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Caracterizacao
molecular do hormonio
do crescimento do
tambaqui (Colossoma
macropomum).

Carlos José Hoff de Souza’
Magda Vieira Benavides?
Eduardo Oliveira Melo?

Resumo

O hormonio do crescimento (GH) dos peixes teleésteos € uma molécula
polipeptidica de cadeia simples secretado principalmente pelos
somatotrofos da glandula hipéfise anterior sendo importante regulador
do crescimento somatico e sendo também envolvido numa gama de
outros processos biologicos, tais como o metabolismo, regulagcao
osmética, reproducao, comportamento e imunidade.

Para determinar a sequencia codificante do GH de tambaqui, o RNA
total foi obtido de hipofises de peixes adultos, que foi utilizado para
sintese de cDNA e posteriormente para amplificagao por PCR baseado
em oligonucletideos iniciadores desenhados a partir de outras espécies
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de teledsteos nas quais este gene é conhecido. Foi obtido um amplicon
que foi clonado em vetor plasmidial, transformado em bactérias e
purificado para ser sequenciado. Uma sequéncia do gene do GH de
tambaqui foi obtida, analisada e comparada com sequéncias do GH de
outros teledsteos e depositada no GenBank.

A caracterizagao do gene do GH do tambaqui podera servir de controle
positivo na expressdao de hormonios hipofisarios, para estudos de
expressao génica nos diferentes tecidos e situacoes fisiologicas,
também para producdo de proteinas recombinantes e finalmente
podera proporcionar seu uso para a busca de polimorfismos de base
Unica (SNPs) neste gene a fim de auxiliar no melhoramento genético.

Palavras chave: Caracterizacdo molecular horménios; Horménio do
Crescimento (GH); GH tambaqui.



Molecular characterisation
of tambaqui (Colossoma
macropomum) growth
hormone.

Abstract

Growth hormone of teleost fishes is a single chain polipeptidic molecule
mainly secreted by the somatotrophs of the anterior hypophysis,
being an important regulator of somatic growth and also involved in a
plethora of other biological processes, such as methabolism, osmotic
regulation, reproduction, behaviour and immunity.

To determine the tambaqui GH coding sequence, total RNA was
extracted from adult fish hypophysis, used for cDNA synthesis and later
used for PCR amplification based on short oligonucleotides especially
designed from other species of teleosts which this gene is known. The
resulting amplicon was cloned in a plasmid vector, transformed in
bacteria and purified to be sequenced. A sequence of the tambaqui GH
gene was obtained, analysed, compared to other sequences of teleost
fishes, and submitted to the GenBank.

The sequence of the tambaqui GH gene could be useful as positive
control for the expression of hypophysarian hormones, for genic
expression studies in different animal tissues and physiological
statuses, for recombinant protein production, and also helpful in animal
breeding programmes by using GH single nucleotide polymorphism
(SNP) as a molecular marker.

Key words: Hormone molecular characterisation; growth hormone (GH);
GH tambaqui.






Caracterizagao molecular do horménio do crescimento do
tambaqui (Colossoma macropomum).

Introducao

O hormoénio do crescimento (GH) é um hormoénio polipeptidico de
cadeia simples secretado principalmente pelos somatotrofos da
glandula hipofise anterior e € um importante regulador do crescimento
somatico em vertebrados, incluindo os teledsteos (Dai et al., 2015).

Ha evidéncias de que o GH, além de ser produzido na glandula hipoéfise
de mamiferos, possa também ser produzido em alguns tecidos
extrahipofisarios, incluindo a placenta, tecido mamario, cérebro
e glandula pineal (Butler e Roith, 2001). Em teledsteos, transcriptos
de GH também foram detectados no testiculo de peixe-rei (Odontes
bonariensis) (Sciara et al., 2006), e no cérebro, figado, rim, baco,
coragao, musculo, e ovario do Schizothorax prenanti (Li et al., 2011).

A atuacao do GH no crescimento corporal € bem conhecida, inclusive
em teledsteos, mas este hormoénio tem outras agoes, como por exemplo
interagindo na funcao do sistema imune (Franz et a/., 2016).

