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RESUMO

Os genes do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e seu receptor (GnRHR)
consistem na sinalizacdo molecular mais utilizada pelo cérebro para regular a sintese
e liberacdo de gonadotrofinas, sendo crucial na reproducdo de muitos vertebrados. O
tambaqui apresenta trés genes paralogos para o GnRH (cmgnrhl, cmgnrh2 e
cmgnrh3) e seu receptor (cmgnrhrlc, cmgnrhrlca e cmgnrhr2b), em que os genes
ligantes codificam as formas sbGnRH, cGnRH-II e sGnRH. Os transcritos gonadais
do gene cmgnrh3 (sGnRH) apresentam frameshift com cdédon de parada prematuro.
E, embora este fato indiqgue um processo de pseudogenizacdo, o gene exibe niveis
elevados de transcricdo em ovarios que iniciam a puberdade e no bulbo olfatério de
ambos os sexos (dados ainda ndo publicados), sugerindo um provéavel papel funcional
a ser investigado, visto que, até entdo nenhum estudo elucidou para o tambaqui o
comportamento do sistema GnRH em ambiente de cativeiro, informagcdes que
fundamentardo novas estratégias para a manipulacdo e melhoramento da desova
nesta especie.

Palavras-chaves: Colossoma macropomum; Tambaqui; GnRH; frameshift.



ABSTRACT

The gonadotropin-releasing hormone and gonadotropin-releasing hormone receptor
genes are the most common molecular signal used by the brain to regulate
gonadotropin synthesis, plays an important role in almost all vertebrates reproduction.
The tambaqui showed three parallel lines of GhRH (cmgnrhl, cmgnrh2 and cmgnrh3)
and your receptor GnRHR (cmgnrhrlc, cmgnrhrlca and cmgnrhr2b), wherein the three
binders genes encoding the forms sbGnRH, cGnRH-II and sGnRH. Analysis with
gonadal transcripts of the cmgnrh3 gene (sGnRH) reveal a frameshift-like mutation,
originating a premature stop codon at the beginning of exon2, which contains the
information for the production of the sGnRH peptide. Despite this fact indicating a
possible pseudogenization, the gene exhibits high levels of transcription in the olfactory
bulb of males and females, presenting differentiated expression in ovaries at the
beginning of puberty (data not yet published), suggesting a likely functional role to be
investigated, whereas no study so far has analyzed the functioning of this system in
the Colossoma macropomum species.

Keywords: Colossoma macropomum; Tambaqui; GnRH; frameshift.
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1. INTRODUCAO

O tambaqui, Colossoma macropomum, é 0 peixe mais produzido em
cativeiro dentre as espécies nativas brasileiras que juntas somam 43,7% da producéo
nacional (IBGE, 2019). A producao comercial do tambaqui é favorecida por diversos
fatores inerentes da espécie, como rapido crescimento, carne de grande aceitacéo e
hébito alimentar diversificado, aceitando bem racéo artificial e podendo ser criado em
qualquer sistema de cultivo. Entretanto, por ser uma espécie migradora (de piracema),
o tambaqui sé reproduz mediante estimulos ambientais criados pela natacéo
migratoria que realiza durante o periodo reprodutivo (ZANIBONI-FILHO; BARBOSA,
1996). Dessa forma, quando cultivado em cativeiro, sua desova so € possivel por meio
da administracao de hormonios especificos para induzir a maturacéo final e ovulacéo
dos gametas.

A regulacdo enddcrina da reproducéo nos vertebrados consiste em uma
rede coordenada de hormodnios, atuando em diversos graus de complexidade e
refletindo as especificidades de reproducédo para cada espécie. Nesse processo, 0S
orgaos, tipos celulares, horménios e seus receptores constituem o eixo reprodutivo
hipotalamo-hipdéfise-gbnadas (YARON; LEVAVI-SIVAN, 2011). Nesse eixo, a sintese
e liberacdo de gonadotrofinas pela hipéfise depende de estimulos gerados pelo
neuropeptideo de GnRH (hormonio liberador de gonadotrofinas) que é produzido no
hipotalamo e interage com seus receptores (GnRHR) presentes na membrana
hipofisaria.

As gonadotrofinas, horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), sdo hormdnios hipofisarios que regem toda a maturacao gonadal,
ou seja, a producdo de gametas e de esterdides gonadais (androgenos, estrogenos e
progesteronas). Sao eles, portanto, que regulam os processos reprodutivos como
espermatogénese (nos machos) e crescimento folicular (nas fémeas) em todos os
vertebrados, incluindo os peixes. Por essa funcéo reguladora, esses hormoénios sao
empregados como indutores de desova em espécies reofilicas de peixes, sendo
importantes para a producao de larvas, que séo a base de toda a cadeia produtiva de
espécies que possuem alta demanda de consumo, como o tambaqui.

A reproducao em cativeiro do tambaqui é realizada principalmente atraves

da técnica de hipofisagéo, que consiste na aplicacdo de extratos hipofisérios, ou seja,
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as gonadotrofinas produzidas por um peixe sdo administradas em outro que né&o
produz o suficiente por si mesmo, desencadeando os passos da sequéncia hormonal
gue conduz a maturacéao final/ovulacdo e espermiacédo, sendo uma técnica bastante
conhecida e praticada desde a década de 30 (ZANIBONI-FILHO; NUNER, 2004). Na
maioria das pisciculturas comerciais, incluindo a do tambaqui, a indugcao reprodutiva
utiliza hipofises desidratadas de espécies de carpa, que sao aplicadas na forma de
extrato bruto, e diluidas em solucéo fisiologica (ANDRADE; YASUI, 2003).

O extrato bruto de hipdfises de carpa € um produto altamente utilizado nas
pisciculturas brasileiras pela facilidade de execucdo (MYLONAS et al, 2010;
NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008). Entretanto, o uso de hipofise desidratada
interespécies tém muitas desvantagens, sendo principalmente o alto risco de
transmissao de doencas e a auséncia de padroniza¢do na poténcia, pois cada hipofise
possui quantidades diferentes de hormonios de outra de mesmo peso, uma vez que,
a quantidade de gonadotrofinas contidas nessa glandula depende do grau de
maturacdo do individuo em que foi coletada, sendo necessario que o peixe doador
esteja em fase reprodutiva, em que os niveis de gonadotrofinas sao suficientes para
induzir a reproducd@o na espécie receptora, em termos praticos, isto significa que a
hipofise a ser utilizada na indugéo reprodutiva ndo pode ser coletada em qualquer
tempo, mas sim quando tiver armazenado gonadotrofinas suficiente. Outra
desvantagem consiste no desenvolvimento de reacfes imunes a gonadotrofina
exdgena e/ou outras proteinas hormonais do extrato hipofisario nos peixes receptores
(DONALDSON; HUNTER, 1983). Ademais, a sua utilizacdo € proibida em algumas
regides do Brasil, sendo realizada apenas para fins de pesquisas (ANDRADE, 2012).

