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CLONAGEM DO NEUROPEPTIDEO Y DO LINGUADO Paralichthys orbignyanus
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1. INTRODUCAO

A regulacdo da ingesta de alimento em vertebrados € um complexo processo
em que diferentes rotas moleculares atuam. Entre as varias moléculas sinalizadoras
evolvidas nestas rotas esta o neuropeptideo Y (NPY), o qual desempenha papel
chave como neurotransmissor e neuromodulador na ingesta de alimento e no
balanco energético (Aldegunde & Mancebo, 2006).

Em mamiferos o NPY é um potente estimulador da ingesta. Vérias evidéncias
sugerem que o NPY esta também envolvido na homeostase energética em peixes,
onde isto tem sido recentemente observado, uma vez que a administracdo
intracerebroventricular de NPY estimula a ingesta em Ictalurus punctatus (Silverstein
et al., 2000) e em Carassius auratus (Narnaware et al., 2001).

Além disso, varios trabalhos tém demonstrado que o NPY é encontrado em
todo o tecido cérebral, sugerindo a participacdo em outros processos fisioldégicos
(Aldegunde & Mancebo, 2006). Entre estes outros processos esta a relacdo com a
expressdo do GnRH, demonstrando uma atuacdo no controle da puberdade em
mamiferos (Plant e Shahab, 2002).

. Entretanto, em peixes pouco se conhece sobre o papel do NPY no controle
da ingesta alimentar e sobre a sua participacédo na liberacdo do GnRH. O linguado
Paralichthys orbgnyanus torna-se um interessante modelo experimental por ser a
espécie com maior valor econdmico na regido sul do Brasil e com alto potencial
produtivo. Neste sentido, a clonagem do NPY para esta espécie é fundamental para
estudos de expressdo génica para identificacdo do papel do NPY na ingesta de
alimento e na reproducéo desta espécie e de outros teledsteos.

2. MATERIAL E METODOS



2.1. Andlises in silico

Para a clonagem do NPY do linguado foram desenhados primers a partir do
alinhamento de seqiiéncias de cDNA do NPY de outras espécies de peixes com
auxilio do software online GeneFisher, version 2.0.

2.2. Extracdo de RNA

Dois animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta do cérebro
que foi imediatamente armazenado em nitrogénio liquido para posterior extracdo de
RNA total que foi realizada com a utilizagdo o reagente TRIzol® (Invitrogen®, USA)
de acordo com instrucbes do fabricante. Apdés a extragcdo, o RNA total foi
quantificado com o fluorémetro Qubit™ (Invitrogen®, USA) para a posterior
confeccédo do cDNA.

2.3. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado com a enzima SuperScript III™ Reverse Transcriptase
(Invitrogen®, USA) de acordo com instrucées do fabricante. Para a confirmacédo da
sintese foi realizada um reacdo de RT-PCR para amplificacdo do gene
housekeeping da beta-actina do linguado.

2.4. RT-PCR e sequienciamento

Com os primers construidos previamente com auxilio das analises in silico
foram realizadas reacfes de RT-PCR para o isolamento do NPY do P. orbignyanus.
As reacles de RT-PCR foram realizadas com 40 ciclos de 94T por 30 segundos,
559 por 30 segundos e 72T por 1 minuto, com desna turacao inicial de 1 minuto e
extensao final de 5 minutos. O produto das reacdes foi verificado em eletroforese em
gel de agarose 1%. Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pCR®4-
TOPO® (Invitrogen®, USA) e seqiienciados em seqiienciador automatico Mega
BACE 500 DNA sequencer® (Amersham Biosciences, Suécia).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das analises in silico foram construidos dois pares de primers: um par
de primer degenerado, construido baseado em regifes conservadas entre as
diferentes espécies de peixes e outro construido para a sequéncia do P. olivaceus.
Ambos os primers funcionaram amplificando os fragmentos nos tamanhos
esperados, onde na figura 1 pode se visualizar na amostra Al o fragmento
amplificado pelo par de primers degenerado e na amostra A2 o fragmento
amplificado pelo par de primers para o P. olivaceus.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1%, demonstrando a amplificacdo dos fragmentos de
aproximadamente (A1) 210 pb e (A2) 315 pb. M = marcador 1 Kb DNA plus ladder (Invitrogen® USA).

Estes fragmentos foram clonados no vetor pCR®4-TOPO® para o
sequenciamento que confirmou a clonagem do NPY do linguado como visto na
figura 2 no Blast com as sequencias depositadas no GenBank
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‘ Description Max score Total score | Query coverage |_. E value ‘ Max ident
Paralichthys olivaceus NPY mRNA for neuropeptide ¥, complete c 527 527 % le-146 56%
Siniperca chuatsi neuropeptide ¥ precursor (NPY) mRMNA, comple 329 329 72% 4e-87 92%
Epinephelus coivides neuropeptide ¥ precursor, mRNA, complete 327 327 74% le-86 91%
Dicentrarchus labrax mRNA for Neuropeptide ¥, complete cds 268 268 51% Ge-89 96%
Oryzias latipes neuropeptide ¥ precursor (LOC100144351), mRN, 224 z24 50% 2e-55 91%
Siniperca chuatsi neuropeptide ¥ precursor (NPY) aene, complete 148 344 72% 1e-32 7%
Epinephelus coisides neuropeptide ¥ aene, complete cds 148 28% 1e-32 95%
Dicentrarchus |abrax partial NPY gene, exon 1-2 91.6 159 2e-15 100%
Oreochromis sp. YC-2004 neuropeptide ¥ precursor (NPY) mRMNA 87.9 159 2e-14 98%
Takifugu rubripes clone 241N7, complete sequence 84.2 15% Je-13 97%
Siniperca chuatsi neuropeptide ¥ precursor (NPY) mRMA, partial « 76.8 76.8 15% Se-11 94%

Figura 2. Blast do NPY do linguado com as sequencias do GenBank.

Outros estudos como este ja foram realizadas para outras espécies (Kehoe &
Volkoff, 2007), entretanto pouco se sabe sobre os niveis de expressdo deste
peptideo durante o ciclo alimentar, tanto em peixes quanto em mamiferos, e sobre a
sua influéncia na puberdade, neste sentido, este resultado traz uma importante
contribuicdo no estudo do metabolismo energético em peixes possibilitando que
outros estudos possam ser realizados como avaliacdo da expressao do NPY por
PCR em tempo real para determinacdo dos niveis de RNA mensageiro deste
neurotransmissor, bem como a producdo do NPY recombinante do linguado em E.
coli para a realizacdo de ensaios de administragcdo do peptideo recombinante e
determinacdo do seus efeitos no balanco energético e na reproducdo desta
importante espécie.

4. CONCLUSOES



A clonagem de dois fragmentos de 210 pb e 315 pb do NPY do linguado foi
realizada com sucesso.
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