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SINOPSE

O presente trabalho avaliou o perfil de expressao génica da hipofise de
Arapaima gigas, a espécie mais promissora para a piscicultura em regime
intensivo na Amazbnia. As poucas informacdes sobre os mecanismos
geneéticos que atuam no crescimento e reproducdo dessa espécie tém
dificultado sua criacdo em cativeiro, aumentando a pressdo sobre as
populacbes naturais. Para avaliar o perfil de expressdo génica, foram
construidas quatro bibliotecas de cDNA de individuos machos adultos, machos
jovens, fémeas adultas e fémeas jovens de A. gigas que, apds sequenciadas,
possibilitaram a identificacdo de genes diferencialmente expressos nas quatro
condi¢cBes analisadas, sendo que oito desses genes atuam na ligagéo, inibicao

ou sintese de hormonios envolvidos no crescimento e reproducéo de A. gigas.
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RESUMO

Arapaima gigas, conhecido na Amazdnia como pirarucu, € considerado um
dos maiores peixes de agua doce do mundo, podendo chegar a trés metros de
comprimento e mais de 200 kg de peso. E a espécie mais promissora para a
piscicultura em regime intensivo na Amazbnia. Pertencente a ordem
Osteoglossomorpha, A. gigas € considerada uma importante espécie devido a sua
posicdo na base da filogenia dos teledsteos, sendo um elo entre os antigos peixes
0sseos e os teledsteos derivados. Apesar de muito apreciado pela populacéao, a
escassez de informacdes relacionadas ao crescimento e a reproducao de A. gigas
tem dificultado sua criacdo em cativeiro, resultando numa lacuna que necessita
urgentemente de pesquisas que possam subsidiar com seguranga a compreensao
dos aspectos fisiologicos e genéticos da reproducédo dessa espécie e possibilitar o
desenvolvimento de técnicas artificiais de reproducéo em cativeiro. Por isso, visando
estudar a expressdo génica e identificar genes diferencialmente expressos em
machos e fémeas de A. gigas em fase reprodutiva e nao reprodutiva, foram
construidas quatro bibliotecas de EST’s a partir da hipéfise de individuos macho
adulto, macho jovem, fémea adulta e fémea jovem de A. gigas provenientes do
ambiente natural. Apos o sequenciamento de 3.857 clones, foram encontrados 139
genes diferencialmente expressos nas quatro bibliotecas analisadas, sendo oito
desses genes diretamente relacionados a reproducgéo e ao crescimento de A. gigas
por atuarem como receptores hormonais em tecidos-alvo, com papel fundamental na
regulacdo da homeostase do individuo por meio da ligacdo a diversos hormonios
neurotransmissores. As diferengas observadas por meio da ontologia dos genes
encontrados nas quatro bibliotecas nos permitem afirmar que em A. gigas, a
expressdo génica ocorre de forma diferenciada entre adultos e jovens, mas de forma
muito semelhante entre machos e fémeas.

Palavras-chaves: pirarucu, genes, crescimento, reproducao.



ABSTRACT

Arapaima gigas, known as pirarucu in the Amazon, is considered one of the
largest freshwater fish of the world and may reach three meters of the length and 200
kg of weight. It is the most promising species for intensive system farming in the
Amazon. Belonging to order Osteoglossomorpha, A. gigas is considered an important
species because its location in the base of the phylogeny of teleosts and a link
between the old and derivate teleosts. Despite appreciated by Amazonians,
Arapaima is poorly known as regard its growth and reproduction making difficult its
establishment in captivity. Clearly, more information is need to safely promote the
understanding of genetic and physiological aspects about reproduction of this
species and enable the development of artificial techniques of captivity breeding.
Therefore, our purpose was to study the gene expression and identify genes
differentially expressed in males and females of A. gigas in reproductive and non-
reproductive phases. We produced four libraries of EST from pituitary of adult male,
young male, adult female and young female of A. gigas from the natural environment.
After sequencing 3857 clones, 139 genes were found differentially expressed among
the four libraries analyzed, eight of these genes directly related to reproduction and
growth of A. gigas by acting as hormone receptors in target tissues, with role in the
regulation of individual homeostasis and by connecting to various neurotransmitters
hormones. The differences observed by the ontology of found genes allow us to
affirm that gene expression in A. gigas occurs in different forms between adults and
young, but very similar forms between males and females.

Keywords: pirarucu, genes, growth, reproduction.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Arapaima gigas

Arapaima gigas (Schinz, 1822) (figura 1), popularmente conhecido como
pirarucu no Brasil e como paiche no Peru (Ochoa et al., 2005), é endémico da bacia
Amazonica e muito apreciado pela populacdo. Até 1970, o pirarucu foi a espécie
mais importante para o comércio de pescado na regido, porém, devido ao grande
esforco de pesca, os estoques naturais sofreram grande reducdo nas ultimas
décadas (Val & Honczaryk, 1995).

O pirarucu pertence a Ordem Osteoglossiformes, um dos grupos mais
antigos dos teledsteos vivos que surgiram durante o periodo jurassico (Nelson, 1994;
Lavoué & Sullivan, 2004). Para Nelson (1994), a ordem abrange seis familias, 29
géneros e cerca de 217 espécies. Na América do Sul sdo encontrados os géneros
Arapaima (A. gigas) e Osteoglossum (O. bicirrhosum e O. ferreirai) que ocorrem na

regido amazonica, nas bacias Amazonica e Tocantins-Araguaia.

Figura 1. Exemplar de Arapaima gigas ao lado do autor
Marcos Prado Lima. Foto: Rubens Honda.
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As caracteristicas filogenéticas de A. gigas, esqueleto e morfologia externa,
diferem daquelas de todas as outras espécies de peixes, 0 que o classifica como
“um féssil vivo”, de fundamental importancia para estudos comparativos sobre a
evolucao dos teledsteos (Scorvo-Filho et al., 2004).

Segundo Salvo-Souza & Val (1990), a espécie A. gigas vive em lagos da
regido amazonica (figura 2), mas também pode ser encontrada em rios com baixa
correnteza, margeados por mata espessa. De habito alimentar carnivoro, o pirarucu
alimenta-se de peixes, preferencialmente caracoideos e loricariideos (cascudos) (Val
& Honczaryk, 1995; Imbiriba, 2001), mas também de moluscos e insetos aquaticos
(Crescéncio, 2001; Imbiriba, 2001), sendo considerado um dos maiores peixes de
adgua doce do mundo (Imbiriba, 2001). E a espécie mais promissora para a
piscicultura em regime intensivo na regido amazonica (Cavero et al., 2003ab;
Brandao et al., 2006), pois suporta altas densidades de estocagem (Cavero et al.,
2002; Cavero et al., 2003a), apresenta rapido crescimento, atingindo até dez quilos
no primeiro ano de criacao (Imbiriba, 2001; Pereira-Filho et al., 2003), chegando, na
fase adulta, a trés metros de comprimento e mais de 200 kg de peso (Imbiriba, 2001,
Hrbek et al., 2005). A maturacdo sexual ocorre do terceiro ao quinto ano de vida,
com 1,60 a 1,70 metros de comprimento e cerca de 40 a 50 kg de peso, sendo que
0s ovos sdo depositados em ninhos e os machos é que ficam responsaveis pelos
cuidados com a prole. Neste periodo apresentam dimorfismo sexual, onde o macho
adquire coloracéao avermelhada mais intensa (Val & Honczaryk, 1995).

Figura 2. Mapa da regido Amazbnica, mostrando area de
ocorréncia de Arapaima gigas. Fonte: Ochoa et al.
(2005).
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Além dessas caracteristicas, 0 pirarucu apresenta respiracdo aeérea
obrigatéria, valendo-se de sua bexiga natatéria modificada que permite a tomada de
oxigénio diretamente do ar atmosférico (Crescéncio et al., 2005; Brauner et al., 2004;
Imbiriba, 2001), facilitando sua criagdo em ambientes com baixa disponibilidade de
oxigénio (Salvo-Sousa & Val, 1990).

Experimentos prévios realizados no Laboratorio de Ecofisiologia e Evolucao
Molecular (LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia indicaram que
até o peso de aproximadamente sete gramas, o animal exibe respiragdo aquatica. A
partir disso, 0 pirarucu passa a retirar o oxigénio do ar atmosférico, fazendo a
tomada de oxigénio por meio da bexiga natatéria que € altamente vascularizada.

Durante uma expedicao cientifica feita pelo navio cientifico Alpha Helix em
1976 a Amazobnia, os pesquisadores Isaacks et al. (1977) e Bartlett et al. (1978)
registraram simultaneamente a presenca, em A. gigas, do inositol pentafosfato (IPP),
um composto organico encontrado nos globulos vermelhos (eritrocitos) do sangue de
aves, onde atua como modulador da afinidade da hemoglobina com o oxigénio
(Salvo-Souza & Val, 1990; Val, 2000). Esse achado representou uma grande
descoberta, visto que para Val et al. (1991), o IPP havia sido descrito somente em
passaros e tartarugas, e sua ocorréncia ndo era conhecida em outro organismo na
natureza.

No periodo de um ano, Val et al. (1991) estudaram o IPP presente nos
eritrocitos de pirarucu e constataram variacbes de sua concentracdo durante o
primeiro ano de vida, em que o IPP aumentou lentamente até estabilizar-se quando
0s animais atingiram entre 1 e 1,5 m de comprimento.

Para Hrbek et al. (2005) e Farias et al. (2003), historicamente A. gigas
compreendeu uma porc¢ao significativa da dieta dos povos que viviam proximos aos
grandes corpos de agua da Amazobnia, tanto que no comeco do século XVIII teve
inicio a pesca comercial para satisfazer a demanda pelo bacalhau, importado. De
acordo com Ochoa et al. (2005), o pirarucu goza de uma posicao preferencial no
comeércio regional amazonico por aspectos qualitativos tais como o alto rendimento
da carcaca, alta demanda, alto valor nutricional de sua carne, bom sabor do filé e
grande aceitacdo nos mercados da Amazonia.

Imbiriba (2001) e Val & Honczaryk (1995) citam que a comercializacdo da

carne do pirarucu ocorre principalmente na forma de mantas que podem ser frescas,
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congeladas ou salgadas, sendo este o principal meio de preservacdo e
comercializacdo do produto, dai a denominagédo de “bacalhau brasileiro”. Além da
deliciosa carne, praticamente desprovida de espinhas, aproveita-se ainda do animal
as escamas, a lingua Ossea, os ovos e a pele, contribuindo para o incremento
econdmico do cultivo dessa espécie.

O pirarucu € uma espécie vulneravel (Ochoa et al.,, 2005), pois precisa
emergir a intervalos regulares de 4 a 5 minutos para respirar (Val & Honczaryk,
1995). E nesse momento que os pescadores, munidos de arp&o ou fisga, capturam
0 peixe. Apesar das medidas de protecdo implantadas pela legislacdo brasileira,
Imbiriba (2001) afirma que a pesca do pirarucu esta colocando em risco a
sobrevivéncia da espécie, pois é praticada de forma predatéria e com a captura de
exemplares jovens, chamados de “bodecos”, prejudicando de maneira sensivel os
estoques naturais. De acordo com Ono et al. (2004), a producdo de alevinos e o
cultivo em escala industrial contribuird para a diminuicdo da pesca predatéria e
criminosa que ainda hoje sofre o pirarucu.

Como consequéncia da super exploracdo dos estoques naturais, em 1975
A. gigas tornou-se uma das poucas espécies de peixe listadas no Anexo Il da
Convencéo sobre o Comércio Internacional de Espécies de Fauna e Flora Selvagem
Ameacadas de Extingdo (CITES). Em 2001 o governo brasileiro proibiu a pesca e a
comercializacdo de A. gigas proveniente de seu ambiente natural, exceto na
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud, localizada na cidade de Tefé -
AM, o que nao impediu a pesca ilegal e a sua venda em mercados e restaurantes
(Farias et al., 2003).

Nas Ultimas décadas, A. gigas tornou-se o foco de muitos estudos
envolvendo diversas areas, tais como: o cultivo em cativeiro (Cavero et al., 2002;
Pereira-filho et al., 2003; Imbiriba, 2001; Scorvo-Filho et al., 2004; Ono et al., 2004),
alimentacdo (Crescéncio, 2001; Cavero et al., 2003c, Crescéncio et al., 2005;
Oliveira et al., 2005; Gandra et al., 2007), crescimento (Martinelli & Petrere Jr, 1999;
Cavero et al., 2003ab), estresse (Cavero et al., 2004; Brandéo et al., 2006; Gomes et
al., 2006), fisiologia e bioquimica (Salvo-Souza & Val, 1990; Val et al., 1991; Brauner
et al., 2004), variabilidade genética (Farias et al., 2003; Marques, 2003; Hrbek et al.,
2005) e filogenia (Lavoué & Sullivan, 2004).
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Farias et al. (2003) realizaram estudos em A. gigas utilizando 14 marcadores
moleculares microssatélites para determinar niveis de variabilidade genética das
populacbes da bacia amazonica e registraram um alto nivel de variabilidade intra-
populacional, o que significa, segundo os autores, que a populacdo estudada tem
condicBes genéticas satisfatérias para se manter no ambiente. Da mesma forma,
Marques (2003) utilizando espécies da bacia hidrografica Tocantins-Araguaia, por
meio da técnica RAPD-PCR, constatou a ocorréncia de apenas uma populacdo na
regido de coleta, com variabilidade intrapopulacional significativa.

Estudos recentes realizados por Hrbek et al. (2005), visando a conservacgéo
genética de populagbes de A. gigas na bacia amazobnica, utilizaram os segmentos
NADH1 e ATPase do DNA mitocondrial e constataram uma diminuicdo no tamanho
efetivo das populacdes e uma homogeneidade genética entre as populacdes, além
da ocorréncia de deriva genética e “bottleneck”. Segundo os autores, a criacao de
reservas bioldgicas como a de Mamiraua, poderia contribuir para a reducdo da
exploracdo das populagdes naturais e atuar como fontes emigrantes como num
modelo de metapopulacédo, contribuindo para a mudanca do atual cenario por meio
de um repositorio de diversidade genética.

1.2 — Hipo6fise de osteoglossideos

A hipofise ou glandula pituitéria é o érgdo de sintese, acimulo e liberagéo de
horménios que atuam em importantes processos fisiolégicos dos vertebrados, tais
como reproducdo, desenvolvimento, crescimento, osmorregulacdo, metabolismo,
entre outros. O controle hormonal nessas funcdes € realizado pelo sistema nervoso
central (SNC), por meio de neuro-horménios reguladores que estimulam ou inibem a
liberacdo de hormdnios adeno-hipofisarios, os quais, por sua vez, atuam em
diversas outras glandulas, gbnadas e demais células ou tecidos efetores (Borella et
al., 2006).