Atualmente, diversas pesquisas e produtos tém explorado o uso de outras
substancias indutoras da desova em peixes, em que o0s analogos de GnRH
apresentam um grande potencial para manipulacéo de forma efetiva da reproducéo
dos vertebrados, em geral, a utilizacdo desse neurohormdnio apresenta diversas
vantagens como a facilidade para a sintese desse peptideo, eliminacdo de
contaminacgdes cruzadas e a estimulacdo da producdo de gonadotrofinas endégenas
(espécie-especifica). Contudo, poucos produtos no mercado exploram os tipos de
peptideos de GnRH que possuem atuacao hipofisiotrofica para peixes, e 0s que
existem sO exploram uma parcela das possibilidades, pois sdo produtos baseados na

forma hipofisiotrofica de espécies exoticas, como o salméo.
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Os atuais indices da piscicultura na economia brasileira mostram um
cenario com boas perspectivas para o cultivo de peixes, em consequéncia ao
crescente aumento na demanda de proteinas de carnes (PEIXE-BR, 2020), sendo
necessario e urgente a producdo de conhecimentos que fundamentem o
desenvolvimento de tecnologias de producao dos peixes nativos do Brasil, visto que,
a baixa producdo de espécies nativas pela piscicultura brasileira em relagdo ao seu
grande potencial, se deve em grande parte ao baixo conhecimento cientifico sobre a
biologia dessas espécies, e por consequéncia, faltam tecnologias aprimoradas
especificamente para cada uma delas.

As pesquisas que tornaram possivel novas tecnologias na piscicultura de
paises desenvolvidos sdo em especial as que envolvem o controle da reproducéo e
dos aspectos que afetam a producédo de peixes, sendo baseadas principalmente em
abordagens moleculares para o estudo fisiol6gico de cada espécie. Além disso, essas
pesquisas sdo fundamentais para compreender a ecologia e os possiveis efeitos e/ou
alteracdes ambientais que podem causar mudancas nas popula¢cdes naturais de uma
espécie (SERVILI et al., 2020).

E apesar dos papéis importantes desempenhados pelo sistema GnRH no
funcionamento da fisiologia reprodutiva, nenhum estudo até entdo investigou a
atuacdo deste sistema no tambaqui, Colossoma macropomum. Desta forma, o
presente estudo constitui-se em caracterizar e projetar primers especificos para os
genes que codificam o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e seu receptor
(GnRHR), presentes no genoma e transcriptomas do tambaqui, contribuindo com
informacdes importantes para desvendar 0s possiveis mecanismos que controlam a
reproducdo nesta espécie amazonica de grande importancia econémica e ecoldgica,
possibilitando o inicio de melhorias na sua inducdo reprodutiva artificial através do
desenvolvimento de protocolos espécie-especificos, e permitindo também a
ampliacdo de investigacbes na endocrinologia reprodutiva de espécies

filogeneticamente relacionadas.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Reproducdo em peixes teledésteos: O eixo Hipotalamo-Hipofise-
Gonadal
A reproducdo em peixes € um evento desencadeado pela integracdo de

informacgdes ambientais externas (temperatura, fotoperiodo, migracao entre outros) e
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enddgenas, através de cascatas de eventos fisiologicos (HONJI; MOREIRA, 2017).
Nos peixes teledsteos, bem como em todos os vertebrados, o eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal (HHG) constitui 0 sistema neuroenddcrino que rege 0 processo
reprodutivo, envolvendo a sintese e secrecao de gonadotrofinas, esterdides gonadais
e hormonios sexuais. Nesse sistema, os neurénios de GnRH (hormanio liberador de
gonadotrofinas) realizam a parte central do processo regulando a sintese e secrecao
das duas gonadotrofinas, o horménio foliculo estimulante (FSH/GTH - I) e o horménio
luteinizante (LH/ GTHII), esses dois hormdnios sdo responsaveis pelo processo de
gametogénese gonadal em todos os animais vertebrados e ambos séo glicoproteinas
heterodiméricas que compartilham uma subunidade proteica chamada de a, ou seja,
tais horménios sao constituidos de outra subunidade B especifica para sua funcéo
(CERDA-REVERTER; CANOSA, 20009).

Nos peixes teledsteos, as populacdes neuronais que sintetizam GnRH
localizam-se na regido pré-optica do hipotalamo cerebral e prolongam suas fibras até
a regido da adeno-hipofise que contém as células gonadotroficas (células de LH e
FSH), ou seja, permitem o contato sindptico que determina em muitas espécies de
peixes o papel regulador do decapeptideo de GnRH na sintese e secrecdo de
gonadotrofinas. Em elasmobranquios e peixes 6sseos néo teledsteos com nadadeiras
raiadas esse sistema apresenta-se de forma anatomicamente diferente, onde um
canal hipotalamico-hipofisario chamado de eminéncia mediana forma uma grande
rede capilar sanguinea que permite o transporte de neurohorménios hipotalamicos
para a adeno-hipéfise de forma similar aos humanos e outros mamiferos, onde
anatomia desse sistema é bem descrita (DUFOUR et al., 2020).

Em geral, os eventos fisiolégicos da reproducdo em peixes sao
caracteristicamente ritmicos e iniciam a partir do momento em que a idade e peso
minimo séo atingidos, sendo o ciclo reprodutivo regulado por fatores ambientais
periodicos e repetitivos (anual), consistindo em sinais confiaveis e sincronizados com
a fisiologia dos peixes, 0 que determina o sucesso reprodutivo de muitas espécies
(SERVILI et al., 2020). Os fatores ambientais iniciais e determinantes desse processo
sao percebidos e decodificados em impulsos nervosos (neurotransmissores) ou sinais
neuroenddcrinos (melatonina) pela glandula pineal, atingindo direta ou indiretamente
a sintese de neurohormdénios hipotalamicos como o GnRH, que ao ser secretado na
regido hipofisaria, age estimulando a sintese e liberagcéo do horménio luteinizante (LH)

e do hormaénio foliculo estimulante (FSH), estes sdo secretados na corrente sanguinea
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e atuam diretamente nas gbnadas (6rgaos responsaveis pela producédo de gametas e
de esteroides sexuais) controlando a atividade fisioldgica do ovario e testiculo.

Diferente dos mamiferos onde inicialmente ocorre estimulacéo pelo LH, em
muitas espécies de peixes teledsteos a regulacdo das gbnadas envolve um estimulo
inicial de FSH, que nas fémeas impulsiona a sintese de aromatase pelas células da
granulosa, e essa enzima realiza a conversao da testosterona em estradiol, iniciando
0 processo vitelogénico (acumulo de vitelo nos odcitos), através da sintese de
vitelogenina no figado. Posteriormente ocorre o aumento dos niveis do hormdnio
luteinizante, desencadeando os eventos caracteristicos da maturacéo final do odcito,
como a quebra da vesicula germinativa, retomada da meiose e liberacado do primeiro
corpusculo polar (ALMEIDA, 2013; NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008).

