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Resumo:

Em mamiferos, a leptina ¢ um dos principais hormoénios anorexigenos sintetizada principalmente no tecido
adiposo, com fungdes relacionadas a ingesta de alimento, ao balango energético e a reprodugcdo. Em peixes, as
fungdes sdo muito semelhantes, entretanto, poucos estudos t€ém sido desenvolvidos para a identificagdo desta
proteina e do gene codificador. Exceto para salmonideos, uma baixa similaridade na sequencia de aminoacidos
tem sido observada nos estudos realizados até este momento. Apesar destas diferengas buscou-se neste estudo
isolar fragmentos de cDNA correspondentes ao gene da leptina do P. orbignyanus. Neste estudo dois animais
foram anestesiados e eutanasiados para a coleta do figado que imediatamente apos sua retirada foi armazenado
em nitrogénio liquido para posterior extracio de RNA total a qual foi realizada com o reagente TRIzol®
(Invitrogen®, USA) de acordo com instrugdes do fabricante. Apds a extragcdo, o RNA total foi quantificado com
o fluorémetro Qubit™ (Invitrogen®, USA) para a posterior confec¢do do cDNA. O cDNA foi sintetizado com a
enzima SuperScript [[I™ Reverse Transcriptase (Invitrogen®, USA) de acordo com instrugdes do fabricante.
Uma reagdo de RT-PCR para amplificag@o do gene housekeeping da beta-actina foi realizada para a confirmagéo
da sintese de cDNA. Com os primers construidos a partir de outras sequiéncias, diponiveis no GenBank e
correspondentes a leptina, foram realizadas reacdes de RT-PCR com as seguintes condi¢cdes: 94°C — 30
segundos, 50°C — 30 segundos e 72°C — 1 minuto. Foram amplificados dois fragmentos: um com 200 pb e outro
com 400 pb. Estes fragmentos foram purificados e clonados no vetor pPCR®4-TOPO® para o seqiienciamento
que foi realizado no seqiienciador automatico MegaBace 500 DNA sequencer (Amersham Biosciences, USA).
Os clones seqiienciados ndo corresponderam a leptina baseado no Blast com as seqii€ncias disponiveis no
GenBank. Este resultado em parte negativo vem a comprovar que as seqiiencias de leptina possuem uma
similaridade muito baixa, como reportado em outros estudos. Estas sequéncias estdo em processo de deposito no
GenBank em forma de EST contribuindo para posteriores estudos envolvendo bibliotecas de ¢cDNA. Neste
sentido, alternativas estio sendo, como o isolamento da proteina para identificagdo da sequencia de aminoacidos
por espectrometria de massa e posterior clonagem do gene.