De acordo com Amar & Weiss (2003), a hipofise localiza-se dentro da fossa
hipofisaria, um compartimento ésseo-fibroso localizado préximo da regidao central da
base do cranio, numa depressao do osso esfendide chamada de sella tarcica (figura

3). Esta presente em todos os vertebrados, intimamente associada ao hipotalamo
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através de prolongamentos de neurdnios e de um sistema vascular portal, ambos de
vital importancia para o controle neuronal. Em todos os vertebrados compdem-se de
dois tipos de tecidos com origens diferentes: a adeno-hipdéfise, tecido glandular
endocrino originado por uma evaginacado ectodérmica do teto da cavidade bucal
embrionaria, chamada de bolsa de Rathke, e a neuro-hipdfise de origem nervosa,
proveniente de um invaginacdo do processo ventral do diencéfalo (Borella et al.,
2006).

Figura 3. Localizagcdo da sella tdrcica na base do diencéfalo, onde se
encontra a hipéfise de Arapaima gigas. Foto: Marcos Prado.

Para Nelson (1994), Osteoglossomorpha € considerado um importante grupo
devido ao seu lugar na base da filogenia dos teledsteos, sendo um elo de ligacéo
entre 0s antigos peixes 0sseos e 0s teleosteos derivados. Para Borella et al. (2009),
a hipofise de A. gigas apresenta caracteristicas basais entre os antigos Actinopterigi
e os demais teledsteos derivados. Borella et al. (2006) afirma que a hipofise dos
osteoglossideos, pirarucu (A. gigas) e aruana (Osteoglossum bicirrosum), tem sua
estrutura diferenciada dos demais teledsteos devido as seguintes caracteristicas:

1) Apresenta uma Unica regido adeno-hipofisaria, ao contrario da adeno-
hipdéfise dos teledsteos, que é subdividida em pars distalis e proximalis;

2) Pela presenca de duas partes distintas da neuro-hipéfise, sendo uma
porcdo rostral, que se estende sobre a adeno-hipéfise, ndo penetrando ou
interdigitando-se com as células glandulares dessa regido como nos demais
teleGsteos, e uma porcdo caudal, intensivamente interdigitada com a pars
intermedia, a semelhangca do que ocorre na hipéfise dos teledsteos néo

osteoglossideos, diferente do arranjo tipico da hipoéfise dos outros vertebrados.
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O estudo da hipofise visa, portanto, melhor compreender o controle
enddcrino dos processos fisiolégicos dos animais, especialmente relacionados ao

crescimento e ao sistema reprodutivo.

1.3 — Fisiologia molecular da reproducéo em peixes

O processo reprodutivo dos peixes se inicia a partir do momento em que
atingem a idade e o peso minimo. Alteracdes ambientais como o fotoperiodo, a
temperatura e, possivelmente as chuvas, sdo captadas através dos olhos, pineal,
narinas e receptores cutaneos, que as convertem em sinais eletroquimicos e sao
transmitidos via neurdnios sensoriais até o hipotalamo. Os fatores ambientais citados
estimulam o hipotalamo a sintetizar e liberar o hormonio liberador de gonadotropinas
(GnRH), que estimula as células gonadotropicas na hipoéfise a sintetizar e liberar o
horménio foliculo estimulante (FSH), que via corrente sangiliinea chega as camadas
foliculares dos oocitos em desenvolvimento e na camada teca, convertendo o
colesterol em testosterona (Nagahama, 1994; Blazquez et al., 1998; Weltzien et al.,
2004).

Esta é transportada a camada granulosa, na qual é aromatizada a 17p3-
estradiol, o principal tipo de estrégeno, pela enzima aromatase, também sob
influéncia do FSH. O 17B-estradiol age no figado (via corrente sangiinea),
estimulando a sintese da glicolipofosfoproteina (vitelogenina) que, também via
corrente sanglinea, é capturada pelo o6cito por micropinocitose (processo
dependente de FSH), promovendo o crescimento do odcito e incorporacéo de vitelo.

E importante salientar que a deteccdo da vitelogenina no muco dos peixes
tem sido sugerida como forma de diferenciacdo do sexo, pois na maioria dos peixes,
como em A. gigas, ndo ocorre um dimorfismo sexual evidente e, além disso, a
deteccdo da vitelogenina pode ser utilizada como forma de selecdo para saber o
estado de maturidade dos peixes (Moncaut et al., 2003).

Na fase de vitelogénese, que € um processo pelo qual o citoplasma do
oocito acumula substancias de reserva para posterior utilizacdo pela larva, ocorre
um aumento nos niveis plasmaticos de 173-estradiol e testosterona. Esse aumento

inibe a sintese de FSH (feed back negativo) que juntamente com a acdo do GnRH,
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estimula a secrecdo hipofisaria do horménio luteinizante (LH) nas fases finais da
vitelogénese. O LH estimula a camada teca do foliculo a produzir 17a-
hidroxiprogesterona, que é transportada a camada granulosa e convertida a
170a,20B-dihidroxy-4-pregnen-3-one ou 17a,20B-21-trihidroxy-4-pregnen-3-one pela
enzima 20a-hidroxiesterdide-desidrogenase (Nagahama, 1994; Blazquez et al.,
1998). O hormoénio 17a-20B-dihidroxy-4-pregnen-3-one é conhecido como o
horménio indutor da maturacgéo final e da ovulagdo na maioria dos peixes (Zohar &
Mylonas, 2001).

Nos machos, o controle da sintese de esterdides é semelhante ao das
fémeas. O FSH e LH estimulam a esteroidogénese testicular e espermatogénese,
sendo os androgenos, testosterona e 11-cetotestosterona, produzidos pelas células
de Leydig no tecido intersticial dos testiculos. Esses hormonios gonadais Sdo 0s
mais importantes no desenvolvimento do testiculo e das caracteristicas sexuais
secundarias nos machos (Haider, 2004).

Os efeitos de varios hormdnios esterbides, tais como o estrégeno,
testosterona, horménio tireoidiano, retindides, alguns acidos graxos e
prostaglandinas, sdo mediados por proteinas receptoras especificas, denominadas
receptores nucleares que possuem papel fundamental na regulacdo da homeostase
por meio da ligagéo a diversos hormonios (Krieg et al., 2001).

De acordo com Krieg et al. (2001), os receptores nucleares agem na
regulacdo dos niveis de RNAm, controlando a transcricdo génica e regulando a
estabilidade dos RNAm. Para regular a transcricdo em resposta a um hormdnio
ligante, os receptores nucleares devem realizar trés funcdes basicas:

1 - O receptor deve ser ativado, o que geralmente envolve a ligacdo a uma
pequena molécula especifica do horménio ligante, seguida da fosforilagdo ou
desfosforilagdo do receptor em resposta ao padrdo de sinalizagdo celular,
modulando também a atividade receptora, tal como a ligacdo ao DNA.

2 - O receptor geralmente liga-se a uma sequéncia especifica de DNA,
denominada de elemento de resposta hormonal (ERH). Em alguns genes, o receptor
nao se liga diretamente ao DNA, mas interage com outra proteina de regulacao
génica que se liga a sequiéncia especifica de DNA. E essa proteina que liga o

receptor ao DNA.
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3 - O receptor deve sofrer uma mudanca conformacional, como resultado da
acao do ligante, da ligagao ao DNA e da fosforilagdo. Essa mudanca conformacional
possibilita a ativagéo da transcricao.

A ativacdo da transcricdo ou sua repressao é o resultado da interacdo do
receptor com outras proteinas denominadas co-reguladores. Essas proteinas
formam um complexo multi-proteico com o receptor, que interage com o0s
componentes do aparato transcricional, provocando a acetilagdo das histonas (ou
desacetilagcdo) e interage com outros complexos multi-proteicos, facilitando o
remodelamento da cromatina. Para induzir a transcricdo de um gene, o complexo
receptor-co-ativador deve facilitar a desespiralizacdo da interacdo DNA-histona, que
reprime a transcricdo, e estimular ou estabilizar a formagdo de um complexo

promotor transcricional (Krieg et al., 2001).

1.4 — Genbma e transcriptoma

A partir das descobertas feitas por Mendel, ficou caracterizado que os
principios de crescimento, desenvolvimento e resposta dos organismos ao ambiente
sdo determinados pela expressao dos genes, servindo como ponto de partida em
diversos estudos. Dessa forma, uma das questdes mais relevantes € entender como
os elementos na sequéncia de DNA séo utilizados, sob que condi¢cbes cada produto
génico é sintetizado e, uma vez sintetizado, qual a sua fungdo no organismo (Liu &
Cordes, 2004).

A identificagdo de genes diferencialmente expressos tem sido usada como
uma importante abordagem experimental para conhecer ndo somente a funcao
génica, mas também para compreender como 0S mecanismos moleculares estédo
relacionados com processos biologicos (Vedoy et al., 1999).

Muitas vezes, principalmente quando se pretende estudar metabolismo, ao
invés de ser realizado o sequenciamento gendmico de um organismo eucarioto,
prefere-se realizar o seqienciamento sO0 das regides génicas (transcriptoma),
utilizando informacdes oriundas do RNA mensageiro (RNAm) (Rodrigues, 2001). A
representatividade das moléculas pode ser mantida pela constru¢do de bibliotecas

normalizadas que buscam manter todos os transcritos na mesma propor¢cdo com o
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objetivo de néo perder informacdes de transcritos raros. Outras estratégias, no
entanto, também visam a preservacéao destes (Prosdocimi et al., 2003).

Dessa forma, é construida uma biblioteca de DNA complementar (cCDNA),
representando o conjunto de RNAms de uma célula, que séo clonados em vetores
plasmidiais. Os insertos de cDNA presentes em tais vetores séo entdo sequenciados
a partir de suas extremidades 5’ ou 3’, produzindo pequenas sequéncias que irdo
representar pedacos dos genes expressos no momento da extracdo do mRNA das
células presentes no tecido em questéo. Esses pedacos seqiienciados tém em torno
de 300 pb e representam “etiquetas de genes expressos”, ou EST’'s (Expressed
Sequence Tags). A analise dos genes expressos € uma abordagem bastante
utilizada na tentativa de entender o funcionamento do metabolismo dos mais
diversos organismos (Prosdocimi et al., 2003).

Aléem de permitir trabalhar apenas com sequéncias expressas e identificar
uma grande quantidade delas, por meio de comparacfes feitas com sequéncias
depositadas em bancos de dados, as EST's tém muitas outras aplicacdes; dentre
elas podemos destacar sua utilizacdo na construcdo de mapas fisicos, na
caracterizacdo de grandes sequéncias gendmicas, na identificacdo de genes e de
genomas e em tecnologias aplicadas a industria farmacéutica (Zweiger & Scott,
1997). Essa estratégia € importante também para estudar o desenvolvimento dos
organismos, produzindo bibliotecas de diferentes fases de desenvolvimento e
observando quais genes sao expressos em cada momento. Tal abordagem é
importante para estudarmos como ocorre a expressao diferencial de genes em
diferentes 6rgdos de um mesmo organismo, para que possamos entender a fungéo
desses 6rgéos ou como eles realizam fun¢des conhecidas (Prosdocimi et al., 2003).

O sequenciamento de EST's é utilizado cada vez mais para anotacdo de
sequéncias genbmicas de organismos eucariotos, pois podem dar evidéncias
biolégicas para a previsdo de centenas de genes, desde que estes ja sejam
conhecidos em outros organismos, ou podem indicar a presenca de novos genes
(Vettore et al., 2001).

Atualmente, varios organismos ja tiveram seu genoma totalmente
sequenciado, ou estdo em fase de conclusdo. Dentre estes, podemos citar varias

espécies de peixes que sdo utilizados como modelos em diversos estudos
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comparativos, como Danio rerio, Ictalurus punctatus, Salmo salar, Oncorhynchus
mykiss e Oreochromis niloticus.

Dentre as espécies acima citadas, o zebrafish ou peixe-zebra (Danio rerio),
um pequeno teledsteo de 3 a 4 cm, se tornou o principal modelo experimental para o
estudo do desenvolvimento de vertebrados (Anderson & Ingham, 2003) em diversas
areas da ciéncia, tais como: genética e genbmica, desenvolvimento, teratologia,
comportamento, toxicologia e neurociéncias (Vascotto et al., 1997).

Em 2001, o Instituto Sanger iniciou o sequenciamento do genoma total de D.
rerio, porém seu genoma mitocondrial j4 estd sequenciado, servindo de base para
estudos filogenéticos (Broughton et al., 2001). O estudo do genoma do zebrafish
pode servir como um complemento funcional para o projeto genoma humano, o qual
produziu enormes quantidades de sequéncias, mas carece de informacdes
funcionais para a maioria dos genes identificados (Dooley & Zon, 2000). Além disso,
grandes segmentos dos cromossomos de D. rerio estdo em sintenia com 0s
cromossomos humanos e de camundongo, tanto que muitos genes apresentam alto
grau de similaridade, quando comparados em suas seqiéncias (Barbazuk et al.,
2000).

1.5 — Bioinformatica

Os métodos computacionais para a identificacdo de genes transformaram-se
em uma ferramenta cada vez mais importante nos ultimos anos. Enquanto o ritmo de
sequenciamento de genomas cresceu com o0 surgimento dos sequienciadores
automaticos de DNA, a necessidade de métodos rapidos para a descoberta de
genes tornou-se maior. A sequéncia do genoma € justamente o comego de um
grande esfor¢co para compreender as funcbes de um organismo, e 0 primeiro e mais
critico passo desse processo € a identificacdo acurada de todos os genes e de suas
proteinas associadas (Pertea e Salzberg, 2002).

Com esse proposito, foram desenvolvidos programas, tais como, BLAST -
Basic Local Alignment Search Tool- (Altschul et al., 1990), Phred (Ewing et al., 1998;
Ewing & Green, 1998), Phrap (Green, 1999) e Cap3 (Huang & Madan, 1999) que,

respectivamente, identificam a similaridade das EST's obtidas com demais
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sequéncias disponiveis nos bancos de dados, analisam a qualidade, realizam o
alinhamento das sequéncias e geram os contigs.

Atualmente, a metodologia mais utilizada para inferir a fungdo biolégica de
um gene (ou a proteina que ele codifica) é a procura de similaridade em banco de
dados de DNA e proteinas. A ferramenta mais conhecida para esse proposito € o
BLAST, que faz comparacdes entre pares de seqiiéncias, procurando por regides de
similaridade local ou global.

O BLAST consiste de um conjunto de programas de busca de similaridade
criado para explorar todos os bancos de dados de sequéncias disponiveis em
relacdo a proteina e ao DNA. Ele executa comparacdes de sequiéncias em pares,
procurando regifes de similaridade local, ao invés de apenas alinhamentos globais
otimos entre as sequéncias inteiras. Uma pesquisa do BLAST mostra como
resultado uma lista de candidatos similares a seqiéncia submetida, juntamente com
os alinhamentos dos segmentos correspondentes (Altschul et al., 1990).