Em muitas espécies de peixes e principalmente nas reofilicas, a auséncia
de desenvolvimento e/ou maturacédo final dos odcitos (determinadas pela producéo
correta das gonadotrofinas) é o principal motivo da baixa eficiéncia reprodutiva em
cativeiro (SOLIS-MURGAS et al., 2011). No cativeiro, essas disfuncdes reprodutivas
podem acontecer em diferentes graus e o ndo desenvolvimento representa a condi¢cao
mais severa e dificil de contornar, no entanto, em algumas espécies como o tambaqui,
a fase inicial de desenvolvimento dos odécitos acontece (vitelogénese completa)
seguida pelo inicio da disfuncdo conhecida como “fase de dorméncia” em que o
processo de oogénese permanece estagnando (ANDRADE; YASUI, 2003; ZOHAR,;
MYLONAS, 2001). Atualmente, visando sanar as disfuncbes em ambiente de
cativeiro, diversos produtos tém explorado o uso de analogos do peptideo de GnRH,
amplamente aceito como a principal molécula que inicia a cascata reprodutiva em
guase todos os vertebrados, em que poucas excecdes de outras moléculas
relacionadas a essa funcdo foram relatadas nas espécies dourada, robalo, peixe-
zebra, truta arco-iris, tilapia e gourami azul, atuando em vias compensatdorias ou em
cooperacao com a molécula de GnRH, como é o caso do polipeptideo ativador de
adenilato ciclase hipofisario (PACAP) relatado em gourami-azul (YANG et al., 2010;
FELIP et al., 2009; KITAHASHI; OGAWA; PARHAR, 2009; CERDA-REVERTER et al.,
1999; YARON et al., 2001; LEVY; DEGANI, 2012).

O peptideo de GnRH foi isolado pela primeira vez de tecidos cerebrais de
porcinos (MATSUO et al.,, 1971) e de ovinos (BURGUS et al., 1972), sendo o
neuropeptideo funcional uma fracdo de dez aminoacidos (decapeptideo) que deriva

de uma proteina maior chamada preproGnRH, essa proteina é estruturada em uma
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sequéncia inicial de peptideo sinal (23-26 aa) seguido pelo decapeptideo de GnRH ao
lado de um sitio de clivagem proteolitica (3 aa) altamente conservado, e por fim um
peptideo associado ao GnRH chamado GAP (48-69 aa), em que essa estrutura
preproHormonal e as posi¢des de alguns aminoacidos no decapeptideo de GnRH
(piro-Glu *-Ser 4-Pro °-Gly °-amida) séo altamente conservadas entre os diferentes
tipos de vertebrados (CHEHADE et al., 2020; MILLAR, 2005).

A descoberta de multiplos genes e diferentes formas peptidicas de GnRH
(mais de uma por espécie) gerou conflitos iniciais em termos de identificacdo, pois
cada nova forma de peptideo foi nomeada de acordo com a primeira espécie em que
havia sido encontrada, o que néo fornecia informacdes estruturais e funcionais diante
do grande numero de descobertas (FERNALD; WHITE, 1999), sendo atualmente
descritas 44 formas peptidicas de GnRHs em vertebrados e invertebrados, e destas
apenas 8 sao encontradas em peixes teledsteos (Tabela 1), em que a forma de salméo
sGnRH mostra-se exclusiva em peixes (ADAMS et al., 2002; CHEHADE et al., 2020).

TABELA 1. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DAS 8 VARIANTES DE GNRH IDENTIFICADAS EM

TELEOSTEOS
GnRHs 19 29 32 4° 52 62 7° 82 92 109

Mammalian (mGnRH) pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly Matsuoetal (1971)
Sea bream (sbGnRH) pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Ser Pro Gly Powell etal. (1994)
Salmo (sGnRH) pGlu His Trp Ser Tyr Gly Trp Leu Pro Gly Sherwoodetal. (1983)
Whitefish pGlu His Trp Ser Tyr Gly Met Asn Pro Gly Adamsetal. (2002)
Catfish pGlu His Trp Ser His Gly Leu Asn Pro Gly Bogerd etal. (1992)
Herring pGlu His Trp Ser His Ser His Trp Tyr Gly Carolsfeld et al. (2000)
Chicken-Il (cGnRH 1l) pGlu His Trp Ser His Gly Trp Tyr Pro Gly Yuetal. (1988)
Pejerrey pGlu His Trp Ser Phe Gly Leu Ser Pro Gly Montaner et al. (2001)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Os estudos filogenéticos determinaram terminologias mais adequadas para
a caracterizacdo dos peptideos de GnRH, classificando os diferentes tipos em trés
linhagens de genes paralogos: gnrhl, gnrh2 e gnrh3 (GAILLARD et al.,, 2018a;
OKUBO; NAGAHAMA, 2008; ROCH et al., 2014), em que pelo menos dois genes
paralogos sao encontrados em cada vertebrado, sendo possivel a existéncia de até
trés genes em muitos peixes teledsteos (MORGAN; MILLAR, 2004). Nessa
classificacao filogenética o ramo do gene gnrhl agrupa diversas formas de GnRH que
possuem atuacdo sobre a hipodfise, agindo na via de reproducdo de anfibios,

mamiferos e de peixes.



18

2.2. Evolucéo do sistema GnRH em vertebrados

Os genes paralogos originam-se a partir de um gene ancestral através de
diversos tipos de eventos de duplicacdo do DNA, evoluindo de forma que o destino
mais comum consiste na conservacgao funcional de um gene paralogo e a perda de
funcdo do outro (pseudogenizacdo), e com menor frequéncia pode ocorrer a
subfuncionalizacdo, em que os genes descendentes dividem as func¢des do ancestral,
e até mesmo a neofuncionalizagdo, no qual adquirem novas fungbes (PRESTON,
2016).

A distribuicdo na sintese dos paralogos de GnRH em cérebros de peixes
evidenciou dois principais sistemas: um na regido ventral do prosencéfalo (bulbo
olfatorio, nervo terminal, telencéfalo ventral, area pré-Optica e hipotalamo)
expressando gnrhl e gnrh3 (onde um possui a acédo estimulatéria majoritaria sobre a
hipdéfise) e o outro sistema localizado em um nucleo no mesencéfalo, expressando
gnrh2 ou cGnRH-II, um sistema conservado entre muitas espécies de vertebrados
(POWELL et al., 1994a). De modo geral, peixes tele6steos apresentam pelo menos
dois tipos de GnRH em seu cérebro, e o peixe-dourado (Carassius auratus) € a
primeira espécie onde isso foi identificado, sendo encontrados os peptideos sGnRH
(gene gnrh3) e cGnRH-II (gene gnrh2) (YU et al.,1988), a partir disso, as pesquisas
buscaram esclarecer as funcdes desses peptideos através de estudos na distribuicao
espacial de cada tipo no cérebro. A caracterizacdo das variantes cerebrais existentes
na espécie dourada (Sparus aurata) revelou pela primeira vez a existéncia de até trés
diferentes peptideos por espécie, sendo os tipos sbGnRH, cGnRH-1l e sGnRH (genes
gnrhl, gnrh2 e gnrh3), onde a variante sbGnRH foi detectada pela primeira vez,
mostrando ser a forma predominantemente armazenada na hipdéfise e indicando
exercer funcdes hipofisiotréficas (POWELL et al., 1994b).