Também foi demonstrado, tanto in vivo como in vitro, que o GH estimula
a producao de esterdides no testiculo de varios peixes teledsteos
(Schulz et al. 2010). Além disso, foi demonstrado que o tratamento com
GH promove a proliferagao das espermatogdnias em bagre da Filipina
(Clarias batrachus, (Gopal, Kumar e Lal, 2014)), o que indica que, pelo
menos nos machos, o GH tem um papel importante na reproducao.

Material e Métodos

RNA total foi extraido a partir de hipdfises de tambaquis abatidos
para consumo, utilizando TRI reagente (Sigma-Aldrich Ltd), conforme
a metodologia recomendada pelo fabricante. A quantificagao do RNA
total foi feita em espectrofotometro nanodrop e a sua integridade
confirmada por gel desnaturante de agarose a 1% (Masek et a/., 2005). A
sintese de cDNA foi realizada a partir de 2 ug de RNA total utilizando o kit
Superscript lll first-strand synthesis supermix (Invitrogen) e iniciadores
oligo dT, de acordo com o protocolo proposto pelo fabricante.
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Os oligonucleotideos iniciadores usados na PCR foram desenhados
baseados nas sequéncias depositadas no GenBank das espécies
bagre do canal (/ctalurus punctatus, NM001200245) e pacu (Piaractus
mesopotamicus, DQ206404). A amplificacdo por PCR foi realizada
em reagoes contendo 1ul de cDNA, 2,5 yL de tampao 10X (Tris-HCI
a 100, pH 8,5; KCI 500 mM), 200 uM de dNTPs, MgCl, 2 mM, 2,5 pM
de iniciadores IP GH forward 5'-ATGGCTAGAGCATTAGTGCTG-3'e PM
GH reverse 5'-CAGGGTGCAGTTGGAATCCAG-3’, 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Platinium Taq, Invitrogen) e dgua estéril para levar o
volume total a 25 pL. Um amplicon com aproximadamente 600 pares
de bases (bp) foi obtido e purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-up Sytem (Promega), seguindo as instrucoes do fornecedor.

A clonagem do amplicon foi feita com o kit TOPO® TA Cloning com
vetor pCR™I-TOPO (Invitrogen), conforme as instrugoes do fabricante.
As colOnias contendo o inserto foram cultivadas durante a noite e
os plasmideos purificados utilizando o kit QIlAprep Spin Miniprep
Kit (Quiagen), obedecendo as recomendacoes do fabricante. As
preparagcoes obtidas foram quantificadas em espectrofotometro
nanodrop e enviadas para sequenciamento terceirizado (Helixxa Imp.
Exp. Serv. Gen. LTDA, Paulinia, SP). Os cromatogramas obtidos foram
avaliados quanto a sua qualidade e a seqliéncia obtida usando o
software 4 peaks (mekentosj.com, The Netherlands Cancer Institute,
Amsterdam,The Netherlands). A determinacao da regidao codante e da
sequéncia deduzida de amino acidos foi realizada utilizando o software
online ORF Finder (http://www.bioinformatics.org/sms2/orf_find.html).
A identificagao do peptideo sinal foi feita com o software online SignalP
4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), que prevé a presenca e
localizagcao de sitios de clivagem do peptideo de sinal em sequéncias
de aminoacidos de procariétas e eucaridtas. A analise da homologia da
sequéncia obtida foi realizada usando os softwares online Blast e Blastp
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), empregando os parametros
default.



Uma sequéncia do gene do GH de tambaqui foi obtida e depositada no
GenBank (KU312263, Figura 1) e a sequéncia de aminoacidos deduzida
(AA) foi 89-77%, 84-79%, 68-64% e 59-54% homodloga a sequéncia
prevista para teledésteos das ordens Cypriniformes, Siluriformes,
Salmoniformes e Perciformes, respectivamente. A homologia no
dominio do peptideo secretado (Figura 1) é de até 99% entre o tambaqui
e outros membros da familia Characidae, ainda que a cobertura nao
seja total pois somente estao disponiveis sequéncias parciais para

Caracterizagao molecular do horménio do crescimento do
tambaqui (Colossoma macropomum).