Cada alinhamento tem um valor estimado de significancia da similaridade
observada na tentativa de se fazer a distincdo entre alinhamentos que reflitam
similaridade real ou ao acaso. Este valor, expresso na forma do e-value (extreme
value distribution), se refere ao nimero de alinhamentos com pontuacéo igual ou
maior a obtida que podem ocorrer simplesmente ao acaso no banco de dados
utilizado na busca. Em outras palavras, 0 e-value expressa a probabilidade de que a
similaridade entre as duas sequéncias ocorra aleatoriamente. Exemplificando, um e-
value de 1x10°® significa que a chance de uma similaridade com a mesma pontuagéo
surgir ao acaso seria de apenas uma em 10° sequéncias. Sendo assim, quanto
menor o e-value maior a significancia da similaridade entre as sequéncias.

Para o célculo do e-value, sdo considerados o tamanho das sequéncias
comparadas, a pontuacédo obtida para o alinhamento e ainda o tamanho do banco de
dados onde foi efetuada a busca. Assim, 0 e-value obtido para uma busca em um
banco de dados pequeno € proporcional ao calculado para um banco maior.

O BLAST, disponivel no site do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), apresenta
cinco subtipos de ferramentas desenvolvidas para buscar similaridades entre
sequéncias de nucleotideos e proteinas nos bancos de dados biolégicos, conforme
tabela 1.
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Tabela 1. Tipos de analises realizadas pela ferramenta BLAST.

SEQUENCIA SEQUENCIA

ENVIADA \Rv/e DESCRIGAO

Compara sequéncia de nucleotideos
RESIM Nucleotideo  Nucleotideo enviadas contra sequéncias de
nucleotideos do GenBank.

Compara sequéncia de aminoacidos
Proteina Proteina enviadas contra sequéncias protéicas
do GenBank.

Traduz uma sequéncia de
Proteina nucleotideos e compara contra
sequéncias protéicas do GenBank.

Nucleotideo
(traduzido)

BlastX

Traduz uma sequéncia de
nucleotideos nas seis possiveis fases
IIES @ Nucleotideo Nucleotideo de leitura e faz a andlise contra o
banco de nucleotideos traduzido do

GenBank.

Compara a sequéncia da proteina
contra o banco de nucleotideos do
GenBank traduzido nas seis fases de
leitura.

tBlastN Proteina Nucleotideo

Fonte: Modificado de Lopes (2005).

Além dessas ferramentas que permitem a andlise de sequéncias, aqueles
que visam sua categorizagdo também s&do importantes. Nesse contexto, a
categorizacdo de sequéncias pelo Gene Ontology (www.geneontology.org) vem
sendo amplamente utilizada.

O Gene Ontology foi iniciado a partir da necessidade da anotacdo do
genoma de Drosophila, Saccharomyces e camundongo, em uma unica linguagem
gue descrevesse 0s principais processos biolégicos. Essa necessidade em comum
resultou no desenvolvimento de um conjunto de termos inseridos em categorias, que
se associam aos produtos génicos gerados.

As principais categorias utilizadas pelo Gene Ontology sdo: (1) componente
celular, (2) processo biologico e (3) funcdo molecular. Nessa ferramenta, um gene
pode ser anotado em mais de uma categoria, visto que este pode ter mais de uma
funcao, estar envolvido em uma variedade de processos e/ou desempenhar essa

fungé@o em varias localizagdes subcelulares (Hill et al., 2001).



2 — JUSTIFICATIVA

A escassez de informacbes relacionadas aos aspectos fisiologicos e
genéticos da reproducdo do pirarucu tem dificultado sua criacdo em cativeiro,
resultando numa lacuna que necessita urgentemente de pesquisas que possam
subsidiar com seguranca a compreensao da biologia reprodutiva, especialmente
utilizando ferramentas modernas possibilitadas pelo grande avanco que a biologia
molecular teve nos ultimos anos.

As informacgdes disponiveis sobre a reproducdo do pirarucu sdo, na sua
maioria, obtidas a partir de informacdes gerais e de pouca utilidade para o
desenvolvimento de técnicas artificiais de reproducéo. Investigagdes cientificamente
embasadas ainda sé&o insuficientes, mas fundamentais para que possamos melhorar
0 sucesso da reproducéo artificial dessa espécie.

A construcdo de bancos de sequéncias de ESTs resultara na identificacédo
de genes relacionados a reproducdo, a diferenciacdo sexual e a sintese de
horménios em juvenis e adultos de A. gigas. Essas informagfes sdo importantes
para discriminar as mudancgas que ocorrem durante o processo reprodutivo dessa
espécie, que sabidamente é singular. Informacdes desse tipo irdo subsidiar, de
forma mais segura, a producdo e a conservacao dessa importante espécie de peixe

da Amazobnia.



3 - OBJETIVOS

3.1 - Geral

Identificar genes diferencialmente expressos em machos e fémeas de

Arapaima gigas em fase reprodutiva e nao reprodutiva.

3.2 - Especificos

- Construir e sequenciar bibliotecas de EST's de exemplares machos e

fémeas de Arapaima gigas em fase reprodutiva e nao reprodutiva.

- Comparar as sequéncias encontradas com aquelas disponiveis no banco

de dados do NCBI e do Centro Universitario Nilton Lins?.

- Categorizar a ontologia dos genes encontrados de acordo com a

metodologia da ferramenta Gene Ontology.

- Selecionar genes relacionados ao crescimento e a reproducéo de A. gigas.

! Banco de dados desenvolvido em MySQL com sistema em Java capaz de armazenar EST's de todas as
espécies de peixes ja depositadas em bancos de dados mundiais (i.e. NCBI) e comparar com sequencias de
DNA trimadas, o resultado do BLAST (EST's disponivies no NCBI versus sequéncias geradas em nosso
laboratério) produz uma tabela de comparagdes de sequéncias e disponibiliza a categoria de GO (gene ontology)
de cada resultado do BLAST. Atualmente o banco possui mais de 1 milhdo de EST's. Uso restrito em
http://biolab.uniniltonlins.edu.br



4 — METODOLOGIA

4.1 - Coleta das amostras

O tecido-alvo foi a hipofise que, de acordo com Borella et al. (2006), é o
orgdo de sintese, acumulo e liberacdo de hormdnios que atuam em importantes
processos fisiologicos nos vertebrados, como na reproducgdo, no desenvolvimento e
no crescimento.

Os exemplares de pirarucu foram capturados nos meses de outubro de 2007
e novembro de 2008, periodos de seca na regido Amazonica, em lagos naturais na
cidade de Fonte Boa/AM, sob a licenca do IBAMA N° 16227-1 (anexo A). A area de
coleta (figura 4) compreendeu um conjunto de lagos interligados conhecidos como
Lago Majoara (S = 02° 22’ 14.1” e W = 66° 18’ 35.5") que, apesar de pertencer a
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, esta sob a protecdo e
fiscalizacdo do Instituto de Desenvolvimento Sustentavel de Fonte Boa (IDS-FB) que
promove 0 manejo sustentavel de pesca na area.

~
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Figura 4. Imagem de satélite do local de coleta, Lago Majoara. Fonte: Google Earth.
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Um total de 24 pirarucus foi utilizado no estudo, sendo seis fémeas adultas e
seis machos adultos com comprimento minimo de 1,5 metros, assim como seis
fémeas jovens e seis machos jovens com comprimento maximo de 1 metro.

Os peixes foram capturados por pescadores locais utilizando arpéo e redes
de pesca. Apés a captura, foram sacrificados e a hipdfise retirada ainda na margem
do lago com auxilio de material cirargico especializado e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido. Em seguida, os peixes foram pesados, medidos e tiveram
seus ventres abertos para a correta distingdo do sexo por meio da visualizacdo das
gbnadas masculinas ou femininas que também foram fotografadas (figura 5).

Figura 5. Ovario de uma fémea adulta de Arapaima gigas. Foto: Marcos Prado

As hipdfises permaneceram congeladas até a chegada no Laboratério de
Expressdo Génica do Centro Universitario Nilton Lins em Manaus-AM, onde foram

transferidas para um freezer -80 °C até o momento da extracdo do RNAm.

4.2 - Extracéo e isolamento do RNAmM

O isolamento do RNAm das 24 hipéfises foi realizado com o kit “FastTrack®
MAG mRNA Isolation” da Invitrogen, seguindo as recomendag¢fes do fabricante. As
hipdéfises inteiras foram colocadas em tubos de polipropileno tipo Eppendorf de 1,5
mL, contendo 200 pL de tampéo de lise, 5 yL de degradador de proteinas e

maceradas com a ajuda de um homogeneizador orbital. Quando o tecido estava
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totalmente homogeneizado com os reagentes, os tubos foram centrifugados por 5
min a 12000g, o sobrenadante foi retirado, transferido para um novo tubo e incubado
em banho-maria a 65 °C por 10 minutos.

Decorrido esse tempo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo
contendo as esferas magnéticas previamente preparadas. Nesse momento, a cauda
Poli T das esferas se liga a cauda Poli A do RNAmM por complementariedade de
bases e com o auxilio de uma estante magnética, as esferas ja aneladas aos RNAm,
migraram para a parede do tubo. O sobrenadante foi entdo removido e descartado,
enquanto as esferas foram lavadas por trés vezes em temperatura ambiente com
200 pL de tampao de lavagem disponibilizado pelo kit.

Apos a ultima lavagem, foram adicionados 20 pL de 4gua livre de RNAse e a
mistura aquecida por 5 minutos a 37 °C. Utilizando novamente a estante magnética,
o sobrenadante contendo o RNAm eluido foi coletado e utilizado para a sintese do
cDNA.

Para confirmar a presenca do RNAmM no sobrenadante, foi realizada
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) com tampéo TAE 1X, corado com brometo
de etidio (0.1 pg/mL) e visualizado em transiluminador com luz ultra-violeta (UV). Em
seguida, as 24 extracbes de RNAm foram quantificadas utilizando NanoDrop®

(Thermo Scientific) para assegurar a correta concentracdo de RNAm.

4.3 - Pool das amostras de RNAmM

Antes de iniciar a sintese da primeira fita de cDNA, cada um dos seis tubos
contendo as extragcbes de RNAm dos pirarucus machos adultos teve 0,5 ug de
RNAmM retirados e misturados em um novo tubo, formando um pool de RNAmM dos
pirarucus machos adultos, o mesmo foi feito com as extracdes das seis fémeas
adultas, dos seis machos jovens e das seis fémeas jovens. Esse procedimento se
justifica devido a possibilidade de existirem polimorfismos nas amostras coletadas, o

gue poderia interferir nos resultados.
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4.4 - Construcao de bibliotecas de cDNA

A partir da sintese da primeira fita de cDNA até a ligacdo ao vetor de
clonagem, foi utillizado o Kit “Creator SMART cDNA Library Construction
(Clontech/UK)”. O kit SMART (Switching Mechanism At 5’ end of RNA Transcript) foi
desenvolvido para a construcdo de bibliotecas de cDNA a partir de pequena
guantidade de RNA, de acordo com as recomendacbes do fabricante, conforme

figura 6.
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Figura 6. Representacdo esquematica da estratégia utilizada pelo kit Creator SMART cDNA Library
Construction utilizado na constru¢éo das quatro bibliotecas de cDNA de A. gigas. Fonte:
Protocolo do Kit Creator™ SMART™ cDNA Library Construction da Clontech

(www.clontech.com).
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4.5 - Sintese da fita simples de cDNA

A primeira etapa consistiu na sintese da primeira fita, na qual foram usados
3 ul de RNAmM (500 ng), 1 pL de SMART IV Oligonucleotide e 1 pL de CDS IIl/3’ PCR
Primer que foram aquecidos a 72 °C por 2 minutos e imediatamente resfriados em
gelo por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 2 pL de 5X First-strand Buffer
(250 mM Tris (pH 8.3), 30 mM MgCl, , 375 mM KCI), 1 pL de DTT (20mM), 1 uL de
dNTP Mix (10 mM) e 1 yL de transcriptase reversa (reverse transcriptase MMLV da
Promega, 200 U/uL). Em seguida as amostras foram novamente incubadas a 42 °C
por 1 hora para a sintese da fita simples.

A transcriptase reversa apos sintetizar a fita complementar ao RNAm até a
extremidade 5’, adiciona citosinas a esta fita complementar. Isto faz com que o
oligonucleotideo SMART IV (Switching Mechanism at 5’ end of RNA Transcript), que
contém guaninas na extremidade 3’, se ligue a fita de cDNA servindo como novo
molde para a enzima. Esta passa a sintetizar, na mesma fita de cDNA, uma

sequéncia complementar ao SMART IV.

4.6 - Sintese da fita dupla de cDNA

A primeira fita de cDNA possui como adaptador uma regido complementar
ao oligonucleotideo SMART IV continua com a regido complementar ao RNAmM. Este
adaptador possui um sitio para anelamento do primer 5’ da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). Desta forma, a reagao que produz e amplifica o cDNA fita dupla
somente amplifica os fragmentos que contém este sitio e que, portanto, possuem a
sequéncia completa até a extremidade 5. As sequéncias dos primers 5" e 3’ e do
oligonucleotideo SMART 1V estao representadas na tabela abaixo.
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Tabela 2. Oligonucleotideos do kit SMART cDNA Library Construction utilizado na construcdo das
guatro bibliotecas de cDNA de A. gigas. Fonte: Protocolo do Kit SMART cDNA Library
Construction (www.clontech.com).

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA

SMART IV 5" AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTAC
GGCCGGG 3

AL L El 5 ATTCTAGAGGCCGAGGCGGACATG-A(T), NN 3

5" PCR primer 5" AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3’

Durante a sintese da fita dupla de cDNA, foram utilizados 2 pyL da fita
simples de cDNA, 80 uL agua deionizada estéril, 10 pL de 10X Advantage 2 PCR
buffer (400 mM Tricine-KOH (pH 8.7 a 25 °C), 150 mM KOAc, 35 mM Mg(OAc),,
37.5 pg/mL BSA, 0.05% Tween 20, 0.05% Nonidet-P40), 2 pL de 50X dNTP mix, 2
puL 5-PCR primer, 2 yL CDS III/3'-PCR primer e 2 pL de 50X Advantage 2
Polymerase mix (50% Glycerol, 15 mM Tris-HCI (pH 8.0), 75 mM KCI, 0.05 mM
EDTA). O programa de termociclagem consistiu de aquecimento prévio por 1 minuto
a 95 °C, seguido de 26 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 6 minutos a 68 °C.

Para confirmar a sintese da fita dupla de cDNA, 5 yuL do produto de PCR
foram aplicados em gel de agarose 1% (m/v) com tampdo TAE 1X, corado com

brometo de etidio (0.1 pg/mL) e visualizado em transiluminador com luz ultra-violeta.