As hipoéteses evolutivas iniciais consideravam o gene gnrh3 como exclusivo
na linhagem dos teledsteos (GAILLARD et al., 2018b; KAH et al., 2007; KIM et al.,
2011; OKUBO; NAGAHAMA, 2008; TOSTIVINT, 2011). Porém, ap0s sua descoberta
no genoma da lampreia (DECATUR et al., 2013) e também do celacanto (YUN et al.,
2015) o cenario evolutivo mudou e atualmente € proposto que as trés linhagens
(gnrhl, gnrh2 e gnrh3) foram originadas no inicio da evolu¢cdo dos vertebrados,
atraves de dois eventos de duplicacdo do genoma completo (1R e 2R), em que logo
apos o 2R o quarto gene de GnRH foi perdido em todas as linhagens. E, o fato de o
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ramo do gene gnrh3 conter apenas espécies de peixes indica que esse gene foi
perdido totalmente nas linhagens de vertebrados terrestres (OKUBO; NAGAHAMA,
2008).

Apesar das trés linhagens terem sofrido variacbes evolutivas de
funcionalizac&o entre os diferentes grupos de peixes existentes, a linhagem do gene
gnrh2 é uma forma altamente conservada entre todos os vertebrados, sendo, portanto,
presente tanto nos sistemas de peixes que sO possuem 2 genes paralogos quanto no
sistema de peixes que apresentam 3 genes paralogos. De acordo com Zohar et al.
(2010), os estudos conduzidos em peixes que possuem 3 genes paralogos como o
peixe-branco (Coregonus clupeaformis), Cichlasoma dimerus, a corvina
(Micropogonias undulatus) e o medaka (Oryzias latipes) mostram que a distribuicao
dos neurdnios que expressam gnrhl e gnrh3 apresentam sobreposicdes em tecidos
cerebrais como bulbo olfatério, telencéfalo ventral e regido pré-Optica, e essa
sobreposicao espacial foi investigada inicialmente no robalo-europeu (GONZALEZ-
MARTINEZ et al., 2002; GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2001), apesar desse fato,
evidéncias em espécies perciformes com trés genes paralogos sugerem que o gnrhl
cumpre a fungdo hipofisiotréfica, pois seus neurbnios sdo a principal fonte de
inervacdo da hipofise na regido proxima as células gonadotroficas. Em diferentes
grupos de peixes que possuem apenas dois genes paralogos de GnRH, o evento de
pseudogenizacao ou delecéo total do gene ocorreu nesse sistema onde gnrhl e gnrh3
possuem distribuicdo sobreposta, e resultou na fixacdo de algum dos dois genes,
garantindo a fungéo reprodutiva, como em zebrafish (Danio rerio), que possui delecéo
total do gene gnrhl do seu genoma e apresenta inervacao abundante na hipéfise de
neurdnios que expressam gnrh3 (CHEHADE et al., 2020).

A atuacdo dos peptideos ocorre através da ativacdo dos seus receptores
(GNRHR) pertencentes a superfamilia do receptor acoplado a proteina G 7-
transmembrana (GPCR), e ao contrario dos mamiferos em que essa acao é mediada
apenas por dois subtipos de receptores, 0s peixes teledsteos podem apresentam
muitos paralogos resultantes dos diferentes rounds de duplicacdo do genoma
completo, onde através de um 4R especifico dos salmonideos originou no Salméo do
Atlantico (Salmo salar) 6 genes para receptores de GnRH (CIANI et al., 2020). Mas,
independentemente do cenario que originou essa diversidade de genes, os receptores
em peixes teledsteos sao classificados em dois subtipos de receptores (1 e 2), com

pelo menos dois paralogos em cada (SEFIDEH et al., 2014).
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2.3. Tambaqui (Colossoma macropomum)

O tambaqui, Colossoma macropomum, € um peixe neotropical da classe
Actinopterygii, ordem Characiformes e subfamilia Serrasalminae (ARAUJO LIMA;
GOULDING, 1998), atualmente é descrita no género Colossoma, que anteriormente
agrupava a pirapitinga e o pacu, espécies estritamente relacionadas com o tambaqui
e alvos do mercado na producéo de hibridos entre estas espécies (WOYNAROVICH;
VAN ANROOQY, 2019), estes trés peixes destacam-se como as maiores espécies da
subfamilia Serrasalminae, sendo o tambaqui a principal espécie de importancia
econdbmica nas Américas (FishStat, 2018), com distribuicdo geografica natural restrita
as Bacias do Amazonas e Orinoco em Brasil, Venezuela, Coldmbia, Peru e Bolivia.
(ARAUJO LIMA; GOULDING, 1998). A espécie possui potencial para alcancar até 90
cm de comprimento total e 30 kg de peso, sendo considerada uma espécie de grande
porte, e possui ontogenia marcada por grandes mudancas que ocorrem
principalmente em sua forma e coloracao, sendo isso o principal motivo de 12 nomes
cientificos e seis diferentes géneros ja terem sido atribuidos a espécie. Caracteristicas
como a auséncia de um espinho pré-dorsal e a presenca de um grande opérculo
determinam a origem do nome em Latim, onde “Colossoma” significa corpo sem
chifres e “macropomum” grande opérculo (ARAUJO LIMA; GOULDING, 1998).

A alimentacdo em seu habitat natural varia de acordo com o tamanho do
individuo, no qual os jovens possuem uma dieta baseada em algas, arroz silvestre,
insetos e larvas de quironomideos e os adultos principalmente em frutos, sementes e
zooplancton (ARAUJO LIMA; GOULDING, 1998) e varia também de acordo com os
periodos de cheia e vazante, onde pelo menos 133 espécies de arvores e frutos foram
descritas fazendo parte da sua dieta (SILVA et al, 2003). Possui habito diurno e
fecundacdo externa, sendo uma espécie de desova total, que necessita realizar a
“piracema”, evento de migracdo que culmina na desova em aguas com temperatura
em torno de 27°C, caracteristico das regides litoranea dos rios (ARAUJO LIMA,;
GOULDING, 1998).
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral:

Analisar 0s genes paralogos e peptideos do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e seu receptor (GnRHR) em tambaqui, visando o
desenvolvimento de tecnologia para obtencédo de gonadotrofinas enddgenas.

