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1. INTRODUCAO

O peixe-rei Odontesthes humensis, cujo habitat sdo lagoas costeiras e
regides de agua doce, tem importancia devido a comercializacdo de sua carne e
pela pesca esportiva, além de ser um potencial biomodelo para estudos de
toxicologia e de estresse ligado a aclimatacdo em diferentes concentracdes de
salinidade da &gua (GARCIA et al., 2014; ZEBRAL et al., 2017).

Dentre as diversas enzimas importantes na osmorregulacéo de peixes que
séo rotineiramente expostos a diferentes salinidades em seu habitat, podemos
destacar a anidrase carbbnica (CA), a qual é uma metaloenzima de zinco que atua
na reagdo reversivel que transforma CO2 e H20 em bicarbonato e um ion de
hidrogénio carregado positivamente (CO2 + H20«~HCO?™ + H*) (GILMOUR, K. M.,
2012). Dentre as isoformas presentes no organismo, a isoforma 1 da familia alfa é
estudada em peixes pela atuacdo na correcao do balanco acido-basico através de
trocas ibnica de Na* e CI- com os produtos da reacdo com o diéxido de carbono
(GILMOUR, K. M.; PERRY, S. F., 2009). Estudos comprovaram que a mesma
realiza um importante papel em diferentes espécies de peixes que séo transferidos
de uma alta salinidade para uma salinidade menor, sendo relatado o aumento da
expressao desse gene nas branquias de algumas destas espécies (HAVIRD, J. C.;
HENRY, R. P.; WILSON, A. E., 2013). No entanto, estudos de cunho genémico no
peixe-rei ainda sdo escassos, dificultando um melhor entendimento acerca dos
genes envolvidos na osmorregulacédo deste animal.

Sendo assim, o0 presente estudo tem como objetivo realizar a caracterizacao
molecular do gene CA1l através de sua clonagem molecular e sequenciamento,
visando a utilizacdo do mesmo para ensaios de PCR em tempo real, buscando
elucidar as alteracdes pelas quais o organismo do peixe sofre ao ser submetido a
um ambiente de alta salinidade.

2. METODOLOGIA

2.1 — Experimentacgdo animal e coleta de tecidos

Os animais utilizados foram divididos em dois grupos, um aclimatado em
agua doce (Oppt) e outro aclimatado em agua salobra cuja concentracéao de sal foi
de 10ppt, ambos durante 4 semanas no Laboratério de Pscicultura da UFPel em
Arroio Grande — RS. ApoOs esse periodo eles foram trocados de tanques, onde o
grupo aclimatado em agua doce foi trocado para agua salobra e viceversa. A coleta
de tecidos se realizou nos dias 0 o qual representou o controle, 1, 7 e 15 desse
experimento, onde os peixes foram anestesiados e eutanasiados conforme
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal da UFPel, sob nimero
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de processo 7018/2015-85. Uma vez realizada a eutanasia, tecidos de interesse
foram coletados tais como tecido branqueal, cerebral, hepatopancreatico e renal.

2.2 — Extracdo de RNA, quantificacéo e confeccdo de DNA complementar

Apbs a coleta dos tecidos o tecido branquial seguiu para extracdo de RNA
utilizando o reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, EUA). O RNA extraido
seguiu para quantificagcdo por espectrofotometria de Iluz UV utlizando o
equipamento NanoVue (GE HealthCare, EUA) onde a concentracdo dessa amostra
é calculada a partir da razdo de absorbancia de 260/280nm. As amostras que
obtiveram parametros satisfatorios seguiram para confeccdo de DNA
complementar (cDNA) utilizando kit comercial High Capacity (Life Technologies,
EUA).

2.3 — Clonagem molecular

Para a realizacdo da clonagem molecular do gene da CA1 foi realizado o
desenho de primers especificos para a amplificacdo do gene de interesse em O.
humensis, utilizando a ferramenta online Prifi (https://services.birc.au.dk/prifi/) a
qual realiza o alinhamento deste mesmo gene a partir de espécies
filogenéticamente proximas buscando regides bem conservadas. Esses primers
desenhados foram utilizados na reagédo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
um gradiente de temperatura para determinar a melhor temperatura de anelamento
dos primers desenhados e o DNA complementar (cDNA) confeccionado
anteriormente como template. A fim de verificar os fragmentos de PCR amplificados
foi realizada uma corrida eletroforetica em gel de agarose 1,2%, onde logo em
seguida, foi determinada a melhor temperatura de anelamento. Apdés a visualizacao
das bandas amplificadas, estas foram excisadas do gel e purificadas utilizando kit
comercial PureLink® (Invitrogen, EUA), que se baseia nas etapas de ligacéo,
purificacdo e eluicdo em colunas de membrana de silica.