4.7 - Tratamento com proteinase K

Para a inativacao da atividade da DNA polimerase, 50 puL de cDNA fita dupla
(2-3ug) foram tratados com 2 uL de proteinase K (20 pg/uL) por 20 minutos a 45 °C
e em seguida com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, conforme o protocolo do

fabricante.
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4.8 - Digestdo com Sfi |

O passo seguinte consistiu na digestdo dos fragmentos com a enzima de
restricdo Sfi | (20 U/uL) por 2 horas a 50 °C. Essa enzima realiza cortes assimétricos
nas extremidades 3’ e 5’ da fita de cDNA para serem ligados ao vetor de clonagem.

4.9 - Ligacao do cDNA ao vetor de clonagem

Os fragmentos de cDNA digeridos foram clonados em vetor pDNR-LIB da
Clontech Laboratories (anexo B), seguindo as recomendacfes do fabricante. A
reacao de ligacdo do cDNA digerido ao vetor foi constituida de 1 uL de cDNA, 1 pL
do vetor pDNR-LIB (0,1 pg/uL), 0,5 pL de tampéo de ligacdo (500 mM Tris-HCI (pH
7.8), 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 0.5 mg/mL BSA), 0.5 uL de ATP (10 mM), 0.5 uL
de T4 DNA ligase (400 U/uL) e 1,5 pL de agua estéril. A reacao foi incubada por 16
horas a 16 °C.

4.10 - Transformac&o em célula competente

O plasmidio recombinante foi entdo inserido em células competentes de E.
coli da linhagem MosBlue (previamente tratadas com CaCl,) por meio de
transformacao por choque térmico.

Desta forma, 200 pL de células competentes recém retiradas do freezer
-80 °C foram colocadas em gelo para descongelar e 5 uL da reacéo de ligacdo foram
adicionados aos 200 pL de células competentes. Em seguida, as células foram
mantidas em gelo por 30 min e depois transferidas para banho-maria a 42 °C por
exatamente 40 segundos e entdo resfriadas imediatamente em gelo por 2 minutos.
Apos esse periodo, foram adicionados 800 pL de meio LB (Luria-Bertani) sem
antibidtico e as células foram incubadas a 37 °C por 1h e depois semeadas em meio
LB solido contendo Cloranfenicol (30 mg/mL) e Tetraciclina (15 mg/mL) e incubadas
em estufa BOD a 37 °C por 16 horas.
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4.11 - Selecéo e estoque dos clones

Os clones transformantes foram facilmente identificados em funcdo do vetor
pDNR-LIB possuir um gene suicida que € ativado caso ndo haja inserto no DNA
circular do vetor. As colonias foram selecionadas utilizando palitos estéreis e
cultivadas em microplacas deepwell de 96 pocos, contendo em cada po¢co 1 mL de
meio LB acrescido de Cloranfenicol (30 pg/mL) e Tetraciclina (15 pg/mL). As
col6nias cresceram em incubadora por 22 horas, a 37 °C, com agitacdo de 180g. Em
seguida, placas de estoque foram preparadas utilizando 100 pL da cultura e 15 pL
de glicerol 70% autoclavado e mantidas por 24 horas em freezer -20 °C e

transferidas para freezer -80 °C.

4.12 - Mini-preparacao do DNA plasmidial

O DNA plasmidial dos clones selecionados foi isolado por procedimento de
“mini-prep” (Sambrook et al., 1989) com a introducéao do filtro (PVDF — 0.2 um —
Millipore) para purificagdo do material.

Os clones foram cultivados em 1 mL de meio LB acrescido com
Cloranfenicol (30 pg/mL) e Tetraciclina (15 pg/mL) e mantidos a 37 °C, a 180g por
22 horas. Apos o cultivo, as placas contendo os clones foram centrifugadas a 3000g
durante 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e a placa invertida por 5 minutos
em papel absorvente para total eliminagédo do meio de cultura.

Em seguida, 240 pL da solucéo | (Glicose 50mM; Tris 25 mM, pH 8,0; EDTA
10 mM, pH 8,0) foram adicionados a cada poco e a placa foi agitada em "vortex" até
a completa ressuspensdo das células. A seguir, a placa foi centrifugada a
temperatura ambiente por 6 minutos a 3000g e o sobrenadante descartado por
inversdo. Foram adicionados 80 pL de solucdo I/RNAse (80 pL de solucéo |
acrescida de 5 puL de RNase A, 10 mg/mL). As células foram totalmente
ressuspensas por agitacdo em "vortex" e todo o volume foi transferido para uma
microplaca de fundo “U” e adicionados 60 pL de solugéao Il (NaOH 0,2N; SDS 1%
(m/v)). Apés agitacdo por inversdo, as placas foram incubadas por 10 minutos a

temperatura ambiente. Decorrido o tempo previsto, 60 puL da solugéao Il (6 mL de
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acetato de potassio 5 M, 1,15 mL de acido acético glacial e 92,85 mL de agua
estéril) gelada foram adicionados a cada poco e as placas foram agitadas por
inversdo. Em seguida, a placa foi centrifugada a temperatura ambiente por 6 minutos
a 3000g e incubada a 90 °C por 30 minutos. Apés incubacdo, a placa foi resfriada
imediatamente em gelo por 10 minutos e centrifugada a temperatura ambiente por 6
min a 3000g.

Todo o volume dos pogos da microplaca foi filtrado em filtro PVDF - 0,2 pm,
por meio de centrifugacdo a temperatura ambiente por 6 minutos a 3000g. Ao filtrado
foi acrescentado 110 pL de isopropanol absoluto e misturado suavemente por
inversdo. Em seguida, a placa foi centrifugada a temperatura ambiente por
45 minutos a 3000g e o sobrenadante descartado por inversdo. A cada poco da
placa foram adicionados 200 pL de etanol 70% gelado (v/v) e a placa foi
centrifugada a temperatura ambiente por 6 min a 3000g. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente até secagem dos “pellets” e, posteriormente, o DNA foi
ressuspendido em 20 uL de agua milli-Q autoclavada.

A placa foi selada, mantida por 16 horas a 4 °C e transferida para um freezer
a -20 °C. A integridade do DNA plasmidial foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) com tampado TAE 1X, corado com brometo de etidio (0.1 ug/mL) e

visualizado em transiluminador com luz ultra-violeta (UV).

4.13 - Sequenciamento

A reacao de sequenciamento consistiu na adicao de 1 pL de Big Dye v 3.1
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), 1,5 pyL de
tampéao Big Dye 2X (200 mM Tris-HCI, pH 9,0; 5 mM MgCl,), aproximadamente 100
ng de DNA plasmidial, 3,2 pmol de oligonucleotideo M13 reverso
(CAGGAAACAGCTATGAC) e completada com agua estéril até um volume final de
10 yL em placa de 96 pocos. O programa de termociclagem consistiu das seguintes
temperaturas: 96 °C por 2 minutos e 39 ciclos de 96 °C por 30 segundos, 50 °C por
20 segundos e 60 °C por 4 minutos.

Apds a PCR, as amostras foram preparadas para o0 sequenciamento

adicionando 40 pL de isopropanol 65% (v/iv) em cada poco. As amostras
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permaneceram a temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz e foram
centrifugadas por 30 minutos a 3000g a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e 200 pL de etanol 60% (v/v) foram adicionados. A placa foi novamente
centrifugada a temperatura ambiente por 5 minutos a 3000g. O sobrenadante foi
descartado por inversdo e as amostras secas por 1 hora a 37 °C ao abrigo da luz.
Em seguida foram acrescentados 10 puL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems)
em cada poco e a placa foi aquecida a 95 °C por 5 minutos, resfriada em gelo por
mais 2 minutos e injetada no sequenciador automatico de 4 capilares - ABI 3130

Sequence Analyzer (Applied Biosystems).

4.14 - Anélise das ESTs Obtidas

As sequUéncias geradas pelo sequenciador foram analisadas por uma série de

softwares de acordo com o diagrama apresentado na figura 7, abaixo:

Submissdo das seqiiéncias Base calling
(formato .ABI) PHRED
Remogdo de vetores
Cross_Match

Categorizacédo
Gene Ontology

BANCO DE DADOS
- Busca de similaridades
Anotagdo MySOL Blast2Go

Figura 7. Pipeline utilizado para anotacdo dos genes encontrados em Arapaima gigas.
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4.14.1 - Andlise de qualidade das sequéncias (Phred)

Este programa reconhece a seqiéncia de nucleotideos a partir do arquivo de
dados brutos do sequenciador, atribui valores de qualidade as bases constituintes da
sequéncia nucleotidica e gera arquivos de saida. Para as sequéncias geradas no
estudo, foram consideradas apenas as sequéncias com mais de 100 bases com
gualidade superior a 20 (Phred >20, ou seja, no maximo um erro a cada 100 bases
sequenciadas); as que nao atingiram esse parametro foram removidas da andlise.

Juntamente com a andlise de qualidade das bases foi utilizado o programa
Cross_match para a substituicdo das regides correspondentes as sequéncias de
vetor, adaptadores das extremidades dos insertos e caudas poli(A). Este programa
faz a comparacéo da sequéncia desejada com um banco de sequéncias de vetores
e, onde o programa encontra similaridade entre as seqUéncias, a mascara
acrescentando letras X a sequéncia desejada. Desta maneira, os nucleotideos das
sequéncias de entrada similares a regides de vetores de clonagem serdo alterados
para X e nao atrapalhardo os processos posteriores de analise computacional
(Prosdocimi et al., 2002).

4.14.2 - Clusterizacéo (Cap3)

As sequéncias selecionadas a partir dos parametros de qualidade
estabelecidos foram submetidas a clusterizagdo pelo programa Cap3. Este programa
permitiu a montagem dos contigs, onde as sequéncias referentes a uma mesma

sequéncia consenso foram alinhadas por regides com alta qualidade de bases.

4.14.3 - Identidade das ESTs

As ESTs obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis no banco
publico de sequiéncias do NCBI por meio do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990)

e com as sequéncias do banco de dados do Centro Universitario Nilton Lins.
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As comparagdes foram realizadas utilizando-se o programa BLAST2GO,
contra 0 banco néo redundante (BlastX) e contra os bancos de EST's (BlastN) de
peixes do NCBI Danio rerio, Salmo salar, Oncorhynchus mykiss, Oreochromis

niloticus, Crocodylus niloticus e Xenopus laevis.

4.14.4 - Classificacdao das EST's de acordo com as categorias do Gene

Ontology

Apds as andlises de bioinformética, os genes encontrados foram
categorizados de acordo com o Gene Ontology (GO) Consortium. O GO
(www.geneontology.org) foi desenvolvido como uma nomenclatura sistematica e
padronizada para a anotacdo de genes em varios organismos. O GO é dividido em
trés categorias que refletem aspectos conservados da biologia: funcdo molecular,
processos biolégicos e componentes celulares. Os vocabularios contém uma
estrutura hierarquica de termos designados para descrever o que o produto de um
dado gene faz e onde esta localizado na célula. Deste modo, os genes podem ser
anotados em mais de um termo de cada ontologia, uma vez que um gene pode ter
mais de uma funcgéo, estar envolvido em uma variedade de processos biologicos,
bem como desempenhar fungBes em varios locais na célula (Hill et al., 2001; Xie et
al., 2002).

As 3 categorias que compreendem a classificacdo do Gene Ontology e suas

subcategorias sao:

e Componente celular

v Celular

v' Complexo imunoglobulina

v' Componente celular desconhecido
v Extra-celular

v" Nao localizado

v Obsoleto

v" Virion



e Processo Bioldgico

v

NN NN

Comportamento
Desenvolvimento

Obsoleto

Processo bioldgico desconhecido
Processo celular

Processo fisiologico

e Funcao Molecular

v

AN Y N N N N N N Y N N NN

Atividade adesdao celular
Atividade catalitica

Atividade chaperona

Atividade estabilizacéo protéica
Atividade estrutural

Atividade imune

Atividade motora

Atividade transportadora
Func&o molecular desconhecida
Ligante

Obsoleto

Proteina alvo

Regulador da apoptose
Regulador da transcricédo
Regulador enzimatico

Transdutor de sinal

4.14.5 - Padrao de expressao digital
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O padrédo de expressdo digital das ESTs foi obtido de acordo com a

freqléncia

relativa destas nas quatro

bibliotecas,

considerados

diferencialmente expressos, 0s genes cujas ESTs estavam presentes em pelo

menos uma biblioteca e ausente nas demais ou com freqiéncias diferentes nas

guatro bibliotecas.



5 — RESULTADOS

Os resultados a seguir referem-se a identificacdo de genes diferencialmente
expressos em machos e fémeas de A. gigas na fase reprodutiva (adultos) e néo
reprodutiva (jovens).

Foram construidas quatro bibliotecas de EST's de A. gigas, nas seguintes
condi¢des: pirarucus Machos Adultos (MA), pirarucus Machos Jovens (MJ),

pirarucus Fémeas Adultas (FA) e pirarucus Fémeas Jovens (FJ).

5.1 - Extracdo do RNAmM

Apos a extracdo do RNAm, foi avaliada a integridade do material extraido e
possivel contaminacdo por DNA gendmico, por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) com tampéo TAE 1X e corado com brometo de etidio (0.1 pg/ml),

conforme mostrado na figura 8.

Macho Adutto Fémea Adulta
1 2 3 4 & ¢ 1 2 3 4 & ¢

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), mostrando a
integridade do RNAm extraido das hipofises de adultos de
Arapaima gigas. O mesmo procedimento foi realizado para
as amostras dos jovens.
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As amostras que apresentaram contaminacdo por DNA gendmico foram
tratadas com DNAse 1 U/uL. Em seguida foram quantificadas em NanoDrop®
(Thermo Scientific) e utilizadas na composicéo do pool de RNAm.

5.2 - Construcao das bibliotecas de cDNA

O kit SMART cDNA Library Construction (Clontech/UK) foi utilizado para a
construcéo das bibliotecas de cDNA a partir de 500 ng do pool de RNAmM, de cada
uma das quatro condicdes (MA, MJ, FA e FJ), seguindo as recomendacdes do
fabricante.

O cDNA dupla-fita, sintetizado a partir do RNAm, mostrou fragmentos maiores
para o pool de jovens do que para os adultos, conforme as figuras 9 e 10, abaixo.

Marcador Macho Fémea
100 pb Adulto Adulta

500 pb

Figura 9. Eletroforese em gel de Figura 10. Eletroforese em gel de

agarose 1% (m/v) do cDNA utilizado agarose 1% (m/v) do cDNA utilizado
para a construcdo das bibliotecas de para a construcdo das bibliotecas de
machos e fémeas adultas de Arapaima machos e fémeas jovens de Arapaima
gigas. gigas.

Em seguida, as amostras de cDNA foram tratadas com proteinase K (20
Mg/uL), digeridas com enzima de restricdo Sfi | (20 U/ul) e inseridas em células
bacterianas de E. coli da linhagem MosBlue, conforme descrito no item 4.10.
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Para confirmar a presenca de insertos no interior das bactérias, alguns clones
foram escolhidos aleatoriamente e digeridos com a enzima de restricdo Bam HI (10

U/ul), conforme mapa do vetor pDNR-LIB (anexo 2). O produto dessa reacgdo foi

submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), conforme figura 11.