3.2. Especificos:

a) Caracterizar estruturalmente os genes paralogos do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e seu receptor (GNRHR).

b) Identificar os peptideos codificados por cada gene.

c) Desenhar primers especificos em analises quantitativas de expressao para 0s

paralogos do gene gnrh do tambaqui.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Identificacdo de sequéncias de genes do receptor gnrh e gnrh de
tambaqui

A identificacdo e anotacdo dos genes foi realizada a partir de sequéncias
obtidas no genoma de referéncia da espécie, disponivel no GenBank do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) sob o acesso: CAJGBKO01, e no
transcriptoma de gbnadas de tambaquis adultos (ovério e testiculo) e do tronco de
juvenis indiferenciados, sob acesso: GSE130895.

A busca inicial das sequéncias foi realizada através da ferramenta BLAST,
utilizando as sequéncias de aminoacidos da espécie Pygocentrus nattereri,
depositadas no GenBank, sob acesso: (XM_017696271.1, XM_017725234.1 e
XM_017708781.1). E as sequéncias resultantes com alta similaridade foram
examinadas manualmente e a anotadas (identificacdo de éxons, introns, ORF, CDS e
sequéncia de proteinas) no software Ugene v. 35.1, e para a predicdo de éxons e
juncdes de splicing foi considerado apenas os sitios consenso em bancos de dados
gendmicos, ou seja, introns comeg¢ando com “ GT "e terminando com‘ ‘AG”. E, por
fim, as sequéncias de genes foram ilustradas graficamente através da ferramenta

online Exon-Intron Graphic Maker v.4 (acesso: http://wormweb.org/exonintron).
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4.2. Caracterizacao estrutural e filogenética das proteinas de GnRH do
tambaqui
A obtencdo da sequéncia CDS foi usada para deduzir a sequéncia de
aminoacidos das proteinas e para a posterior identificacdo dos motivos e dominios
conservados usando a ferramenta SMART (disponivel em: http://smart.embl-
heidelberg.de/). Para cada gene foi construido um dataset com proteinas de espécies
de referéncia no banco do Uniprot, sendo determinada a relacéo filogenética entre as
sequéncias homodlogas pelo método Neighbor-joining, com distancia de maxima
verossimilhanca, e scores de conservacdo calculados com base no método

Bayesiano.

4.3. Construcéo de iniciadores (“primers”) especificos e RT-qPCR

Para garantir a especificidade de cada primer foi gerado um alinhamento
das sequéncias de mRNA dos genes paralogos (obtidas nos transcriptomas de
tambaqui) no software MEGAX, sendo selecionadas regides de nucleotideos
especificas para cada gene para projetar primers especificos em RT-gPCR usando as
ferramentas de analise de sequéncias e desenho de primers da IDT (Integrated DNA
Technologies: https://www.idtdna.com).

As reacdes de PCR foram realizadas com 70 ng de cDNA; 0,5 pmol de cada
primer (foward e reverse); 1X de tampao de reacdo (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25
°C), 2 mM de MgCI2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Tag DNA Polimerase (DNA
Express) para um volume final de 20 pL. A especificidade dos primers foi confirmada
pela obtencdo de um unico produto de amplificacdo de PCR convencional (com o
tamanho de amplicon esperado para cada primer) observados em gel de eletroforese,
e principalmente através do sequenciamento de cada amplicon. Para isso, os produtos
de PCR foram tratados com ExXoSAP-IT e sequenciadas usando o kit BigDye™
Terminator v3.1, no 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Ao final, foi gerado uma sequéncia consenso para cada
gene, obtida com base nas regifes de qualidade do sequenciamento das fitas foward
e reverse analisadas manualmente pelos dados de eletroferograma.

Para a validacdo da eficiéncia dos primers em reacdes de RT-gPCR, foi
realizado o do teste de eficiéncia de amplificacdo usando o kit Fast Sybr Green Master
Mix (Applied Biosystems), sendo a eficiéncia de amplificacdo a taxa em que um

amplicon de PCR é gerado, onde as reagbes com 100% de eficiéncia sdo as que
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ocorrem a duplicacdo da quantidade de amplicon a cada ciclo da PCR. Para isso,
foram utilizados os valores do Cycle Threshold (Ct) de cinco pontos de diluicéo (Puro,
1:4, 1:16, 1:64, 1:256) de um “pool de cDNA cerebral” para a definicdo da curva
padrdo, onde as amostras puras continham 70ng de cDNA. Os valores do Cycle
Threshold em cada ponto de diluicdo foram utilizados para andlise do slope e da
eficiéncia de amplificacdo. A RT-gPCR dos genes alvos foi realizada em software
7.500 Fast Real-Time PCR System v2.3 (Applied Biosystems), em duplicatas para
cada ponto de diluicdo. A curva de melting foi analisada no final de cada PCR para
confirmacédo de apenas um produto amplificado e detectado. Diante disso, a validagéo
dos resultados utilizou o método AACt, usando o gene [B-actin como normalizador
(Nascimento et al., 2016).

4.4. Coleta e amostragem

Para as amostragens, foram coletados 20 peixes em diferentes estagios de
maturacado do viveiro da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, AM. Em seguida, os
peixes foram anestesiados com benzocaina na concentracdo de 150 mg/L e abatidos
com secc¢do da medula espinhal, dessa forma foram coletadas amostras de gonadas
e as 4 regides cerebrais alvo (hipotalamo, hipéfise, bulbo olfatério e cérebro), as
amostras foram imediatamente imersas na solugéo estabilizante RNAlater™ (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) por 24h e em seguida armazenadas a -80°C para
posterior extracao total dos acidos ribonucleicos. Para a determinacéo do estagio de
maturacdo por histologia, foi realizada a fixacdo da gbnada contralateral em

glutaraldeido 5% para cada peixe coletado.

4.5. Analise histolégica das gbnadas
As gbnadas fixadas em glutaraldeido 5% durante um periodo de 24 horas,
foram transferidas e mantidas por mais 24 horas em solugédo de Tampéao Fosfato,
sendo em seguida desidratadas em concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%,
96%, 100% 2x) e incluidas em historesina para a microtomia a 5 ym, possibilitando

definir os estagios de maturacdo de cada individuo.

4.6. Extracdo de RNA e sintese de cDNA
O RNA total das amostras de génadas e regides cerebrais foi obtido pelo

meétodo guanidinium-acid-phenol, utilizando o reagente Trizol (Life Technologies;
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Carsbald, USA) na proporcao de 1mL para cada 100mg de tecido, sendo lisados em
Tissue Lyser, possibilitando a separacéo e isolamento de RNA total.

