

 O valor de p corrigido para o teste post hoc de Dunn foi de 0,46 entre os grupos 

controle e mismatch; <0,0001 entre os grupo controle e morfolino; e 0,0025 entre os grupos 

mismatch e morfolino para velocidade medida após o toque na região frontal das larvas. 

Para velocidade das larvas avaliada durante esse mesmo teste o valor de p foi >0,99 entre os 
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grupos controle e mismatch; 0,019 entre os grupo controle e morfolino; e 0,18 entre 

mismatch e morfolino (Figuras 24 e 25). 
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Figura 24: Distância percorrida por larvas de zebrafish com 5 dpf com o gene glb1 silenciado pela 

técnica de morfolino e os dois grupos controle durante a análise da reatividade ao toque. Os animais 

do grupo controle foram originados da mesma fertilização e tratados de forma idêntica, porém sem a 

microinjeção de nenhum tipo de morfolino. Nos animais do grupo morfolino foi microinjetado um 

oligo para silenciamento do gene glb1 enquanto no grupo mismatch o oligo injetado não tinha 

afinidade por nenhuma região do genoma do zebrafish. Após a observação por 60 minutos as larvas 

foram retiradas da placa de 96 poços e mantidas em placas de Petri por 15 minutos para 

ambientação e após esse período foi utilizada uma agulha de 0,7 mm para tocá-las na região frontal. 

A atividade locomotora para cada grupo foi registrada com o sistema automático de rastreamento de 

vídeo. A reação dos animais foi gravada utilizando uma câmera GigE monochrome com lentes Std CS 

mount 4,5 - 12,5 mm 1/2. A distância percorrida e a velocidade de cada larva de cada grupo (n=12 

por grupo) foi medida com o software EthoVision XT. Os dados são apresentados como média ± SEM. 

O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn foi realizado para determinar diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos. Um asterisco (*) indica que p<0,05; dois asteriscos 

(**) indicam p< 0,01.  

 

**

*
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Figura 25: Velocidade das larvas de zebrafish com 5 dpf com o gene glb1 silenciado pela técnica de 

morfolino e os dois grupos controle durante a análise da reatividade ao toque. Os animais do grupo 

controle foram originados da mesma fertilização e tratados de forma idêntica, porém sem a 

microinjeção de nenhum tipo de morfolino. Nos animais do grupo morfolino foi microinjetado um 

oligo para silenciamento do gene glb1 enquanto no grupo mismatch o oligo injetado não tinha 

afinidade por nenhuma região do genoma do zebrafish. Após a observação por 60 minutos as larvas 

foram retiradas da placa de 96 poços e mantidas em placas de Petri por 15 minutos para 

ambientação e após esse período foi utilizada uma agulha de 0,7 mm para tocá-las na região frontal. 

A atividade locomotora para cada grupo foi registrada com o sistema automático de rastreamento de 

vídeo. A reação dos animais foi gravada utilizando uma câmera GigE monochrome com lentes Std CS 

mount 4,5 - 12,5 mm 1/2. A distância percorrida e a velocidade de cada larva de cada grupo (n=12 

por grupo) foi medida com o software EthoVision XT. Os dados são apresentados como média ± SEM. 

O teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn foi realizado para determinar diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos. Um asterisco (*) indica que p<0,05. 

  

*
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Tempo Controle Microinjetado 

Antes do toque 

  

Toque / 0 s 

  

15 s 

  

30 s 

  

1 min 

  

Figura 26: Larvas de zebrafish com 120 hpf durante o teste de reação ao toque (seta). Note que a 

larva microinjetada com MO não reage ao toque.  
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5. Discussão  

 

 Durante a observação do desenvolvimento dos embriões de zebrafish as alterações 

começaram a aparecer quando os animais estavam com 48 hpf e ficaram mais evidentes a 

partir do terceiro dia de desenvolvimento. Esses resultados eram esperados, porque de 

acordo com Fan e colaboradores (2010)75, a expressão de β-galactosidase em Danio rerio 

começa em cerca de 20 nmol/mg/h e tem aumento exponencial a partir do segundo dia de 

vida (Figura 27).  