Resultados e Discussao

outras espécies desta familia.

1
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46
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Figura 1. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de aminoacidos do GH de tambaqui.
Nucleotideos (sequéncia de cima) e amino &cidos (sequéncia de baixo) estdo numerados a

esquerda. Aminoacidos que compreendem a sequéncia do peptideo sinal estdo sublinha-

dos.

atggctagagcattagtgctgctctctgttgtggtggcaagtgtyg
M A R A L V L L. S V.V V A S V
ttcattagccagggctcaacctctgagaatcaacggctcttcaac
F I S Q9 G s T S E N QQ R L F N
aatgcagtcatccgtgtgcaacaccttcaccagctggctgcgaag
N A V I R V Q H L H Q L A A K
atgatcaccgattttgaggaaagtcttttacctgaggaacgcaga
M I T D F E E S L L P E E R R
cagctgagcaagattttccccectgtceccttectgcaattctgactcee
g L s K I F P L S F C N S D S
attgaagcccccactggcaaggacgagacccagaagagctctgtg
I E A P T G K D E T Q K S S V
ctgaaattgctgcacatctcataccgcctgatcgagtcttgggag
L K L L. H I s Y R L I E S W E
taccccagcaggatcctcggaaaccccaaccagattacagagaag
Yy P S R I L G N P N Q I T E K
ctggctgacctgaaagtgggcattagtgtgcttatcaagggatgt
L A DL KV G I S VvV L I K G C
ctggatggccaacccaacatggacgacaatgagtctctgeccccta
L b G ¢ P NM D DN E S L P L
ccattcgaagacttctaccagaccttgggtgatggcaacctcaga
P ¥F E D F Y Q T L G D G N L R
aagagcttccgtctgctggecctgcttcaagaaggacatgcacaaa
K s ¥ R L L. A CUF K K D M H K
gtggagacctatctgagggtggccaactgtaggaggtccctggat
v E T Y L R vV A N C R R s L D
tccaactgcaccctg 600

S N C T L
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Na Figura 2 estd ilustrada a homologia entre a sequéncia proteica
obtida para o tambaqui e alguns exemplos de teledsteos das ordens
Characiformes, Cypriniformes, Siluriformes, Salmoniformes e
Perciformes. A homologia da sequéncia do GH de tambaqui também
foi superior a 99% a sequéncia predita do GH da piranha vermelha
(Pygocentrus nattereri) que recentemente ficou disponivel com a
divulgacao da primeira montagem do genoma desta espécie no
GenBank (GCA_001682695.1).