As amostras foram entdo submetidas a digestdo de DNA pela RQ1 (RNA
Qualified) RNase-Free DNase da Promega, seguindo as recomendacbes do
fabricante, para eliminagdo de qualquer possivel contaminacdo com DNA. A pureza
do RNA foi avaliada por espectrofotometria (Nanodrop 1000; Thermo Scienti fic) e
apenas as amostras com a razao 260/280 entre 1,8 e 2,1 foram convertidas em cDNA,
e em adicdo a integridade das amostras de RNA foram avaliadas por eletroforese em
gel de agarose a 1%. Apenas as amostras com RNA de alta qualidade foram
transcritas reversamente em cDNA utilizando o kit GoScript® Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WIS, USA), amostras usadas no “pool cerebral” (amostra
combinada de cDNA cerebral de todos os individuos) posteriormente utilizado para o
ensaio de eficiéncia de amplificacdo dos primers alvos em PCR guantitativa em tempo
real (RT-gPCR).

5. RESULTADOS

5.1. Estrutura dos genes parédlogos de gnrh do tambaqui (Colossoma
macropomum)

O sistema GnRH em tambaqui € composto por 3 genes paralogos ligantes
(cmgnrhl, cmgnrh2 e cmgnrh3) e 3 paralogos de receptores (cmgnrhrlca, cmgnrhrlc
e cmgnrhr2b), nomeados de acordo com as suas relacdes filogenéticas e andlises de
sintenia, sendo o gene cmgnrh3 (sGnRH) um pseudogene ainda transcricionalmente
ativo. As sequéncias foram analisadas ap0s o sitio em que inicia a transcri¢do, sendo
o tamanho total de total de cada gene 619pb, 1894pb e 8395pb, para cmgnrhil,
cmgnrh2 e cmgnrh3 respectivamente, e em todos os introns foram identificados sitios
de splicing consenso, caracterizados como GT e AG. As sequéncias estdo disponiveis
no GenBank (sob acesso: cmgnrhl, LOC118812890; cmgnrh2, LOC118820047;
cmgnrh3, LOC118823732). Os genes cmgnrhl e cmgnrh2 possuem uma estrutura
semelhante, contendo 3 éxons e dois introns, em que o0 éxon 1 contém a informacéo
que codifica a regido nao traduzida 5’ (UTR), o peptideo sinal, o decapeptideo de
GnRH, um sitio de clivagem Gly-Lys-Arg e a regiao N-terminal do peptideo associado
ao GnRH (GAP). O éxon 2 codifica a porgéo intermediaria do GAP, e 0 éxon 3 contém

a regido C-terminal do GAP e a regido nao traduzida 3’ (UTR) (Figura 1).
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O transcrito completo do gene cmgnrhl foi localizado no contig
DN52353 c0_gl_il do transcriptoma de testiculo e juvenis durante a diferenciacéo
(2-4cm), o gene codifica uma proteina preproGnRH de 85 aa. Nao foi possivel localizar
transcritos do gene cmgnrh2, dessa forma o desenho de iniciadores “primers” foi
realizado com base apenas na sequéncia gendmica (LOC118820047) que contém

uma ORF para proteina funcional de 90 aa.
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cmgnrhl
Exon 1 Exon 2 Exon 3
132pb
230pb
135pb P 96pb 24ph

cmgnrh2

Exon 1 Exon 2 Exon 3
150pb
165pb

1459pb 89pb 36pb

UTR

Peptideo sinal

Peptideo associado ao GnRH(GAP)

Figura 1. Esquema estrutural dos genes gnrhl e gnrh2 do tambaqui, Colossoma macropomum.

O gene cmgnrh3 apresenta uma estrutura com 4 éxons e 3 introns, e neste
gene 0 éxon 1 apresenta uma grande regido nao traduzida 5 (UTR) e o inicio do
peptideo sinal. O éxon 2 contém o resto do peptideo sinal, o decapeptideo de sGnRH
(salméo), o sitio de clivagem Gly-Lys-Arg e a regido N-terminal do peptideo associado
ao GnRH (GAP). O éxon 3 codifica a por¢ao intermediaria do GAP e 0 éxon 4 contém

a regiao C-terminal do GAP e a regido néo traduzida 3’ (UTR) (Figura 2).

cmgnrh3
Exonl Exon2 Exon3 Exon 4
335pb 6716pb 142pb 5ph 69pb
485ph 887pb
UTR

Peptideo sinal

GnRH-associated peptide (GAP)

Figura 2. Esquema estrutural do gene gnrh3 do tambaqui, Colossoma macropomum.
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A sequéncia gendmica (LOC118823732) prediz duas provaveis proteinas,
a variante X1 com 117 aa e a variante X2 com 104 aa, no entanto, a comparagao da
sequéncia gendmica com transcritos completos de ovéario, testiculo e juvenis
indiferenciados (contig: DN270770_cO_g1 _il) mostra que os transcritos apresentam
outra sequéncia de éxon 1 e as preditas no GenBank estdo dentro de uma grande
sequéncia de intron 1 (6716pb). O transcrito ndo possui um inicio possivel (ATG) antes
do éxon 2 que contém a informacado para o decapeptideo de sGnRH, apresentando
apenas sitios de start no inicio dos éxons 3 e 4, que codificam grande parte do
peptideo associado ao GnRH (Figura 3). Um transcrito alternativo com retencao
parcial do intron 1 (479pb) e inicio do éxon 2 (64pb) foi encontrado no contig
DN37474 _c0 gl il dos transcriptomas de testiculo e juvenis indiferenciados (um

individuo do grupo de putativos machos).

*
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ATGAACATCTTTATTAAGAAGACGGAGCTGAGTGGAGCTGGCGGTCAGTGGTCGGGTTGTTG

v L A C ¥ L E v 5§ Vv C Q H W S Y G W L P
GTGTTGGCGTGTGTGCTGGAGCTCAGTGTGTCGTCAACACTGGTCGTACGGTTGGCTGCCC

IEBER) s v ¢ £ L E A T F R M M D A G D

GGAGGAAAGAGGAGCGTTGGAGAACTGGAGGCAACTTTCCGAAATGATGGATGCTGGCGAT

A vV v AL P L D & P L E O I T P L Q@ T M
GCTGTTGTGGCTTTGCCCTTGGACTCTCCACTGGAGCAGATAACTCCACTGCAAACTAATG

N E E D 5 E A L K R K R I 5 F R R R G R
AATGAGGAAGACTCTGAAGCTCTTAAGAGGAAAAGAATTTCCTTCAGAAGACGAGGAAGA

A E = Peptideo sinal
GnRH
GCAGRATAA Glicina de amidagdo C-terminal

Sitio de clivagem proteolitica
Peptideo associado ao GnRH (GAP)
A =posicdointrons

Figura 1. mRNA do gene cmgnrh3 evidenciando o cédon de parada prematuro no éxon 2.