 

 

Figura 27: Aumento da atividade específica da enzima β-galactosidase durante o desenvolvimento embrionário 

do zebrafish (em nmol/mg/h) em embriões sem o saco vitelínico de 1 a 7 dpf. As barras de erro representam a 

variação entre três experimentos independentes. Adaptado de Fan et al., 2010
75

. 

 

 A avaliação da expressão da enzima β-galactosidase foi realizada por dois testes 

diferentes e em ambos foi possível observar a inativação enzimática.  

 Pelo método de WISH a análise dos animais controle permitiu a observação da 

funcionalidade dessa enzima no sistema nervoso central das larvas, assim como a ausência 

completa observada nos MO confirma o silenciamento do gene pelo oligo. 

 A realização do teste de X-gal reforça esse resultado, porque nos animais testados 

com 72 e 96 hpf a expressão enzimática estava mais evidente nos animais controles. 

Observa-se, portanto, que a coloração azul está mais forte devido à maior concentração 

enzimática. Com 72 hpf não é possível identificar a β-galactosidase nos animais em que o 

gene glb1 foi silenciado, o mesmo não acontece nos grupos controle mismatch e não 

injetado. Esse resultado confirma a funcionalidade do oligo MO, assim como o fato de que, 
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quando os animais estão com 96 hpf, apesar de ser mais discreta que nos dois grupos 

controles, já existe expressão de β-galactosidase no grupo em que foi microinjetado o MO 

para o gene glb1. Isso também está de acordo com a literatura e confirma a inativação 

progressiva do MO permitindo, gradualmente, o retorno da expressão gênica normal59, 60. 

 Durante a avaliação fenotípica dos animais a extensão do saco vitelínico estava 

alterada. Os embriões de zebrafish dependem do saco vitelínico como fonte de aminoácidos, 

carboidratos e lipídeos durante o seu desenvolvimento inicial. O citoplasma das células que 

compõe essa estrutura contém glicogênio e proteínas granulares secretadas pelo fígado 

materno, liberadas na corrente sanguínea, absorvidas pelo oócito através da endocitose e, 

em seguida, armazenadas81. Por esse motivo mesmo no grupo de animais em que a 

expressão enzimática estava silenciada observa-se uma intensa coloração azul no saco 

vitelínico. 

 Fan et al. (2010)75 observaram que a partir da segunda divisão celular e durante toda 

a fase inicial do desenvolvimento os embriões de zebrafish já apresentam deposição de β-

galactosidase nesse local. Além disso, durante essa fase o zebrafish utiliza o saco vitelínico 

como reserva energética enquanto ainda não é capaz de se alimentar de maneira 

independente82, portanto a degradação de macromoléculas por hidrolases lisossômicas é 

essencial para a utilização das reservas do saco vitelínico durante a embriogênese75. Assim é 

possível concluir que a remoção do terminal β-galactosil pode ter uma função importante 

durante esse processo. 

 Dois dias pós-fertilização a alteração de face nos embriões de zebrafish era sutil, 

porém com sugestiva correspondência ao engrosseiramento facial observado nos pacientes 

com gangliosidose GM118, especialmente porque no grupo em que foi microinjetado MO 

para o gene glb1 os animais parecem dismórficos se comparados com os grupos controle 

mismatch e não microinjetado. A mesma característica já havia sido descrita em gatos com 

Mucopolissacaridose tipo IV, em que apenas os animais afetados apresentaram uma discreta 

alteração facial que não foi observada no restante da ninhada83. 

 A característica dismórfica mais marcante identificada nos embriões em que o gene 

foi silenciado era a malformação na cauda. Essa alteração era visível, porém sutil, a partir 

das 48 hpf. Com 72 hpf o comprometimento da cauda já era maior e facilmente identificável 

por análise visual. Com 96 hpf, mesmo com o retorno da atividade enzimática, as alterações 

já eram muito graves, comprometendo o nado e a postura do animal. 
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 Após a gastrulação, durante o estágio de desenvolvimento da cauda (tailbud stage) 

um grupo de células indiferenciadas dará origem aos tecidos posteriores do corpo do 

zebrafish
84. As células da porção posterior se desenvolvem em músculos da cauda, enquanto 

aquelas que derivam da porção anterior formam principalmente os tecidos axiais, como a 

notocorda e a placa ventral do tubo neural85. Algumas vias de sinalização estão conservadas 

durante essa fase do desenvolvimento incluindo a proteína óssea morfogenética (BMP), o 

fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e a via Wnt/β-catenin86. Wnt e BMP estão mais 

ativas e junto com uma potencial sinalização de FGF levam à ativação de fatores de 

transcrição, que regulam a morfogênese da cauda a partir da região da margem ventral. 