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) da digestdo dos clones das bibliotecas de
Arapaima gigas, confirmando o tamanho dos insertos entre 200 e 300 pb na maioria dos
pogos.

Em seguida, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial contendo os
fragmentos de interesse, sendo o produto dessa reacdo sequenciado conforme itens
4.12 e 4.13.

5.3 - Analise das sequéncias geradas

No total, as quatro bibliotecas compreenderam 3857 clones (tabela 3). A
biblioteca de Macho Jovem apresentou o maior nimero de clones com 1096 e a
biblioteca de Macho Adulto o menor, com 781 clones.

De acordo com o indice de novidade médio (tabela 3), constatamos que as
bibliotecas dos jovens obtiveram melhores resultados, sendo 86% para a biblioteca
de Macho Jovem e 74% para a biblioteca de FEmea Jovem.
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Tabela 3. Namero de seqliéncias geradas e indice de novidade médio das quatro bibliotecas de
Arapaima gigas.

Macho Macho Fémea Fémea
Adulto (MA) Jovem (MJ) Adulta (FA) Jovem (FJ)

Sequéncias
geradas

[.N.M. (indice de
novidade médio)

Apols 0 sequienciamento, as sequéncias geradas foram analisadas por uma
série de softwares, de acordo com o pipeline mostrado na figura 7, com o objetivo de
atribuir valores de qualidade, mascarar vetores, alinhar as sequéncias consenso,
identificar os genes encontrados, subtrair aqueles diferencialmente expressos e
analisar as suas vias metabdlicas.

As sequéncias geradas produziram os seguintes resultados:

1200

1000 ¢~ l
362 l .
800 V Clones vazios
600 412
ya & = Seqiiéncias sem
400 1 649 similaridade
200 388
38 m Seqlléncias
0 K- 1 1 , i validas
Macho Macho Fémea Fémea
Adulto Jovem Adulta Jovem

Figura 12: Tipos de sequéncias observadas nas quatro bibliotecas de Arapaima gigas.

5.4 - Avaliacao dos insertos clonados

Os fragmentos encontrados nas bibliotecas possuiam tamanho variavel
(figura 13). As bibliotecas dos individuos jovens (machos e fémeas) apresentaram
elevada porcentagem de fragmentos acima de 150 pb (67% e 63%,
respectivamente). Porém, as bibliotecas de adultos (machos e fémeas) foram
constituidas, em sua maioria, por insertos de tamanho pequeno com até 149 pb

(83% e 79%, respectivamente).
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100%
90% +~
80% -
70% - 67%
60% -
50% -
40% -
30%
20% - 33%
10% -
0%

63%

mAcima de 150 pb
mAbaixo de 149 pb

37%

Macho Macho Fémea Fémea
Adulto Jovem Adulta Jovem

Figura 13. Tamanho dos insertos encontrados nas quatro bibliotecas de Arapaima gigas.

5.5 - Perfil de expresséo génica

A figura 14 mostra a freqiéncia dos genes diferencialmente expressos em
cada uma das quatro bibliotecas de cDNA de A. gigas. A diferenca de cor representa
a freqiiéncia do gene na respectiva biblioteca, variando de preto (muito freqiiente)
até branco (ausente).

Podemos notar a presenca de varios genes relacionados a atividade
hormonal, como receptor do horménio de crescimento, receptor do horménio
luteinizante, receptor de estrégeno e receptor da prolactina. Esses genes foram
classificados como diferencialmente expressos, pois estavam presentes em

proporcdes diferentes nas quatro bibliotecas analisadas (MA, MJ, FA, FJ).



Figura 14. Frequéncia dos genes classificados como diferencialmente expressos nas
guatro bibliotecas de cDNA de Arapaima gigas. A variacdo de cor indica a
freqiéncia do gene em cada biblioteca. Preto: muito freqiente; Cinza
escuro: freqiiéncia mediana; Cinza claro: pouco frequente e Branco: néo

observado na biblioteca.

L:\H
Macho Macho Fémea Fémea
Adulto Jovem Adulta Jovem

Alpha 3 type | collagen

(B101) MHC class | alpha 2

Actinin-associated LIM protein

Activin receptor IIB

Alpha-1A adrenoreceptor

Alpha-1-microglobulin/bikunin

Alpha2,3-sialyltransferase

Alpha2,3-sialyltransferase

Alpha-2,8-polysialyltransferase 1V

Amine oxidase [flavin-containing]

Aryl hydrocarbon receptor

Aryl hydrocarbon receptor 1 alpha

Aryl hydrocarbon receptor 2 alpha

Aryl hydrocarbon receptor 2 delta

Aryl hydrocarbon receptor 2 gamma

Beclin 1

Beta-3b-adrenergic receptor

BRD2

Carbamoyl-phosphate synthetase IlI

Caudal-type homeobox protein 1

CD4

CDS8 beta

CGMP-gated channel

Clock protein

Clusterin-2 protein

Collagen al(l)

Collagen a3(l)

Collagen alpha-2(l) chain precursor

Collagen alpha-2(l) chain precursor

Complement C3-1

Complement C4

Complement component C3-3

Complement component C3-4

Complement component C6

Complement  receptor-like
precursor

protein

Continua...
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Corticotropin releasing factor

Corticotropin releasing
factor binding protein

Corticotropin-lipotropin B precursor

Corticotropin-releasing factor
receptor type 1

CXC chemokine receptor

Cyclooxygenase 2

Cyclooxygenase-1

Cysteine proteinase

Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator Il

Cytochrome b

Cytochrome c oxidase subunit Vb

Cytokine receptor precursor

Delta-6 fatty acyl desaturase

Dopamine D2 receptor 1

Epithelial calcium channel

Estrogen receptor

Estrogen receptor alpha

Estrogen receptor alpha 2

Follistatin

Glial fibrillary acidic protein

Glucokinase

Glucose transporter 1A

Glutamate dehydrogenase

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Gonadoliberin

Granulocyte colony stimulating
factor receptor

Growth hormone receptor isoform 1

Growth hormone receptor
isoform 1 precursor

Heat shock factor 2

Heat shock transcription factor 1 isoform b

Hemoglobin subunit beta-4

Histone H1

Histone H1-0

Homocysteine-responsive ER-resident
ubiquitin-like domain member 1

Inducible nitric oxide synthase

Latent transforming growth
factor binding protein

Continua...
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Leukocyte elastase inhibitor

Liver-expressed antimicrobial peptide 2A

Luteinizing hormone receptor LHR

Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide

Prolactin receptor

Prolactin-releasing peptide C-RFamide

Prolactin-releasing peptide receptor

Pro-MCH 1 precursor

Prostaglandin G/H synthase 2b

Protamine PTP4

Protamine TP17

Protamine-1A

Protamine-1B

Protein transport protein Sec61
subunit alpha isoform A

Protein transport protein Sec61
subunit alpha isoform B

Pumilio-2A

Pumilio-2B

Putative BRD2

Putative membrane progestin
receptor beta

RGL2

RH1 opsin

RhAG-like protein

Rhamnose binding lectin STL1

Rod opsin

Rod-like opsin

RTNS8

Serine/threonine protein kinase RAF1c

Signal transducer and
activator of transcription 5

Similar to Tetraodon protein
product CAG00085

Simple type Il keratin K8a

Simple type Il keratin K8b

Sodium-calcium exchanger Ill

Somatic lipoprotein receptor

Somatostatin receptor type 1 subtype A

Somatostatin receptor type 1 subtype B

Sox8

SOX9

SOX9 alpha2

Continua...
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SoxP1

Stat3

Sub-family B ATP-binding
cassette transporter 2
TAP1

TAP1 protein

Tapasin-related

Tapasin-related variant

Testicular cytochrome P45011beta
Toll-like receptor 3

Toll-like receptor 3-like protein
Transport-associated protein

Tumor necrosis factor receptor
associated factor 2

Tumour necrosis factor receptor
Type Il iodothyronine deiodinase
Type Il keratin E2

Type Il keratin E3
Tyrosinase-related protein 1
Tyrosine-protein kinase receptor
VHSV-induced protein
VHSV-induced protein-9
Vimentin

Vitamin D receptor
Voltage-gated calcium channel
subunit Cav1.3

Voltage-gated calcium channel
subunit Cav2.2 variant |

Voltage-gated calcium channel
subunit Cav2.2 variant Il

Vomeronasal receptor-like protein
Wilms' tumor suppressor 1b variant
Zic family member 1
Zincliron-regulated protein
Zonadhesin-like

5.6 - Categorizacao dos genes

Para conhecer a ontologia dos genes identificados, foi utilizado o algoritimo
Gene Ontology para a categorizagdo da biblioteca de Macho Adulto (tabela 4 e
figura 15), Macho Jovem (tabela 5 e figura 16), FEmea Adulta (tabela 6 e figura 17) e
Fémea Jovem (tabela 7 e figura 18).
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Analisando a categorizacdo da biblioteca de Macho Adulto, notamos que a
maioria dos genes encontrados esta relacionada com Fun¢do Molecular (13,28%),
seguido de Componente Celular (12,18%) e Processo Bioldgico (11,86%).

Na biblioteca de Macho Jovem, houve maior representatividade da categoria
Processo Biologico com 13,76% dos genes, seguido de Funcao Molecular (13,06%)
e Componente Celular (9,53%). Diferentemente da biblioteca de Macho Adulto,
foram encontrados genes que fazem parte das categorias Transcricdo (4,79%) e
Regulador da Transcri¢ao (1,68%).

No entanto, na biblioteca de Fémea Adulta as categorias mais representadas
foram Funcdo Molecular (14,44%), Componente Celular (10,84%) e Processo
Bioldgico (10,74%). Contudo, assim como na biblioteca de Macho Adulto, a categoria
citoesqueleto teve representatividade de 1,93% para Fémea Adulta e de 1,32% para
Macho Adulto.

Na biblioteca de Fémea Jovem, as principais categorias foram Funcao
Molecular (13,98%), Processo Biologico (12,38%) e Metabolismo (7,75%).
Diferentemente da biblioteca de Macho Jovem, onde a categoria Componente
Celular correspondeu a 9,53% dos genes, foram encontrados apenas 6,12% dos
genes relacionados a essa categoria na biblioteca de Fémea Jovem. Assim como
ocorreu na biblioteca de Macho Jovem, as categorias Transcricdo (6,26%) e

Regulador da Transcricao (1,39%) tiveram elevada representatividade.
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Tabela 4. Analise feita pelo Gene Ontology da biblioteca de Macho Adulto de Arapaima gigas.

ATIVIDADE REPRESENTATIVIDADE

Funcé&o Molecular 13.28%
Componente Celular 12.18%
Processo Bioldgico 11.86%
Célula 11.36%
Ligacdo 5.21%
Intracelular 3.57%
Atividade catalitica 3.24%
Transducdao de sinal 2.85%
Comunicacgao celular 2.85%
Atividade transdutora de sinal 2.80%
Receptor 2.41%
Metabolismo 2.25%
Diferenciacéo celular 2.09%
Ligacdo de &cidos nucléicos 1.81%
Ligacdo ao DNA 1.70%
Ligacdo de nucleotideos 1.70%
Nucleo 1.37%
Citoesqueleto 1.32%
Transporte 1.21%
Desenvolvimento 1.10%
Funcdes pouco representadas (< 1%) 13.84%

TOTAL 100%

Macho Adulto

mFungdo Molecular m Componente Celular = Processo Bioldgico
mCElula = Ligagdo mntracelular
mAtividade catalitica = Trangdugéo de sinal = Comunicagdo celular
mAtividade transdutora de sinal = Receptar a Metabolismo
=Diferenciagéo celular = Ligagdo de dcidosnucleicos Ligagdoao DNA
=Ligagdo de nucleotidens = Nicleo Citoesgueleto
Transpaorte Desenvokimento Fungies pouco representadas (menos de 1%:)

Figura 15. Categorizagdo da biblioteca de Macho Adulto de Arapaima gigas, utilizando o software
BLAST2GO para a determinacéo da ontologia dos genes encontrados (Gene Ontology).
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Tabela 5. Analise feita pelo Gene Ontology da biblioteca de Macho Jovem de Arapaima gigas.

ATIVIDADE REPRESENTATIVIDADE

Processo biol6gico 13.76%
Funcdo molecular 13.06%
Componente celular 9.53%
Célula 9.15%
Ligacdo 6.85%
Metabolismo 4.97%
Metabolismo de acidos nucléicos 4.79%
Transcricdo 4.79%
Ligacdo de nucleotideos 3.44%
Intracelular 3.24%
Nucleo 3.24%
Ligacdo de &cidos nucléicos 2.35%
Ligacdo ao DNA 2.32%
Atividade transdutora de sinal 2.26%
Atividade catalitica 2.15%
Hidrolase 1.91%
Receptor 1.74%
Regulador da transcri¢céo 1.68%
Transducdo de sinal 1.50%
Comunicacéo celular 1.50%
Transporte 1.38%
Atividade transportadora 1.26%
Funcdes pouco representadas (< 1%) 3.13%

TOTAL 100%

Macho Jovem

1%
\ 2;6\ 1%/3%

® Processo bioldgico mFungao malecular mComponente celular

= CElula mligacdn = etabolismo

® Metaholismode acidosnudeicos sTranscricdo = Ligagdo de nucleotidens

" ntracelular =Micleo = igagdo de dcidosnucleicos

5 Ligagdo ao DNA = Atividade transdutara de sinal Atividade catalitica

m Hidrolase :Receptar Regulador da transcrigio
Transdugéo de sinal Comunicagdo celular Transporte
Atividade transportadara Fungdespouco representadas (menos de 1 %)

Figura 16. Categorizacdo da biblioteca de Macho Jovem de Arapaima gigas, utilizando o software
BLAST2GO para a determinacéo da ontologia dos genes encontrados (Gene Ontology).
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Tabela 6. Andlise feita pelo Gene Ontology da biblioteca de Fémea Adulta de Arapaima gigas.

ATIVIDADE REPRESENTATIVIDADE

Funcao Molecular 14.44%
Componente Celular 10.84%
Processo Biolégico 10.74%
Célula 9.98%
Ligacdo 6.43%
Intracelular 3.65%
Atividade transdutora de sinal 3.39%
Receptor 2.89%
Transducdo de Sinal 2.53%
Comunicacéo celular 2.53%
Metabolismo 2.48%
Atividade catalitica 2.13%
Transporte 2.08%
Ligacdo de nucleotideos 2.03%
Citoesqueleto 1.93%
Metabolismo de acidos nucléicos 1.87%
Transcricao 1.87%
Atividade transportadora 1.77%
Ligacdo de acidos nucléicos 1.52%
Ligacdo ao DNA 1.42%
Ligacdo a proteinas 1.27%
Nucleo 1.06%
Hidrolases 1.01%
Canais ibnicos 1.01%
Func¢des pouco representadas (< 1%) 9.13%

TOTAL 100%

Fémea Adulta

sFungdo Molecuar = Cormponerte Celular = Processo Bigldgico
mCélula mLigagdo m ntracellular
mAtividadetransdutora de sinal ®Receptor mTransdugdo de Sinal

= Comunicagdo celular = htetabalismao mAtividade catalitica

s Transporte mligagdodenucleotideos m Citoesgueleto

= W etabolismo de dcidos nucleicos =Transcrigdo = Atividade transportadara
1 Ligagéo de acidos hucleicos Ligagdo ao DNA Ligacdo a proteinas

1 Micleo Hidrolases Canaisidnicos

Fungdiespouco represertadas {(menos de 1%)

Figura 17. Categorizacdo da biblioteca de Fémea Adulta de Arapaima gigas, utilizando o software
BLAST2GO para a determinacéo da ontologia dos genes encontrados (Gene Ontology).



