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Resumo:

Animais multi-transgénicos podem trazer beneficios para produ¢@o animal, de modelos experimentais para
estudos do céncer e principalmente na geragdo de animais transgénicos biorreatores para a producdo de
farmacos. Assim, a produg@o de peixes expressando diferentes proteinas fluorescentes vem a contribuir no
estudo de promotores génicos para o efetivo direcionamento especifico da expressdo do gene alvo como, por
exemplo, para os testiculos de peixes que produzem grande volume de sémen como o jundia (Rhamdia quelen),
dessa forma, € possivel gerar um modelo de biorreator para producdo de proteinas recombinantes no plasma
seminal destas espécies. Os promotores Testin e CRISP-3 sdo altamente especificos e ativos nos tibulos
seminiferos de mamiferos. Com isso, este trabalho teve como objetivo co-injetar as construgdes pGFP/queratin e
pZsGreen/Testin ou pGFP/queratin e pZsGreen/CRISP-3 em blastomeros de embrides de zebrafish recém
eclodidos. A construg¢do contendo o promotor queratin, o qual dirige a expressdo para o tecido epitelial, foi
utilizada para a determinacéo in vivo dos animais que so transgénicos desde a eclosio dos ovos, uma vez que,
os promotores em estudo comegardo a funcionar quando o animal entrar em periodo reprodutivo. Foi
microinjetado 300 pl em cada embrido, 534 embrides com os promotores Queratin/pGFP (20ng/ul) e
Testin/pZsGreen (21ng/ul) e 247 embrides com os promotores Queratin/pGFP (20ng/ul) e Crisp-3/pZsGreen
(22ng/pl). A visualizag@o da expressdo da GFP foi realizada com o sistema GOOGLES miner’s lamp® (BLS®,
Hungria). Foram obtidos oito transgénicos com as constru¢des pGFP/queratin ¢ pZsGreen/Testin identificados
pela expressdo da GFP no tecido epitelial e um animal com alta expressdo epitelial da GFP com as construgdes
pGFP/queratin e pZsGreen/CRISP-3. Esta forte expressdo indica a alta probabilidade deste peixe ser homozigoto
para as construgdes microinjetadas, o que aumenta a probabilidade de transmissdo destes cassetes génicos para a
prole. Também estdo sendo realizadas reagdes de PCR com o DNA gendmico extraido de todos os animais
nascidos dos ovos microinjetados para a detecg¢do da presenca das construgdes. Apos a puberdade estes peixes
serdo colocados em reprodugdo para o teste de transmissdo dos genes para a F1 e também se realizara a detecgio
da expressdo da GFP nos testiculos através de visualizagdo com o sistema GOOGLES miner’s lamp® e também
por RT-PCR e imunohistoquimica.