Alterações nessas vias causam malformação desde o início do desenvolvimento, podendo 

ser desde uma cauda ectópica até inexistente e as alterações são facilmente identificáveis 

antes de 24 hpf 86,87,88,89. 

 Em nossos resultados, as caudas dos animais em que o gene glb1 foi silenciado 

apresentaram alterações sutis após 48 hpf, durante a fase inicial a estrutura estava se 

desenvolvendo normalmente. Essa característica levanta a possibilidade que, talvez, a 

ausência de β-galactosidase não interfira com as vias que controlam a divisão e 

diferenciação celular da margem ventral, mas a provável conseuquente deposição de 

gangliosídeos GM1 seja a responsável pela piora progressiva da curvatura da cauda. 

 A avaliação da formação esquelética das larvas foi fundamental por se tratar de um 

sintoma muito importante da gangliosidose GM1. Foram avaliados animais com 4 e 5 dpf e, 

nessa fase do desenvolvimento, o esqueleto craniofacial é formado pelo neurocrânio, que 

tem função de suporte para o cérebro e sistemas sensoriais, e pelo viscerocrânio, que está 

relacionado aos sistemas respiratório e digestório (alimentação). O viscerocrânio deriva de 

células da crista neural que formam os sete arcos faríngeos do embrião de zebrafish, com 

vários elementos esqueléticos formados ao longo do eixo dorso-ventral de cada arco90,91. 

 O primeiro arco, ou mandibular, dá origem às cartilagens de Meckel bilateralmente 

posicionadas, que se unem na linha média e servem como mandíbula inferior na larva, e as 

palatoquadradas que se articulam com a extremidade posterior de Meckel para formar a 

articulação da mandíbula. Os processos pterigoides são extensões anteriores da 

palatoquadrada que se ligam a placa etmoide, a parte mais anterior do neurocrânio, para 

formar a mandíbula superior das larvas. Nos animais em que o gene glb1 foi silenciado todas 

as cartilagens do primeiro arco apresentaram displasia. O comprimento de cada uma delas 
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está alterado, provavelmente devido à distribuição das células. A formação das cartilagens 

de Meckel dificultou a articulação com a palatoquadrada além de apresentar-se achatada na 

região frontal. A ligação alterada entre palatoquadrada e placa etimoide impede a 

centralização da placa no sentido longitudinal da larva, comprometendo a formação da 

mandíbula e da parte anterior do neurocrânio92,93. 

 Brunt e colaboradores (2015)94 demonstraram que as articulações têm plasticidade 

devido ao fato de não existir atividade muscular na face das larvas até o quarto dia pós 

fertilização, porém, após esse período a formação das articulações é determinada pela 

atividade muscular. Em consequência, a diminuição do movimento leva a uma diminuição da 

distância entre as articulações entre as cartilagens de Meckel e palatoquadradas direita e 

esquerda. 

 O segundo arco, ou hioide, também forma duas grandes cartilagens, a hiosimplética e 

a ceratoial ligando as duas com a articulação hioide. A hiosimplética é formada por uma 

fusão da hiomandíbula com a haste simplética e se conecta com o neurocrânio por meio da 

parte anterior da cartilagem ótica e dessa forma segura o esqueleto da mandíbula ao 

restante do crânio. A displasia das cartilagens do segundo arco apresentada pelos animais 

microinjetados com MO compromete a ligação entre a hiosimplética e a ceratoial, fazendo 

com que a última fique projetada no sentido contrário ao que foi observado nos animais 

controle. Essa alteração provavelmente foi provocada pela desorganização celular somada à 

diminuição da movimentação das larvas92,94. 