58

Tabela 7. Andlise feita pelo Gene Ontology da biblioteca de Fémea Jovem de Arapaima gigas.

ATIVIDADE REPRESENTATIVIDADE

Funcdo molecular 13.98%
Processo bioldgico 12.38%
Metabolismo 7.75%
Ligacdo 6.74%
Metabolismo de acidos nucléicos 6.26%
Transcricao 6.26%
Componente celular 6.12%
Célula 5.88%
Atividade transdutora de sinal 3.50%
Ligacdo ao DNA 3.26%
Ligacdo de &cidos nucléicos 3.26%
Atividade catalitica 2.83%
Intracelular 2.78%
Nucleo 2.78%
Receptor 2.67%
Transducdao de sinal 2.30%
Comunicacéo celular 2.30%
Regulador da transcricdo 1.39%
Funcdes pouco representadas (< 1%) 7.66%

TOTAL 100%

Fémea Jovem

BFungEo molecular ®Processo bioldgico " Metabolismo

mligagdo =M etabolismo de dcidos nucleicos s Transcrigdo

= Compaonente celular mCelula = Atividade transdutora de sinal
mLigagdo a0 DNA mligagdo de acidosnucleicos = Atividade catalitica

= Intracelular mhclen RFeceptor

=Transdugdo de sinal = Comunicagdo celular Regulador datranscrigio

Fungdespouco representadas (menos de 1%)

Figura 18. Categorizacdo da biblioteca de Fémea Jovem de Arapaima gigas, utilizando o software
BLAST2GO para a determinacéo da ontologia dos genes encontrados (Gene Ontology).
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A partir dos genes encontrados, foram selecionados 0ito genes expressos
diferencialmente nas quatro bibliotecas de cDNA de A. gigas (MA, MJ, FA e FJ),
conforme tabela 8.

A escolha desses genes foi baseada na sua relacdo com a reproducéo e o
crescimento de A. gigas, especialmente genes que atuam como ativadores e
inibidores da secrecdo de hormoénios. Os genes selecionados estdo indicados na
tabela 8.

Tabela 8. Genes expressos diferencialmente nas bibliotecas de cDNA e relacionados a reproducéo e
ao crescimento de Arapaima gigas.

Blast X
Il Estrogen receptor QOH7E4 GO: 0005216
Al | uteinizing hormone receptor LHR Q71MM9 GO: 0001585
K Prolactin receptor Q9DEO8 GO: 0004872
"3 Growth hormone receptor isoform 1 Q5I12A8 GO: 0004872
Il Somatostatin receptor type 1 subtype A and B Q5G547 GO: 0003677
Q8 Follistatin Q3LRW7 GO: 0004930
[@ll Activin receptor IIB AONOF4 GO: 0004672

i Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide Q98SP4 GO: 0005179

Para conhecer os processos bioldgicos desses genes, foi utilizada a
ferramenta Gene Ontology para gerar as arvores de GO, detalhando as principais
vias de acao dos oito genes selecionados (anexos C ao J). Por meio dessas arvores,
podemos compreender o mecanismo de acdo de cada gene, bem como a sua
importancia como receptores para 0s processos fisiolégicos dos organismos desde o
nivel mais especifico até o mais abrangente.

Na tabela 9 (abaixo) sdo mostradas as informacdes fornecidas pelo Blast X
dos oito genes selecionados, assim como o numero de bases de cada gene, o

percentual de similaridade e a seqiiéncia de aminoacidos.
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Tabela 9. Blast X dos oito genes relacionados ao crescimento e a reproducao de Arapaima gigas.

Blast X

Estrogen
receptor

Luteinizing
2 hormone
receptor LHR

Prolactin
receptor

Growth
hormone
receptor
isoform 1

Somatostatin
receptor type
1 subtype A
and B

>QO0H7E4_ONCMY

Length = 558

Score = 24.6 bits (52), Expect = 1.6
Identities = 10/17 (58%), Positives = 12/17
(70%)

Frame = +2
Query: 32 GGRVFRTRRRNGRNPGD 82
GGRVFR +R+G GD

Sbjct: 212 GGRVFRRDKRHGGTAGD 228

>Q71MM9_ONCMY

Length = 727

Score = 20.8 bits (42), Expect = 6.7
Identities = 9720 (45%), Positives =
Frame = -3
Query: 141 VHTAQLGANDYTELRYYSVS 82

VH A+ N+ +LRY S+S

Sbjct: 117 VHIARRTFNNLPKLRYLSIS 136

13/20 (65%)

>Q9DEO8_ONCMY

Length = 638

Score = 23.9 bits (60), Expect = 0.81

Identities = 8/18 (44%), Positives = 14/18 (77%)
Frame = -2
Query: 120 EGRKADRYPGKRQGRNRR 67

EG +A+RYP ++QG+ +

Sbjct: 592 EGAEAERYPTQQQGKTTK 609

>Q512A8_ONCMY
Length = 593
Score = 22.3 bits (46), Expect = 2.3
Identities = 9/19 (47%), Positives =
Frame = -2
Query: 92 ICPGIRPLRPAMYLDHVWI 36
I GI LRP +Y D W+
Sbjct: 302 ILGGIPDLRPDLYSDDPWV 320

11719 (57%)

>Q5G547_ONCMY
Length = 371
Score = 21.2 bits (43), Expect = 5.1
Identities = 7/20 (35%), Positives =
Frame = -2
Query: 75 YIVLSYGKTPATRPFYGFLA 16
+++LSY + A YGF++
Sbjct: 286 FVILSYANSGANPILYGFVS 305

13/20 (65%)

Continua...
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Follistatin

Activin
receptor 1B

Pituitary
adenylate
cyclase-
activating

polypeptide

>Q3LRW7_SALSA
Length = 320
Score = 23.1 bits (48), Expect = 0.53
Identities = 8/16 (50%), Positives = 10/16 (62%)
Frame = -2
Query: 154 CSSGGRSLWKKRQQRG 107
CS+G + LW R RG
Sbjct: 251 CSAGKKCLWDARMSRG 266

>AONOF4_SALSA
Length = 481
Score = 19.2 bits (38), Expect = 7.7
Identities = 5/9 (55%), Positives = 7/9 (77%)
Frame = -2
Query: 107 CCCELVYCS 81
CCCE +C+
Sbjct: 76 CCCEGNFCN 84

>Q98SP4_ONCMY
Length = 138
Score = 20.8 bits (42), Expect = 9.4
Identities = 7/14 (50%), Positives =
Frame = -3
Query: 315 AEPMEKRQQRGLFT 274
+EP+ KR G+FT
Sbjct: 87 SEPLSKRHSDGIFT 100

10/14 (71%)




6 — DISCUSSAO

As quatro bibliotecas de cDNA de A. gigas (MA, MJ, FA e FJ) foram
construidas utilizando os mesmos procedimentos metodoldgicos. Porém, as
bibliotecas de jovens (machos e fémeas) apresentaram fragmentos maiores que 0s
adultos, conforme figura 13. Entretanto, isso ndo impediu a identificacdo das EST's,
pois assim como na metodologia SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), onde o
sequenciamento de pequenos fragmentos de cDNA, chamados de tags, com 9 a 15
pb, é utilizado para identificar genes num tecido especifico (Velculescu et al., 1995),
foi possivel realizar a correta identificacdo dos genes mesmo a partir de fragmentos
pequenos.

Observe que as bibliotecas de cDNA de A. gigas jovens (machos e fémeas)
apresentaram a maior quantidade de clones sequenciados e, consequentemente,
maior quantidade de seqUéncias validas (figura 12), possibilitando maior
representatividade dos transcritos nas bibliotecas dessas duas condigdes.
Analisando as 3.857 sequéncias geradas nas quatro bibliotecas (MA, MJ, FA e FJ),
identificamos genes relacionados a diversas fungdes fisiolégicas como metabolismo,
transcricdo, transducdo, transporte, etc. Porém, alguns desses genes foram
encontrados com frequiéncias diferentes nas quatro bibliotecas, conforme o perfil de
expressao apresentado na figura 14.

A partir dessa abordagem, foi possivel detectar genes expressos
exclusivamente em adultos machos e fémeas de a. gigas, como o receptor do
horménio de crescimento e seu inibidor, o receptor de somatostatina, o receptor do
horménio luteinizante e o polipeptideo de ativacao da pituitaria adenilato ciclase.

A categorizagdo das bibliotecas, realizada por meio da ferramenta Gene
Ontology e utilizada para conhecer a ontologia dos genes encontrados, mostrou
resultados interessantes que nos permitem diferenciar jovens e adultos de A. gigas,
conforme tabela 4 e figura 15 (Macho Adulto), tabela 5 e figura 16 (Macho Jovem),

tabela 6 e figura 17 (FEmea Adulta) e tabela 7 e figura 18 (Fémea Jovem).
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A categoria Componente Celular mostrou o maior percentual dos genes
identificados nas bibliotecas dos adultos, sendo 12,18% para os Machos Adultos e
10,84% para as Fémeas Adultas. Enquanto para os jovens, o0s resultados foram bem
diferentes, sendo 9,53% para os Machos Jovens e 6,12% para as Fémeas Jovens.
Porém, analisando a categoria Metabolismo, notamos que o0s resultados
encontrados foram adversos ao anterior, apresentando maior percentual entre os
jovens (Machos com 4,97% e Fémeas 7,75%) do que entre os adultos (2,25% para
0s Machos e 2,48% para as Fémeas).

Como na fase adulta as células reduzem sua velocidade de crescimento e
atuam mais intensamente na manutencdo de importantes processos fisiologicos, a
categoria Citoesqueleto teve representacdo apenas nas bibliotecas de Machos
Adultos (1,32%) e Fémeas Adultas (1,93%), sendo que nos Machos Jovens e
Fémeas Jovens ndo houve representatividade dessa categoria. Em contrapartida, os
genes Reguladores da Transcricao foram observados apenas entre os jovens, sendo
1,68% para os Machos Jovens e 1,39% para as FEémeas Jovens.

Analisando de forma geral a ontologia dos genes encontrados nas quatro
bibliotecas de A. gigas, percebemos claramente que as bibliotecas de Macho Adulto
e Fémea Adulta, diferem fortemente das bibliotecas de Macho Jovem e Fémea
Jovem. Isso nos permite afirmar que a expressao génica em A. gigas se comporta
de forma diferenciada entre adultos e jovens, mas de forma muito semelhante entre
machos e fémeas.

Uma analise detalhada dos genes expressos diferencialmente entre as quatro
bibliotecas possibilitou a identificacdo de oito genes relacionados ao crescimento e a
reproducdo de A. gigas. Alguns desses genes tiveram sua via metabdlica
investigada e comparada com estudos realizados em outros vertebrados e até
mesmo em alguns teledsteos.

Para que possamos compreender como esses genes atuam na regulagdo do
crescimento e na reproducédo de A. gigas, precisamos, primeiramente, abordar os
aspectos relacionados a fisiologia reprodutiva dos peixes de uma maneira geral,
para, posteriormente, compreendermos como o liga/desliga da sintese de diversos
hormdonios interfere no metabolismo, crescimento e reproducéo de A. gigas.

Analisando a reproducdo dos peixes, percebemos que eles sdo Otimos

exemplos de complexidade reprodutiva, pois apresentam diferentes formas
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anatbmicas observadas nas gbnadas, diferentes formas de liberacdo dos gametas
para a fertilizagdo externa (como a desova total ou parcelada), desenvolvimento de
diferentes 0Orgdos especializados para a fertilizagdo interna (gonopddio, por
exemplo), diferentes formas de cuidado com a prole (guardadores e néo
guardadores de ovos e larvas), além das diferentes formas de construcdes de ninhos
e migracao reprodutiva, como na “piracema” (Lowe-McConnell, 1999; Moyle & Cech,
2003)

Segundo Vazzoler (1996), para a preservacdo de uma espécie sao
importantes trés atributos basicos: a alimentacdo, o crescimento e a reproducao.
Dentre esses trés atributos, somente a reproducdo ndo atua apenas em nivel
individual (como a alimentacdo e o crescimento), pois ela é imprescindivel para que
as espécies se perpetuem.

A reproducdo em peixes, apesar de ser modulada por fatores ambientais,
como por exemplo, a temperatura e as chuvas nas espécies de clima tropical, é
também controlada endogenamente por um sistema endécrino, principalmente pelo
eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas, que sintetiza e libera gonadotropinas, esteréides
gonadais e horménios moduladores do processo reprodutivo, entre outras
substancias (Weltzien et al., 2004; Kawauchi & Sower, 2006). Esse processo ocorre
naturalmente com o desenvolvimento das gbnadas, maturagdo, liberacdo e
fertilizacdo dos gametas, sendo que, em peixes, geralmente a desova e a fertilizagéo
ocorrem no ambiente externo (West, 1990; Tyler & Sumpter, 1996). Os ovos
fertilizados originam embrides e posteriormente larvas, que crescem e se tornam
adultos, reiniciando o ciclo.

Os processos endogenos citados acima podem ser modulados de acordo com
a estratégia reprodutiva selecionada, em relacdo a periodicidade na eliminacdo dos
gametas e na quantidade e tamanho dos mesmos. Neste sentido, a qualidade dos
ovos e das larvas esta relacionada com a qualidade das reservas nutricionais
disponiveis nos odécitos em desenvolvimento. Essas reservas oocitarias (vitelo) séo
mobilizadas a partir dos lipidios e proteinas armazenados em diversos tecidos, como
o figado, tecido adiposo e musculo (Moreira et al., 2002). A composi¢ao do alimento
ingerido também é de grande importancia no desenvolvimento das gbnadas
(principalmente nos ovarios), levando a supor que a alteracdo da cadeia trofica

certamente influenciara a qualidade e/ou quantidade de vitelo armazenado.
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Nesse contexto, todo o controle enddcrino deve ser alterado de alguma forma,
guando espécies adaptadas ao ambiente natural, como A. gigas, séo transferidas
para o cativeiro, pois em ambiente confinado os peixes ndo conseguem eliminar os
seus gametas de forma natural. Neste caso, intervencfes hormonais exdégenas em
determinados niveis do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas podem ser necessarias
para dar continuidade ao processo reprodutivo, especialmente a maturacdo gonadal
(Zohar & Mylonas, 2001). Assim, demonstra-se a importancia de estudar o controle
fisiologico do eixo-hipotalamo-hipofise-gdbnadas nas espécies nativas, ainda pouco
investigadas, como € o caso de A. gigas.