Os peptideos preditos para os genes ligantes do tambaqui cmgnrhl,
cmgnrh2 e cmgnrh3 produzem as variantes sbGnRH (seabream), cGnRH-II (chicken-
II) e sGnRH (salmo), ndo sendo possivel a produgédo do decapeptideo de salméo a

partir dos transcritos gonadais analisados neste estudo para esse gene.
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5.2. Estrutura dos genes gnrhr de tambaqui (Colossoma macropomum)

Os genes receptores cmgnrhrlca, cmgnrhrlc e cmgnrhr2b, possuem
tamanho total de 7.704bp, 8.680bp e 3.748bp respectivamente, e apresentam uma
estrutura de 3 éxons e 2 introns, todos com ORF’s para a producdo das proteinas
receptoras (Figura 4). A caracterizagcdo manual das sequéncias de receptores teve 0s
mesmos critérios usados para as sequéncias de ligantes, com a sobreposicdo de
dados transcriptdmicos do tambaqui com as sequéncias do genoma de referéncia.
Onde nao foi possivel identificar transcritos do gene cmgnrhrlca, porém sua estrutura

predita contém uma ORF possivel para a producéo correta da proteina.

cmagnrhrica

ﬂ
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Figura 2. Caracterizac&o estrutural de genes receptores de GnRH do tambaqui, Colossoma macropomum.

O gene cmgnrhrlc estad predito como um pseudogene no genoma de
referéncia da espécie, em que a sequéncia gendmica (LOC118813435) comparada
com o transcrito parcial (DN53138 c0 gl il) apresenta a insercdo de 1 nucleotideo
de adenina na posicdo 209 do éxon 1 gerando diversos pontos de parada,
consequentemente essa sequéncia esta predita como um pseudogene no NCBI.
Contudo, nossas analises sugerem fortemente a possibilidade de um erro de
sequenciamento ou presenca de polimorfismo SNP, pois no transcriptoma de cérebro
e de juvenis indiferenciados ndo ha insercéo, revelando a transcricdo de uma ORF
capaz de codificar a proteina funcional, e que um possivel mecanismo de splicing

alternativo ocorre reduzindo “in frame” (213pb) do éxon 1.
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O terceiro paralogo (cmgnrhr2b) foi analisado a partir de um transcrito
parcial (DN90827_c0_g1_il) contendo uma parte final do éxon 1, e os éxons 2 e 3
completos nos transcriptomas de gdnadas e corpo de juvenis, o inicio do éxon 1 foi
analisado a partir da sequéncia genémica e contém o codigo para o inicio da proteina
de forma funcional. As sequéncias de receptores estdo disponiveis no GenBank
(acesso: cmgnrhrlca, LOC118805059; cmgnrhrlc, LOC118813435; cmgnrhr2b,
LOC118801378).

5.3. Construcao de iniciadores especificos (“primers”)

Inicialmente foi realizado um alinhamento das sequéncias transcritas dos
genes paralogos de gnrh (Figuras 5, 6 e 7) e gnrhr, possibilitando projetar iniciadores
de cadeia em regides especificas de cada gene, usando os transcritos completos
(cmgnrhrl: DN52353 c0 gl il; cmgnrh3: DN270770_cO gl il) juntamente com a

sequéncia de mRNA predita para cmgnrh2 a partir da sequéncia gendmica (Figuras

5,6e7).
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Figura 6. Alinhamento dos transcritos de gnrh, destacado em amarelo os primers Foward e Reverse de cmgnrh2.

ONASequences Transisted Profein Sequences

Species/Ab Czoup Name Croup Name

1. Gt it m ------------------------------- Illcm lemellmm lllmmllmellcmllclclllellelel ll:llllllcci

2. copz lg ------------ cl SECHRRRE- - RRBCRCHRCRACHE- RRRRRRRRORE: - -- -CRcHCABCRcRBRRCRCAR

3. Gosaty ARCRRCERRARRAN lc o8 Agc llcl II cmn lll l mrcwcmmr --eTeTeRNCACRRERCERAC

'—[TPIA &:;x;e:(.e—; Transiates .Pmtrn Seguences

T = A RE AT R B AR

1. G Illcccllllnnclllcmellcl 444444444 BRRRGCCRRARBRRCRCRE------- IlclllcIlclmlllclmlllllllllcccllclllcllcll Illellimlllmmli
2. G2 CCRBARBENNAGRORORERTCONCHECRNCRAcRCNCoREA - - BORARCAACRENCNRORCRNA - ---BORORY - -~ EARKCEBRATARRGCBBAARRATACKBCRACCT
3. Comns Icllcccmlllllllllll oneg- - BABRNCTERN- llclAcmcrcmcnMfccmelmclllmllcmlcuulllmlec -NCRBBNBCRRATANCE - -

Figura 7. Alinhamento dos transcritos de gnrh, destacado em amarelo os primers Foward e Reverse de cmgnrh3.
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TABELA 2. PRIMERS FOWARD E REVERSE DE LIGANTES E RECEPTORES DE GnRH PARA TAMBAQUI.

Gene Am(gltl)():on Sequence (5°-3") Orientacao

CCAAGAAAGGGCCCGAC Forward

cmgnrhl 112
CAGCTTTCGCTGTCAGCA Reverse
GAGAGATCGACTCCTACAGCTCA Forward

cmgnrh2 98
GGTTCTCAGGGGTCTCAGGT Reverse
TGCTGGAGGTCAGTGTGTGT Forward

cmgnrh3 100
RT- GCATCCATCATTCGGAAAGT Reverse
gPCR TTCCTCTTTGCGGCAGTCAGT Forward

cmgnrhrlc 187
CCATGTCCAGTGGCATCACGAT Reverse
GAAGCAAGGACAAGGCAGGAGAG Forward

cmgnrhrlca 187
TCAGGGATCACCTGCAGCA Reverse
CTAAGCGCGTCTCTTGAAA Forward
cmgnrhr2b 180 ATCCTCTGTGCTACCTGAA Reverse

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A especificidade dos primers cmgnrhl, cmgnrh2 e cmgnrh3 foi comprovada
pela analise do tamanho dos amplicons em gel de eletroforese e sequenciamento de
Sanger para os genes cmgnrhl e cmgnrh3, confirmando serem especificos também

através do BLAST da sequéncia consenso no NCBI.
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85
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Distance tree of resulls MSA viewer @

Graphic Summary Alighments Taxonomy

Sequences producing significant alignments

select all 7 sequences selected

Download

EZ Select columns >  Show (7]

GenBRank Graphics

Distance tree of results

M SA Viewer

Max | Total  Cluery E Per Acc

Score Score Cover  value Ident Len
-

Description Scientific Name

Accession

PREDICTED: Colossoma macropomum progonadaoliberine 1-like (LOC118812880), m... Colossama macropomurm 168 188  100%  Be-35 100.00% 448 xM_036578001 1