 Na parte posterior do crânio, os arcos 3 a 7 formam as cartilagens pareadas 

ventrolateralmente, sendo elas as ceratobranquiais e as hipobranquiais, que tem a função 

de sustentar os tecidos branquiais densamente ramificados. O quinto par de 

ceratobrânquios, do sétimo arco, forma vários dentes faríngeos ossificados. O viscerocrânio 

larval também contém vários ossos diretamente ossificantes, sendo o mais notável o 

opérculo, que é em forma de leque e se projeta para fora da hiomandibula dorsal, com 

função de apoiar e proteger as brânquias90,91. O comprometimento na formação das 

ceratobranquiais foi o maior de todos. As larvas em que o gene glb1 foi silenciado não 

apresentaram essas cartilagens e nem dentes faríngeos. 

 Nos cinco animais analisados pelo teste de alcian blue, a deformidade apresentada 

nos MO levaram a um posicionamento anormal dos ossos do opérculo, que até essa fase do 

desenvolvimento não apresentaram alterações morfológicas.  
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 O gene glb1 do zebrafish não está associado a nenhum processo de formação óssea 

ou cartilaginosa. Geralmente o produto desse gene, a enzima β-galactosidase, está associada 

à degradação de macromoléculas (glicosaminoglicanos e esfingolipídeos) e metabolismo de 

lipídeos, lipoproteínas e galactose (www.nlm.nih.gov/gene). Esses resultados podem indicar 

correspondência à face infiltrada e à disostose múltipla observada nos pacientes com 

gangliosidose GM118. Até o momento, nenhum modelo animal, para essa doença, 

manipulável em laboratório apresentou alterações no desenvolvimento ósseo ao ter o gene 

glb1 silenciado. 

 Além de alterações ósseas, os animais testados provavelmente apresentaram 

funções neurológicas alteradas. Durante o desenvolvimento inicial, o zebrafish exibe dois 

comportamentos de fuga provocados pelo toque: contrações e natação. As contrações 

começam às 21 hpf e são caracterizadas por um a três movimentos rápidos e alternados do 

tronco e da cauda em direção à cabeça em resposta aos estímulos táteis. A natação capaz de 

impulsionar os embriões para frente pelo comprimento do corpo começa após 27 hpf, 

aproximadamente95. 

 Os neurônios sensoriais que ativam esses comportamentos se dividem em dois 

grupos: os neurônios dos gânglios trigeminais, localizados no cerebelo e no tronco 

encefálico, que transmitem estímulos táteis recebidos na região craniofacial96,97 e os 

neurônios Rohon-Beard (RBs), sensoriais primários, localizados dentro da medula espinhal 

que transmitem estímulos táteis do tronco e da cauda98. Ambos os grupos de neurônios são 

provavelmente polimodais, uma vez que têm demonstrado exibir expressão diferencial em 

vários receptores relacionados à propiocepção99,100. 

 A aplicação de estímulos táteis nos embriões na região frontal evoca uma resposta 

normal ao toque, observada nos animais controle (Figura 24) e descrita por Pietri e 

colaboradores (2009)101. Dessa maneira, a conservação da atividade desses grupos 

neuronais é necessária para a resposta de fuga provocada pelo toque, assim como a ativação 

do receptor de glutamato do tipo AMPA101. 

 Como observado na Figura 24, 10 larvas do grupo controle mismatch e nove do grupo 

controle exibiram o comportamento esperado para animais com cinco dpf, enquanto os sete 

dos 12 animais do grupo microinjetado com MO para silenciamento do gene glb1 

permaneceram praticamente imóveis após o toque. Os animais desse grupo nadaram 
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previamente quando colocados na placa durante o período de ambientação, porém com um 

padrão diferente dos animais controle. Apesar da habilidade de nado não estar 

completamente comprometida, eles não reagiram ao teste. Embora não tenha sido possível 

avaliar diretamente a transdução sensorial dos neurônios citados, os resultados obtidos 

sugerem que as propriedades dos neurônios podem ser afetadas pelo silenciamento do gene 

glb1 e consequente deposição de gangliosídeo GM1. Outro fator que evidencia esse fato é 

que durante os 60 minutos de avaliação dentro da câmara DanioVision os animais do grupo 