Devido a quase auséncia de estudos relacionados a fisiologia da reproducéo
de A. gigas, precisamos compreender quais mecanismos estdo envolvidos na
sintese de hormdnios relacionados ao crescimento e a reproducao de peixes.

Tendo como base 0s oito genes selecionados que atuam no crescimento e
reproducdo de A. gigas, conforme tabela 9, constatamos que a grande maioria
consiste de receptores hormonais (receptor de estrogenos, receptor da prolactina,
receptor do horménio luteinizante, receptor do hormonio de crescimento, etc) que
atuam em tecidos-alvo, com papel fundamental na regulacdo da homeostase do
individuo por meio da ligac&o a diversos hormonios.

O Receptor de Estrogeno (RE), encontrado com maior freqiéncia na
biblioteca de cDNA de Macho Adulto de A. gigas, € um fator de transcricdo que
regula a expressdo de seus genes-alvo por meio da ligacdo a sequéncias
especificas, chamadas de elementos de resposta a estrogenos, ou pela interferéncia
em outros fatores de transcricdo (Bardet et al., 2002), atuando na ligacdo ao
horménio esterdide 17-B-estradiol em ambos o0s sexos, masculino e feminino
(Enmark et al., 1997).

Duas isoformas do RE foram encontradas, clonadas e caracterizadas em
varias espécies, inclusive de peixes, denominadas receptor de estrogeno a (REaq)
(Green et al., 1986), que foi encontrado com maior frequéncia na biblioteca de cDNA
de Macho Adulto de A. gigas, e o receptor estrogénico 3 (REB) (Kuiper et al., 1996),
gue néo foi observado em nenhuma das bibliotecas de A. gigas. Hawkins et al.
(2000) descreveram um terceiro tipo de RE, o receptor de estrogeno vy, clonado do

teledsteo Micropogonias undulatus. Apesar de estudos filogenéticos indicarem que
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esse novo RE pode estar presente em outros teledsteos, ndo foi encontrado em
nenhuma das bibliotecas de A. gigas.

O REa é predominantemente expresso em tecidos especificos. Entretanto, o
REB expressa em varios outros tecidos, inclusive nos mesmos em que o REa esta
presente (Kuiper & Gustafsson, 1997; Gustafsson, 1999).

Ambos 0s receptores ativam seus sitios promotores em resposta a presenca
do 17-B-estradiol, mas o REB requer uma concentracdo aproximadamente cinco
vezes maior de 17-B-estradiol do que o REa para que ocorra a atividade
transcricional maxima. Contudo, o RE é somente 30% tédo eficiente quanto o REa
em Varios sistemas ja testados (Pettersson e Gustafsson, 2001).

A estrutura genbmica dos RE tém se mostrado altamente conservada nos
altimos 400 milhdées de anos desde que os teledsteos emergiram da uUltima linhagem
dos vertebrados, tanto que o numero de éxons codificantes dos RE de D. rerio é
idéntico aos RE de humanos, com excec¢do do éxon 9 do RE de D. rerio (Lassiter et
al., 2002).

Em peixes, os estrégenos, horménios que se ligam ao RE, influenciam o
desenvolvimento desde a fase embrionéria até a fase adulta, como foi mostrado em
salmao (Oncorhynchus keta) (Jesus & Hirano, 1992) e tilapia (Oreochromis niloticus)
(Hines et al., 1999). No cérebro, os estrogenos afetam a atividade neural e sua
relagdo com importantes fungdes como comportamento reprodutivo e secrecédo de
gonadotrofinas pela hipofise. Muitas das a¢des dos estrogenos sdo mediadas por
meio da regulacdo transcricional de genes-alvo através da ligacdo a receptores
nucleares intracelulares que fazem parte da familia de RE (Ma et al., 2000).

Outro receptor encontrado com muita freqtiéncia na biblioteca de cDNA de
Macho Adulto, com frequéncia mediana na biblioteca de Fémea Adulta e néo
encontrado nas bibliotecas dos jovens (MJ e FJ) de A. gigas, foi o Receptor do
Hormoénio Luteinizante (LHR). Para Dufau (1998), o gene LHR possui pouco mais de
70 kb, sendo formado por 11 éxons separados por 10 introns, todos localizados no
dominio extracelular. Os éxons 1 a 10 codificam a regido 5’ néo traduzida e quase
todo o dominio extracelular, enquanto que o éxon 11 codifica o resto do receptor,
incluindo a regido 3'. A organizagdo do LHR &, geralmente, similar entre as espécies.

O LHR codifica uma glicoproteina que contém 674 aminoacidos com duas

unidades funcionais, uma delas é o dominio de ligacdo ao hormdnio extracelular. O
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LHR tem sido classicamente descrito no ovario e testiculos para controle do
processo reprodutivo (Zheng, 2001). A expressao do LHR é induzida pelo horménio
foliculo-estimulante (FSH) e pelo préprio horménio luteinizante (LH) (Dufau, 1998),
conforme mapa metabdlico do gene no anexo L.

O LHR é expresso principalmente em tecidos gonadais e sua acdo nas
células de Leydig e nos ovarios tem sido extensivamente estudada em véarias
espécies (Dufau, 1998). Recente estudo realizado por Melo (2006), comparando a
expressdo dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e LH no peixe Salminus hilarii
procedente de ambiente natural e de cativeiro, foi constatado que a expresséo de
FSH e LH em animais de cativeiro € menor em relacdo aos animais de ambiente
natural. De acordo com Honji (2007), que também estudou a expressdao FSH e LH
no Characiformes Salminus hilari, o padrdo de distribuicAo das células
gonadotropicas na hipofise é diferente nos estadios do ciclo reprodutivo, sendo o
namero de células produtoras de FSH significativamente maior que as células
produtoras de LH durante os primeiros estagios da espermatogénese e
vitelogénese, ja nos animais maduros, o numero de células produtoras de LH excede
o de células produtoras de FSH.

Estudos realizados no peixe marinho Morone saxatilis, mostraram que o perfil
plasmatico do LH em fémeas capturadas no ambiente natural € superior aquele
encontrado nos animais em cativeiro. No entanto, o contetdo de LH na hipodfise e a
expressdo de seu RNAmM nao diferem entre estes dois grupos de animais, sugerindo
gue o insucesso na reproducéo possa ser devido a problemas na liberagdo do LH da
hipdfise para a circulagéo sanguinea (Bombardelli et al., 2006).

Kobayashi et al. (2009), estudando expressdo génica no peixe hermafrodita
Trimma okinawae por PCR em tempo real, observou que na fase fémea, altos niveis
de LHR e FSHR (receptor do hormoénio foliculo-estimulante) s&o encontrados nos
ovarios e apenas niveis basais nos testiculos, enquanto na fase macho, a expresséo
do LHR e FSHR ocorre de forma inversa, ou seja, € maior nos testiculos do que nos
ovarios, confirmando a importancia desses receptores na regulacdo sexual dos
peixes. Contudo, embora ndo tenhamos investigado a distribuicdo de LHR em
diversos tecidos de A. gigas, ressaltamos que a auséncia do LHR nas bibliotecas de
jovens de A. gigas indica imaturidade gonadal e pode ser utilizado como um

indicador da maturidade sexual de A. gigas.
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O gene Receptor da Prolactina (RPRL), identificado apenas na biblioteca de
cDNA de Fémea Adulta de A. gigas, possui uma cadeia de polipeptidio com uma
regido transmembrana simples, onde a regido extracelular contém cisteinas ligadas
a pontes dissulfeto e sitios para glicosilacao (Shibeli et al., 1993).

O RPRL, com mapa metabolico no anexo N, possui consideravel homologia
(35%) com a superfamilia de receptores do hormdénio do crescimento (GH), que
inclui os receptores de GH propriamente dito, de eritropoetina e interleucinas (Reber,
1993), sugerindo que eles originaram-se de um ancestral comum por meio de uma
duplicacdo génica (Kelly et al., 1989). Segundo Sakai et al. (1984), a prolactina
(PRL) e o GH se ligam aos mesmos receptores.

A PRL é secretada principalmente pela hipéfise anterior, embora esteja
presente em Varios sitios extra-hipofisarios, como no sistema imunoldgico (Ben-
Jonathan et al., 1996). Apesar de haver mais de 300 fun¢Bes biologicas descritas
para a PRL (Bole-Feysot et al., 1998), a reproducdo, a osmorregulacdo, o
metabolismo de calcio e o comportamento também sé&o influenciados pela PRL
(Chikanza, 1999). Contudo, sua funcdo mais importante esta na regulacdo do
sistema imune, onde atua como hormoénio imunomodulador.

Dois tipos de PRLR foram descritos em peixes, a forma classica, chamada de
PRLR ou PRLRa, e a forma descoberta recentemente, chamada de PRLR[3, com
similaridade de 50% em suas sequéncias. Apesar disso, 0 mecanismo de acdo das
duas isoformas apresenta-se bastante conservado, conforme observado em D. rerio.
No mesmo estudo, ficou constatado que ambos 0s receptores sdo expressos ao
longo do desenvolvimento, desde o estagio de zigoto até a fase adulta. Ensaios
imunohistoquimicos indicaram a presenca do PRLR em diversos 6rgéos e tecidos
como olhos, cérebro, intestino, baco, rins, figado, coracdo, musculos, 06rgaos
olfatdrios, ovarios e testiculos (Nguyen et al., 2008).

Shiraishi et al. (1999) estudaram a expressdo do RPRL na tilapia
(Oreochromis mossambicus) em diversos estagios embrionarios e larvais,
comparando a expressdo do receptor hormonal com 0 peixe exposto a agua doce e
agua salgada. Nesse estudo, os niveis de RPRL foram mais altos em todos os
estagios embrionarios e larvais quando o peixe estava exposto a agua doce do que
a salgada. Por outro lado, nas bibliotecas de A. gigas, peixe essencialmente de agua

doce, o RPRL foi encontrado somente em fémeas adultas e ainda com frequiéncia
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mediana, tal fato pode estar relacionado com a presenca de Ovulos maduros nos
ovarios de algumas fémeas no momento da captura, indicando a importancia do
RPRL e da PRL na fisiologia reprodutiva de fémeas de A. gigas.

Outro gene com papel fundamental no crescimento dos peixes é o receptor do
hormoénio de crescimento (GHR), cujo mapa metabdlico pode ser observado no
anexo M. A expresséao diferencial desse gene foi claramente observada a partir das
analises por bioinformatica, onde o GHR foi encontrado apenas nas bibliotecas de
cDNA de adultos de A. gigas, tanto machos quanto fémeas.

O GHR é formado por uma proteina com um dominio extracelular N-terminal
por meio do qual liga-se ao hormonio do crescimento (GH) (Benedet et al., 2005). O
GH é secretado de maneira pulsétil pelas células somatotroficas localizadas na
hipofise anterior (Ueland, 2004). Em peixes, sua secrecdo é regulada por dois
hormoénios hipotalamicos, o horménio liberador de GH, que € um regulador positivo,
e a somatostatina (SST), um regulador negativo.

A deteccdo do GHR e do receptor de somatostatina (SSTR) apenas nas
bibliotecas de cDNA de adultos de A. gigas (machos e fémeas), evidencia a
presenca dos mecanismos de regulacdo do crescimento nesses peixes, conforme
descrito na literatura. Entretanto, esperavamos encontrar também o GHR e 0 SSTR
nos individuos jovens, o que nao ocorreu. Porém, Borella et al. (2009), analisando
imunocitoquimicamente o GH na hipofise de A. gigas com antisoro de salmao e
pargo, obtiveram pouca reatividade com individuos jovens. Mais estudos serdo
necessarios para esclarecer se ocorre a expressao do GHR e do GH em individuos
jovens de A. gigas e em que nivel.

Em recente estudo realizado por Toro et al. (2009), foram construidas
bibliotecas de cDNA de hipoéfise e hipotalamo de D. rerio na fase adulta para realizar
a comparacao com embrides e larvas da mesma espécie. Nesse estudo, 0s autores
encontraram diversos receptores hormonais como GHR, SSTR e receptor da
prolactina (RPRL) que estavam presentes tanto na fase adulta quanto em embrides
de D. rerio.

Em peixes, os locais de ligacdo do GH sao branquias, intestino, rim e
gbnadas (Peter & Marchant, 1995), sendo considerado o principal controlador do
crescimento dos peixes, tendo sido isolado em varios teledsteos (Matty & Lone,

1985). O GH parece ter importancia na regulacdo de varias funcdes fisioldgicas
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importantes, incluindo crescimento, apetite, metabolismo de proteinas e de lipideos e
maturacdo sexual, além de estar diretamente relacionado a sintese de outros
horménios (Benedet et al., 2005).

Em varios peixes o GH também manifesta algumas fungbes que nédo sao
encontradas em todos os vertebrados, como a sua relacdo com a maturacdo sexual
(Schalburg et al., 2008). Em salméo (Oncorhynchus kisutch e O. masou) e truta (O.
mykiss), duas isoformas de GHR foram encontradas, sendo denominadas de
isoforma 1 e isoforma 2 (Benedet et al., 2005). Em A. gigas, apenas a isoforma 1
(subtipos A e B) foi encontrada nas bibliotecas de adultos machos e fémeas.

Very et al. (2005), estudando a expressao diferencial das isoformas de GHR
em truta arco-iris, encontrou a isoforma 1 com maior freqténcia no cérebro e a
isoforma 2 no cérebro e figado. A isoforma 1 foi mais abundante ou igual em muitos
tecidos, exceto no pancreas e baco, onde a isoforma 2 foi mais abundante. Os
autores citam que a alta expressao desse receptor no cérebro é um indicativo de sua
importancia para o sistema nervoso central, mas os mecanismos envolvidos ainda
séo desconhecidos.

A similaridade das sequéncias de GHR dos teledsteos com outros grupos de
vertebrados € tdo baixa quanto entre os grupos de teledsteos, variando entre 37 e
40%. Isto estd de acordo com a longa histéria evolutiva dos peixes. Entretanto, o
GHR de todas as espécies de vertebrados tem as mesmas caracteristicas, com
varias regides importantes para ligacdo e ativacdo que foram bem conservadas ao
longo dos anos (Benedet et al., 2005).

Desde 2001, quando o primeiro cDNA de GHR foi clonado a partir dos peixes
Carassius auratus (goldfish) e Scophthalmus maximus (turbot), o GHR foi
sequenciado em mais de 20 espécies de teledsteos, indicando a grande importancia
funcional desse receptor na fisiologia dos peixes (Benedet et al., 2005).