Figura 8. Resultado do BLAST no NCBI da sequéncia consenso para cmgnrhl.
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Query Length
98
Other reports

Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ EZZ Selectcolumns >  Show @
select all  # sequences selected GenBank Graphics Distance free of results  EZEMSA Viewer
L Max  Total  Query E Per Acc.
D i Scientific
S FEMIERATE o oore Score Cover walue  ldent  Len Accession
v - v v v v

PREDICTED: Colossoma macropomum gonadotropin-releasing hormone 3 (gnrh3), transcript var... Colossomam... 182 182 100%  5e-42 10000% 536 xM_036553510.1

PREDICTED: Colossoma macropomum gonadotropin-releasing hormone 3 {gnrh3), transcript var... Colossoma m 182 182 100%  5e-42 10000% B40 >h_036553508 1
PREDICTED: Pygocentrus nattereri gonadotropin-releasing hormone 3 {gnrh3), mREMNA Pygocentrusn... 150 180 47% 1e-32  94.78% 401 XMW_017708781.2

Figura 9. Resultados do BLAST no NCBI da sequéncia consenso para cmgnrh3.

anrh3 - aclina

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% com amplicons dos genes cmgnrhl, cmgnrh3 e B-actina

5.4. Ensaio de validacéo da eficiéncia dos primers em reacf0es de RT-qPCR

O ensaio de eficiéncia da amplificacdo de cada primer foi testado com o

sistema de deteccdo SYBR Green e normalizado com os valores de Ct do gene
endogeno B-actina, o que assegura a qualidade desta andlise, evitando resultados
falsos negativos. O ponto 1 refere-se a amostra pura enquanto os 2, 3, 4 e 5 sdo das
diluicdes 1:4, 1:16, 1.64 e 1:256 respectivamente, no ensaio de RTgPCR a diferenca
no sinal de Ct de um ponto de diluicdo para o proximo apresentou uma meédia de 2
ciclos mais tardios. A curva padréo e os resultados de r> mostram eficiéncias baixas
a partir do 2 ponto de diluicdo para os primers cmgnrhrl e cmgnrh2 e uma alta
eficiéncia de amplificacdo para o primer cmgnrh3, com valor semelhante ao do

controle enddgeno B-actina em eficiéncia da amplificacao (Figura 11).
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Validagdio da eficiéncia dos primers (RTgPC)
40
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cmpactina cmgnrhl P=cmgnrh2 cmgnrh3

Figura 11. Curva padréo da eficiéncia de amplificagdo dos primers para GnRH em tambaqui.

6. DISCUSSAO

As trés variantes de GnRH (sbGnRH, cGnRH-II e sGnRH) encontradas no
genoma e nos transcriptomas do tambaqui (cérebro e gdnadas) representam um
padrdo evolutivo encontrado em algumas espécies das ordens Characiformes e
Perciformes, sendo relatado em espécies perciformes correlacdo entre os niveis de
transcricdo da forma sbGnRH no cérebro com o desenvolvimento ovariano, como em
Pagrus major (SENTHILKUMARAN et al., 1999), Verasper moseri (AMANO et al.,
2008), Scophthalmus maximus (ANDERSSON et al., 2001), Morone saxatilis
(HOLLAND et al., 2001) Paralichthys olivaceus (PHAM et al., 2006a, 2006b), Scomber
japonicus (SELVARAJ et al., 2012) e Lates calcarifer (PHAM et al., 2020).

A ordem Characiformes abrange uma diversidade de espécies
representativas na América do Sul, onde os estudos sobre a atuacdo do sistema
GnRH no processo de reproducdo sdo escassos, em que ja foi investigado através
de abordagens quimicas (HPLC e RIA) a presenca de sbGnRH, cGnRH e sGnRH no
Pacu Piaractus mesopotamicus (POWELL et al., 1997), Curimbatd Prochilodus

lineatus (SOMOZA et al.,, 1994), e através de ensaios de imuno-histoquimica foi
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identificado as formas sGnRH e cGnRH-II nos Characiformes ornamentais
Paracheirodon axelrodi e Aphyocharax anisitsi 0 tetra-cardinal e a enfermeirinha
(CAMACHO, 2019), similar ao encontrado em Astyanax altiparanae, sendo a Unica
espécie até entdo em que foi realizado estudos de caracterizacdo a nivel molecular,
evidenciando a presencga apenas dos genes gnrh2 e gnrh3 (cGnRH-Il e sGnRH) e
estudos da avaliagéo in vivo do papel desses genes através da aplicacao de injecdes
com esses peptideos. Curiosamente apenas o gnrh2 foi capaz de iniciar a cascata
reprodutiva e induzir a desova nesta espécie (CHEHADE et al., 2020). No tambaqui
as analises in silico sobrepondo dados transcriptomicos dos genes cmgnrhl, cmgnrh2
e cmgnrh3, revela ndo ser possivel a formacdo do decapeptideo sGnRH pela
presenca de um ponto de parada prematuro, portanto, o gene cmgnrhl (sbGnRH)
pode ser o regulador primario da atividade das gonadotrofinas e, consequentemente,
do desenvolvimento gonadal no tambaqui.

O teste de eficiéncia de amplificagdo mostrou que o conjunto de primers
para cmgnrh3 e o gene normalizador B-actina possuem eficiéncias semelhantes,
sendo um requisito basico para a aplicacdo da técnica de RTqPCR, e apesar de os
valores de eficiéncia para cmgnrhl e cmgnrh2 estarem na faixa aceitavel é necessério
a otimizacao da amostra para uma concentracdo nao tao diluida, visto que, a partir do
terceiro ponto de diluicdo (1:16) esses primers perdem eficiéncia.

Esses poucos estudos ja evidenciam nos Characiformes possiveis
diversificacao de funcbes que ocorrem no sistema GnRH, sendo necessarias a partir
deste estudo maiores investigacdes sobre o perfil de transcricdo desses genes no
periodo reprodutivo do tambaqui.

7. CONCLUSAO

O genoma do tambaqui, Colossoma macropomum, apresenta 0s genes
gnrhl, gnrh2 e gnrh3 codificando as formas sbGnRH, sGnRH e cGnRH-Il, sendo o
gene gnrh3 um putativo pseudogene transcricionalmente ativo e localizado em um
scaffold que contém muitos pseudogenes anotados na regido upstream do gene,
sendo necessario um estudo mais aprofundado sobre como esse rearranjo pode ter
afetado a expressao desse gene.

Atualmente diversas pesquisas buscam entender o papel dos diferentes

peptideos do sistema GnRH no ciclo reprodutivo de muitas espécies, visando o
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desenvolvimento de tecnologias (analogos) para a realizacdo de programas de
reproducdo para espécies em cativeiro e espécies reofilicas ameacadas pelo
desenvolvimento de hidrelétricas e/ou empreendimento que impossibilite a

reproducdo no ambiente natural.
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