2.4 — Sequenciamento, tratamento da sequéncia e identidade génica

Apbs a purificagcdo da amostra, esta seguiu para sequenciamento por
meétodo de Sanger automatizado no Laboratério de Gendmica Estrutural na UFPel.
Logo apdés o sequenciamento, esta sequéncia bruta foi analisada no software
ContigExpress (Vector NTI software, Thermo Fisher Scientific, EUA) o qual alinha
a mesma amostra sequenciada de maneira senso e antissenso procurando formar
uma unica sequéncia linear de nucleotideos sem falhas. Para verificar a identidade
desse gene foi realizado um BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) o qual
compara a sequéncia do gene de interesse com 0 mesmo em outras espécies
depositadas e disponiveis ate entao no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado do PCR em gradiente de temperatura foi possivel definir que
a temperatura mais apropriada de anelamento dos primers desenhados foi de 60,7
°C, visto que, pelo visualizado na eletroforese em gel de agarose, amplificou uma
sequéncia de aproximadamente 601 pb com uma banda compacta, sem
amplificacdes inespecificas e sem degradacéo no produto.
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Apos definida as condicdes ideais para a clonagem molecular o produto das
reacoes foi sequenciado resultando numa sequéncia consenso de 537 pb (Fig. 1)
que ja se encontra depositada pelo nosso grupo de pesquisa no GenBank, sob
namero de acesso KX035017.1.
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Figura 1: Sequéncia parcial do gene CAl1 em Odontesthes humensis depositada no

GenBank.

Como resultado do BLAST, foi demonstrado que a sequéncia depositada
obteve uma identidade maior de 85% com as outras sequéncias depositadas de
outras espécies, como ilustrado na figura abaixo (Fig. 2):

Max | Total
score score

Query E
cover value

Description Ident Accession

Odontesthes humensis carbonic anhydrase 1 mRNA, partial cds 992 992 100% 00 100% KX035017.1

PREDICTED: Seriola dumerili carbonic anhydrase 1 (LOC111224337). mRNA 599 589 100% 3e-167 87% XM 0227487841

PREDICTED: Acanthochromis polyacanthus carbonic anhydrase 1 (LOG110965781),. mRNA 566 566 100% 3e-157 86% XM_0222149351

PREDICTED: Lates calcarifer carbenic anhydrase 1 (LOC108900025). mRNA 560 560 100% 1e-155 86% XM _018700817.1

PREDICTED: Notothenia coriiceps carbonic anhydrase 1 (L 0C104942383). mRNA 555 Bh5  100% 6e-154 85% XM_010767598.1

PREDICTED: Stegastes partitus carbonic anhydrase 1 (LOC103367295), mRNA 555  5H5 100% ©e-154 85% XM_008295279.1

Trematomus bernacchii carbonic anhydrase mRNA, partial cds 532 532 100% 3e-147 85% GQ4436022

Figura 2: BLAST realizado a partir da sequéncia depositada no Genbank, demonstrando
que a sequéncia obteve identidade maior de 80%.

4, CONCLUSOES

Com os resultados obtidos nesse trabalho, podemos concluir que o grupo de
pesquisa obteve sucesso na clonagem molecular e no sequenciamento do gene
codificante para a proteina anidrase carb6nica 1 em peixe-rei O. humensis.

Estes resultados serdo de suma importancia nos experimentos ja em
andamento, os quais buscam elucidar os niveis de expressdao do gene da AC,
através da técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR) em animais expostos a
diferentes salinidades, o que podera evidenciar de forma mais clara as possiveis
mudancas fisiolégicas sofridas no organismo quando ocorre a migragdo para
ambientes onde esse peixe ndo € comumente encontrado.
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