tambaqui MARALVLLSVVVASVFISQGSTSENQRLFNNAVIRVQHLHOLAAKMITDFEESLLPEERR 60
piranha_vermelha MAKGLVLLSVVVASVEVSQGSTSENQRLFNNAVIRVQHLHQLAAKMISDFEESLLPEERR 60
pacu  Tmmmmmmmooooooooooooo- SDNQRLFNNAVIRVQHLHQLAAKMITDFEESLLPEERR 38
jundia MARVLVLLSLAMASLYVSQGSTLESQRLFNNAVARVQHLHQLAAKMMDDFDEALLPEERK 60
cara MDTVLLLLSVV--CLGVSSQPITDSQRLFSIAVSRVQHLHLLAQRLFSDFESSLQTEEQR 58
peixe_rei MNRAILLLSVV--CLVVSSQPIADSQRLFSIAVSRVQHLHLLAQRLFSDFESSLQTEEQR 58
tilapia_nilo MNSVVLLLSVV--CLGVSSQQITDSQRLFSIAVNRVTHLHLLAQRLFSDFESSLQTEEQR 58
bagre_canal MARALVLLSVVVASLLFSQGATFESQRLENNAVIRVOHLHQLAAKMMDDFEEALLPEERK 60
pangasius MARVLVVLSVVVASLFFSQGATFENQRLENNAVIRVQHLHQLAAKMMDDFEEALLPEERK 60
truta_arco_iris MGQVFLLMPVLLVSCFLGQGAAMENQRLENTAVNRVQHLHLLAQKMFNDFEGTLLPDERR 60
carpa_comum MARALVLLSVVLVSLLVNQGTASENQRLENNAVIRVQHLHQLAAEMINDFEDNLLPEERR 60
zebra-fish MARALVLLQLVVVSLLVNQGKASENQRLENNAVIRVQHLHQLAAKMINDFEEGLMPEERR 60
LRk Rk Rk KKk Rk s kks ok ik
tambaqui QLSKIFPLSFCNSDSIEAPTGKDETQKSSVLKLLHISYRLIESWEYPSRI-——=--—=~--— 110
piranha_vermelha QLSKIFPLSFCNSDSIEAPTGKDETQKSSVLKLLHISYRLIESWEYPSRI-=======-= 110
pacu QLSKIFPLSFCNSDSIEAPTGKDETQKSSVLKLLHISYRLIESWEYPSRI-——=--——-—— 88
jundia QLGKIFPLSFCNSDSIEAPAGKDETQKSSVLKLLHTSYRLIDSWDFPSRT—====——=~~ 110
cara QLNKIFLLDFCNSDYIVSPIDKHETQRSSVLKLLSISHRLIESWEFPSRSLSGGSS---- 114
peixe_rei QLNKIFLQDFCNSDYIISPIDKHETQRSSVLKLLSISYGLVESWEFPSRFLSGGSA- 114
tilapia_nilo QLNKIFLQDFCNSDYTISPIDKHETQRSSVLKLLSISYGLVESWEFPSRSLSGGSS---— 110
bagre_canal QLSKIFPLSFCNSDSTEAPAGKDEAQKSSVLKLLHTSYRLIESWEFPSRN-==-———=~~ 110
pangasius QLSKIFPLSFCNSDSTEAPAGKDETQKSSVLKLLHTSYRLIESWEFPSKN-—--————~~ 118
truta_arco_iris QLNKIFLLDFCNSDSIVSPIDKQETQKSSVLKLLHISFRLIESWEYPSQTL--TISNSLM 120
carpa_comum QLSKIFPLSFCNSDSIEAPTGKDETQKSSMLKLLRISFRLIESWEFPSQTLSGAVSNSLT 120
zebra-fish QLSKIFPLSFCNSDSIETPTGKDETQKSSMLKLLRISFRLIESWEFPSQTLSSTISNSLT 60
Kk Ak Rk K ik K ks kakkskkkk K ks ikksiAks
tambaqui LGNPNQITEKLADLKVGISVLIKGCLDGQPNMDDNESLP-LPFEDFYQTL-GDGNLRKSF 168
piranha_vermelha LGNPNQITEKLADLKVGISVLIKGCLDGQPNMDDNESLP-LPFEDFYQTL-GDSSLRKSF 168
pacu LGNPNQITEKLADLKVGISVLIKGCLDGQPNVDDNESLP-LPFEDFYQTL-GDGNLRKSF 146
jundia LGNPNHISDKLADLKIGISVLIERCVDGQTTLDEIDSLA-PPFEDFYQTP-SEGNLSKHE 168
cara --LRNQISSRLSELKTGILLLIRANQDEAENFPDSGALQLAPYGNFYQSLGADESLRRNY 172
peixe_rei --PRTQISPKLSELKTGILLLIRANQDPAEIFSDPSGPQVPSYGNYYQSLGADESLRRTY 172
tilapia_nilo --LRNQISPRLSELKTGILLLIRANQDEAENYPDTDTLQHAPYGNYYQSLGGNESLRQTY 172
bagre_canal LGNPNHISEKLADLKMGIGVLIEGCVDGQTGLDENDSLA-PPFEDFYQTL-SEGNLRKSF 168
pangasius LGNPNHISEKLADLKMGIGVLIEGCLDGQTSLDENDSLA-PPFEDFYQTL-SEGNLRKSF 168
truta_arco_iris VRNSNQISEKLSDLKVGINLLIKGSQDGVLSLDDNDSQHLPPYGNYYQNLGGDGNVRRNY 178
carpa_comum VGNPNQITEKLADLKVGISVLVKGCLDGQPNMDDNDSLP-LPFEDFYLTM-GESSLRESF 178
zebra-fish 178