MO percorreram uma distância muito menor e ficaram uma parte do tempo imóveis, assim 

como sua velocidade de movimento também foi significativamente menor. Isso pode ter 

acontecido devido ao atraso no desenvolvimento das larvas com o gene glb1 silenciado, 

considerando que larvas mais jovens tendem a ser menos ativas (4 dpf) do que as larvas 

mais velhas (5 dpf)102. Além disso, esses animais têm o desenvolvimento da bexiga natatória 

afetado em consequência do consumo do saco vitelínico anormal. A bexiga tem função 

muito importante na natação, não se sabe exatamente em que momento tem início o seu 

desenvolvimento, mas sabe-se que ele é concluído no quinto dia de vida, portanto a partir 

desse momento as larvas precisam do sistema motor funcional e passam a nadar livremente 

em todas as direções para conseguir se alimentar102. 

 Durante os dois testes comportamentais as larvas com o gene glb1 silenciado 

movimentavam-se muito menos que os animais controle. A provável hipotonia apresentada 

por esses animais poderia ser confirmada pela aproximação da porção distal das cartilagens 

de Meckel. A atividade muscular é fundamental para o distanciamento correto das 

cartilagens e formação da estrutura em arco da mandíbula94. 

 Essa hipotonia poderia indicar um comprometimento dos neurônios motores, mas 

devido a todas as alterações observadas nas larvas é pouco provável que seja realmente 

provocada por um problema neurológico. Mesmo animais com comprometimento muscular 

reagem ao teste do toque103,104. Granato e colaboradores (1996)105 pesquisaram genes que 

intercedem e controlam os diferentes padrões de locomoção embrionária no zebrafish. 

Assim, descreveram seis mutantes em que a via de resposta ao toque estava prejudicada. 

Em todos os seis casos, os mutantes podiam nadar, mas não conseguiam reagir ao toque 

corretamente. Porém, apenas em um deles, o mutante tnt (alelo tk57), foi observada a 

ausência completa de reatividade. O fenótipo comportamental desses animais sugeriu que a 

parte sensorial da via estava afetada, em vez do sistema motor. 
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 Um único modelo animal não consegue contemplar todos os sinais e sintomas de 

uma mesma doença como vista em humanos, por isso os resultados encontrados em 

zebrafish complementam a pesquisa da gangliosidose GM1 juntamente com os outros 

modelos animais estudados até o momento (Tabela 5). 
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Tabela 5: Sinais e sintomas descritos em pacientes e modelos animais para a gangliosidose GM1. 

Sintoma relacionados 

a gangliosidose GM1 
Humano Gato Cão 

Gado 

Bovino 
Ovelha Emu 

Urso 

Negro 
Camund. Peixe 

Atraso no 

desenvolvimento 
+   + +    + 

Abaulamento frontal + +       + 

Hipotonia +        + 

Hepatoesplenomegalia +  +       

Retina edematosa +   +      

Disfunção motora +  + + +     

Displasia esquelética + +       + 

Ataxia + +    + + +  

Alterações de marcha +     +  +  

Disartria +         

Disfagia +         

Crises eplépticas +         

Tremor      + +   

Hemiparesia        +  

Letargia       +   

 

 Até o momento o zebrafish tem se apresentado como um futuro modelo animal 

válido para o estudo da β-galactosidase, mas apesar dos bons resultados obtidos pesquisas 

maiores ainda são necessárias para um conhecimento mais completo com relação à doença 

nesse modelo animal. 
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6. Conclusões 

 

 No presente trabalho foi possível realizar o silenciamento temporário do gene glb1 em 

zebrafish com a técnica de morfolino, que inibiu temporariamente a produção da enzima 

β-galactosidase em zebrafish. 

 

 Foi possível observar um comprometimento ósseo e cartilaginoso durante a fase inicial do 

desenvolvimento que até o momento não tinha sido observado em outro modelo animal 

manipulável em laboratório para a gangliosidose GM1. 

 

 Os animais apresentaram comprometimento no desenvolvimento e características 

fenotípicas morfológicas (abaulamento frontal, extensão diferenciada do saco vitelínico e 

malformação de cauda) e funcional (menor mobilidade). Tal alteração de mobilidade 

indica comprometimento neurológico, porém o tema ainda precisa ser melhor estudado. 
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