Com frequéncia semelhante ao GHR, o gene Receptor de Somatostatina
(SSTR) foi encontrado também nas bibliotecas de adultos de A. gigas, machos e
fémeas. O SSTR foi originalmente descoberto de modo acidental durante estudos da
distribuicdo de GH no hipotalamo de ratos, ficando constatada sua importancia como
inibidor da secrecdo de GH (Krulich et al.,, 1968). O mapa metabdlico do SSTR

encontra-se no anexo L.
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De acordo com Panetta et al. (1994), cinco subtipos de receptores de SSTR
foram caracterizados em diversas espécies de vertebrados, inclusive peixes, SSTR-
1, SSTR-2, SSTR-3, SSTR-4 e SSTR-5. Porém, todos sado idénticos em 42 a 60% de
sua sequéncia de aminoacidos. Os SSTR’s sdo altamente expressos em muitos
tecidos, freqientemente com muitos subtipos presentes na mesma célula (Patel,
1999).

Evidéncias indicam que o SSTR-1 (isoformas A e B), Unico encontrado na
biblioteca de Macho Adulto e Fémea Adulta de A. gigas, esta diretamente
relacionado a diminuicdo da progressao celular e angiogénese (formacao de novos
vasos sanguineos) (Csaba, 2001).

Além do rudimentar conceito de que a somatostatina, que se liga ao SSTR,
era um simples inibidor da secrecdo de GH, trabalhos realizados apods sua
descoberta mostraram que este hormonio possui varias outras funcbes, como
inibicho da secregdo hormonal do hormdnio tireoestimulante (TSH),
adenocorticotréfico (ACTH), insulina e glucagon (Reichlin, 1983). No sistema
nervoso central, atua como um neuromodulador, facilitando a regulacdo de
neurotransmissores tais como a dopamina, neuroepinefrina e serotonina (Epelbaum,
1986); controla a proliferagdo celular normal, bem como em tecidos tumorais
(Lamberts et al., 1991; Schally, 1988) e apresenta potente acdo imunomoduladora
na atividade da secrecdo de células imunes como as imunoglobulinas produzidas
pela ativacao dos linfocitos B e producéo de citoquinas pela atividade dos linfocitos T
e macroéfagos (Krantic et al., 2004).

Outro hormoénio que exerce papel fundamental na regulacdo do crescimento
dos peixes, é a Folistatina, presente apenas na biblioteca de cDNA de Fémea Adulta
de A. gigas. Para compreendermos seu mecanismo de acdo, precisamos,
primeiramente, compreender a importancia de outro hormonio, a ativina.

A ativina e a folistatina, formam um grupo de fatores interrelacionados cruciais
para diversas funcbes reprodutivas e néo reprodutivas em diversos organismos
(Phillips, 2005). A ativina atua na regulacdo do sistema reprodutivo de peixes em
diversos niveis do eixo hipofise-hipotalamo-gbnadas (Muttukrishna et al., 2004),
especialmente na sintese de gonodotrofinas pelo hipotalamo e de FSH pela hipdfise,
regulando importantes processos como esteroidogénese, proliferacdo de

espermatogbnia, modulacdo dos receptores de FSH, desenvolvimento do foliculo e
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maturacéo (Wu et. al., 2000). Foram encontrados dois tipos de receptores de ativina,
Activin Receptor Type | (ActRIl) e Activin Receptor Type Il (ActRIl), cujo mapa
metabdlico encontra-se no anexo O. A ativina se liga ao seu receptor do tipo II,
ActRIIA e ActRIIB, sendo que este ultimo foi encontrado exclusivamente nas
bibliotecas de cDNA de jovens de A. gigas (Machos e Fémeas), recruta, fosforila e
consequentemente ativa o receptor do tipo I, ActRIA e ActRIB (Gaddy-kurten et al.,
1995).

Em peixes, o ActRIIB foi isolado pela primeira vez por Ge et al. (1997) a partir
do ovario de goldfish (Carassius auratus). Além do ovario, o receptor foi encontrado
também nas branquias, cérebro, hipofise, coracdo, mduasculos, figado, rim e
testiculos, mostrando a expressdo mais elevada desse receptor no ovario, em
comparacdo a outros tecidos, indicando a importancia do ActRIIB no ovario de
goldfish.

A partir de entdo estudos indicaram a importancia do ActRIl no aumento de
massa muscular de varios peixes como pufferfish (Lagocephalus laevigatus), salméao
do Atlantico (S. salar), goldfish (C. auratus) e zebrafish (D. rerio), mas o primeiro
estudo mostrando as fungdes de ActRIIB para o crescimento em peixes foi realizado
por Wu et al. (2000) através da injecdo intraperitoneal de ActRIl em juvenis de
goldfish, bagre africano (C. gariepinus) e tilapia (O. aureus), onde obtiveram
aumento no crescimento muscular por hiperplasia entre 32 e 40% e aumento no teor
de proteina total.

Em muitos tecidos, a ativina € expressa juntamente com a folistatina (FST)
gue é uma glicoproteina monomérica que se liga de forma irreversivel a ativina,
formando complexos inativos (Hill et al., 2002; Sidis et al, 2002). A FST neutraliza a
acdo da ativina prevenindo a interagdo da ativina com o seu receptor (ActRIl) e
aumentando a sua degradacéo pelas células (Wu et al., 2000). Para Muttukrishna et
al. (2004) a FST antagoniza também a acdo de varios outros membros da
superfamilia dos fatores de crescimento 3 (TGF-pB).

Em recente estudo sobre a FST do peixe Sparus aurata, Funkenstein et al.
(2009) afirmam que a presenca de FST em embrides de S. aurata confirma a sua
importdncia durante o desenvolvimento embrionario, pois além de sua acao
enddcrina de inibicdo da sintese de FSH, estudos recentes tém indicado que a FST

atua em outras areas além do sistema reprodutivo, neurénios, crescimento muscular
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e desenvolvimento. A estrutura da FST de S. aurata € altamente conservada em
comparacdo com a FST de outros vertebrados, incluindo outros peixes, anfibios,
aves e mamiferos.

Com expressao apenas nas bibliotecas de cDNA de adultos de A. gigas, tanto
machos quanto fémeas, o Polipeptideo de Ativacdo da Pituitaria Adenilato Ciclase
(PACAP), pertencente a superfamilia dos receptores de proteina G, foi inicialmente
purificado a partir de tecidos hipotalamicos de ovinos, mostrando potente agdo no
estimulo da producdo de cAMP pela hipéfise (Miyata et al., 1989; 1990). Atualmente
o PACAP é considerado um neuropeptideo que regula as funcdes da hipdfise,
atuando também na sobrevivéncia dos neurbnios, neurotransmisséo, vasodilatacédo
e motilidade intestinal (Wong et al., 2005), além de aumentar a secrecdo de GH e de
gonadotrofinas (Wong et al., 2000), tirotrofinas (Okada et al., 2006) e prolactina
(Rawlings e Hezareh, 1996).

O PACAP foi encontrado e isolado em varias espécies de peixes como
salmédo (Wong et al., 2000), carpa (Wong et al., 2005), goldfish (Wong et al., 1998),
zebrafish (Wang et al., 2003; Toro et al., 2009), Sparus auratus (Cardoso et al.,
2007), Torpedo marmorata (Valiante et al., 2006) e Fugu rubripes (Cardoso et al.,
2007). No caso do salméo, a clonagem molecular de PACAP revelou que o
horménio de liberacdo do GH e o0 PACAP sao codificados no mesmo gene (Wong et
al., 2005), sendo o PACAP considerado um potente secretor de GH em peixes
0sseos (Wong et al., 2000).

Valiante et al. (2006), estudando a distribuicio do PACAP no peixe
cartilaginoso T. marmorata, constataram grande expressdo do PACAP no cérebro,
sugerindo um papel importante na fisiologia dos peixes cartilaginosos,
principalmente na regulacdo enddcrina por meio da atividade da hipofise. Em
zebrafish, o PACAP foi encontrado desde a fase embrionaria, com 24 horas apos a
fertilizac&o, até a fase adulta, confirmando a sua importancia no crescimento e na
regulacdo hormonal dos peixes (Toro et al., 2009). Porém, ndo encontramos o
PACAP nas bibliotecas de jovens de A. gigas, apenas em adultos. Entretanto, mais
estudos serdo necessarios para confirmar se a nao deteccdo do PACAP em
individuos jovens ocorreu devido as limitagcbes da metodologia utilizada ou ao fato
de a expressao do PACAP ocorrer de forma diferenciada em teledsteos primitivos,

como é o caso de A. gigas.
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Contudo, estudos sobre interacbes entre diversos horménios e seus
receptores, principalmente relacionados ao eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas, sao
escassos mesmo em espécies de clima temperado e raros em teledsteos de clima
tropical. O processo de reproducao artificial de diversas espécies de peixe apresenta
sérios problemas que levam a disfungdes do processo reprodutivo, como auséncia
de vitelogénese, maturacao final dos ovocitos em fémeas e reduzida capacidade de
realizar a espermatogénese e espermiacdo nos machos, levando a producdo de
sémen de baixa quantidade e qualidade (Zohar & Mylonas, 2001).

Além de A. gigas, um grande numero de espécies de peixes pode receber
algum tipo de tratamento hormonal para acelerar o crescimento e controlar ou induzir
a reproducdo. Apesar de técnicas de manipulagdo hormonal serem empregadas
atualmente com sucesso em diversas espécies, alguns problemas tém sido
evidenciados, como o fato do animal estar em estagio de desenvolvimento gonadal
avancado e as multiplas aplicacbes hormonais necessarias para atingir o sucesso na
reproducao (Zohar & Mylonas, 2001).

As caracteristicas uUnicas encontradas em A. gigas, tornam a espécie um
importante elo entre os antigos peixes 0sseos e 0s teledsteos derivados. Por isso, o
estudo de peixes primitivos, como A. gigas, possibilita conhecer as transformacdes
gue ocorreram nos teledsteos através dos tempos, especialmente aquelas
relacionadas ao controle enddcrino exercido pela hipofise sobre o crescimento e a
reproducdo. Entender como ocorre o controle endécrino em A. gigas é o0 ponto
chave para acelerar seu crescimento e possibilitar a reproducdo em cativeiro. No
entanto, os resultados aqui apresentados nos indicam um caminho que deve ser
seguido a fim de compreendermos os mecanismos envolvidos na fisiologia molecular

do crescimento e da reprodugcéo em A. gigas.



7 — CONCLUSOES

e A construcdo de bibliotecas de EST’s mostrou-se uma técnica poderosa para
a identificacdo de novos transcritos expressos diferencialmente em machos,

fémeas, adultos e jovens de A. gigas.

e A identificacdo de 139 genes diferencialmente expressos nas quatro
bibliotecas contribuiu para a elucidacdo de mecanismos genéticos envolvidos

no crescimento e na reproducéo de A. gigas.

e A partir dos 139 genes diferencialmente expressos nas quatro bibliotecas
analisadas, foi possivel identificar oito genes relacionados ao crescimento e a
reproducao de A. gigas, sendo receptor de estrogeno, receptor do hormonio
luteinizante, receptor da prolactina, receptor da isoforma 1 do hormdnio de
crescimento, receptor da somatostatina tipo 1 subtipos A e B, folistatina,
receptor da ativina IIB e polipeptideo de ativacdo da pituitaria adenilato
ciclase. Esses genes podem agora ser utilizados para diversos estudos

guantitativos e qualitativos de expresséo génica.

e As diferencas observadas, por meio da ontologia dos genes encontrados nas
guatro bibliotecas, indicam que a expressao génica em A. gigas ocorre de
forma diferenciada entre adultos e jovens (categorias citoesqueleto,
metabolismo e regulador da transcricdo), mas de forma muito semelhante
entre machos e fémeas (categorias funcdo molecular, componente celular e

processo bioldgico).

e Os resultados do presente estudo representam contribuicbes importantes
para 0 conhecimento das caracteristicas genéticas relacionadas ao

crescimento e a reproducdo de A. gigas, além de servirem de base para

outros estudos visando melhorias na criagdo em cativeiro.



8 — PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos contribuiram para a elucidacdo de muitas duvidas
relacionadas a fisiologia molecular do crescimento e da reprodugcdo em A. gigas.
Porém, devido a robustez dos resultados obtidos, surgiram questionamentos que

necessitam ser esclarecidos em estudos posteriores:

e Por meio da metodologia de PCR em tempo real, quais sédo os niveis de
expressdo dos oito genes relacionados ao crescimento e a reprodugdo em

adultos, jovens, machos e fémeas de A. gigas?

e Quais as conseguéncias causadas pelo silenciamento dos principais genes

gue atuam no crescimento e na reprodugéo de A. gigas?

¢ Quais vias metabdlicas podem ser alteradas, a partir da administracdo de um
ou mais horménios, com o propdsito de acelerar o crescimento e a

reproducao de A. gigas? Em que dosagem?

¢ O nivel de algum receptor ou hormdénio pode ser utilizado pelo piscicultor na

discriminagao do sexo de juvenis de A. gigas? Qual?

e Em A. gigas, quais genes e horménios poderiam contribuir na reducdo do

estresse causado pela criacdo em cativeiro?

¢ Que caracteristicas genéticas devem ser consideradas pelo piscicultor para a
selecdo de matrizes de A. gigas, visando a producéo de alevinos em

cativeiro?
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10 - ANEXOS

Anexo A. Autorizacdo para coleta dos exemplares de Arapaima gigas utilizados na
construcéo das bibliotecas de cDNA.
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Anexo B. Mapa do vetor pDNR-LIB utilizado na construgao das bibliotecas de cDNA
de Arapaima gigas.
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Anexo C. Processo biolégico do gene Estrogen receptor, gerado pelo Gene
Ontology.
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Anexo D. Processo biologico do gene Luteinizing hormone receptor, gerado pelo
Gene Ontology.
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Anexo E. Processo biolégico do gene Prolactin receptor, gerado pelo Gene
Ontology.
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Anexo F. Processo biologico do gene Growth hormone receptor isoform 1, gerado
pelo Gene Ontology.

98



Anexo G. Processo bioldgico do gene Somatostatin receptor type 1 subtype A and B, gerado pelo Gene Ontology.
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Anexo H. Processo bioldgico do gene Follistatin, gerado pelo Gene Ontology.
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Anexo 1. Processo biolégico do gene Activin receptor 1IB, gerado pelo Gene
Ontology.
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Anexo J. Processo biologico do gene Pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide, gerado pelo Gene Ontology.
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Anexo L. Mapa metabdlico do gene Receptor de somatostatina (em azul) e do Receptor do hormonio luteinizante (em vermelho). Fonte:



Anexo M. Mapa metabdélico do gene Receptor do hormdnio de crescimento. Fonte: www.genome.jp/kegg
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ANEXO N. Mapa metabolico do gene Receptor de prolactina (em vermelho). Fonte: www.genome.jp/kegg
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Anexo O. Mapa metabdlico do gene Receptor de ativina IIB. Fonte: www.genome.
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