IGNPNQITEKLADLKMGISVLIKGCLDGQPNMDDNDSLP-LPFEDFYLTV-GETSLRESF

ske ek ekk Kk .k * . PR

Continua...
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Figura 2. Continuacéao.

tambaqui RLLACFKKDMHKVETYLRVANCRRSLDSNCTL 200
piranha_vermelha RLLACFKKDMHKVETYLRVANCRRSLDSNCTL 200
pacu RLLACFKKDMHKVETYLRVANCRRSLDSNCTL 178
jundia RLLSCFKKDMHKVETYLSVAKCRRSLDSNCTL 200
cara ELLACFKKDMHKVETYLTVAKCRLSPEANCTL 204
peixe_rei ELLACFKKDMHKVETYLTVAKCRLSPEANCTL 204
tilapia_nilo ELLACFKKDMHKVETYLTVAKCRLSPEANCTL 204
bagre_canal RLLSCFKKDMHKVETYLSVAKCRRSLDSNCTL 200
pangasius RLLSCFKKDMHKVETYLSVAKCRRSLDSNCTL 200
truta_arco_iris ELLACFKKDMHKVETYLTVAKCRKYLEANCTL 210
carpa_comum RLLACFKKDMHKVETYLRVANCRRSLDSNCTL 210
zebra-fish RLLACFKKDMHKVETYLRVANCRRSLDSNCTL 210

KK KKK KKK KKK KKK Kok gk IR

Figura 2. Homologia entre a sequéncia de amino &cidos deduzida do GH de tambaqui e
piranha vermelha (Pygocentrus nattereri, XPO17572862), pacu (Piaractus mesopotamicus,
ABA46816), jundid (Rhamdia quelen, ABK969310), card (Cichlasoma dimerus,
ADV17697), peixe rei (Odontesthes bonariensis, AA0O31982), tilapia do nilo (Oreochromis
niloticus, AAA49437), bagre do canal (/ctalurus punctatus, NP_001187174), pangasius
(Pangasius pangasius, P69161), truta arco iris (Oncorhynchus mykiss, NP_001118162),
carpa comum (Cyprinus carpio, ABV64406) e zebra-fish (Danio rerio, NP_001018328).
Aminoacidos que compreendem a sequéncia do peptideo sinal estdo sublinhados.
Asteriscos indicam que a posicdes tém um Unico residuo, sendo totalmente conservadas.
Dois pontos indicam a conservacdo entre grupos de propriedades fortemente semelhantes,

ponto indicam conservacdo entre grupos de propriedades fracamente semelhantes.

A caracterizagao do gene do GH do tambaqui poderad ter varias
aplicagbes praticas, como servir de controle positivo na expressao
de hormoénios hipofisarios, visto que este esta presente muito mais
precocemente que as gonadotrofinas. Também como passo inicial
para estudos de expressao génica nos diferentes tecidos e situagoes
fisiolégicas como crescimento, osmoregulacdo entre outros (Rhee
et al.,, 2012). Além disso, poderd servir para produgcao de proteinas
recombinantes para aplicagdo em imunoensaios como foi aplicado em
carpa comum (Wu et al., 2008) ou aplicacdo como aditivo alimentar
para animais de producao aquicola (Rothan, Ser Huy e Mohamed,
2014).

A disponibilidade da sequéncia do GH de tambaqui podera proporcionar
seu uso para busca de polimorfismos de base uUnica (SNPs) neste

13
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gene, que estejam associados a melhor crescimento ponderal ou
caracteristicas de carcagca, como foi observado em outros peixes de
interesse aquicola (Tian et al., 2014).

Conclusao

A caracterizacao do gene do GH do tambaqui podera servir de controle
positivo na expressao de hormonios hipofisarios, para estudos de
expressao génica nos diferentes tecidos e situacdes fisioldgicas,
também para producao de proteinas recombinantes e finalmente
podera proporcionar seu uso para a busca de polimorfismos de base
Unica (SNPs) neste gene a fim de auxiliar no melhoramento genético.
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