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1. INTRODUCAO

O controle da fome em vertebrados € um processo que envolve varias rotas
neurais e endocrinas, onde o neuropeptideo Y (NPY) desempenha um papel chave.
Este neurotransmissor € abundantemente expresso no sistema nervoso onde atua
como um dos mais potentes indutores da fome em mamiferos (Chee & Colmers,
2008). Os efeitos estimulatorios na ingestdo de alimento causados por injecdes
centrais de NPY tém sido demonstrados em varias espécies de peixes (Aldegunde &
Mancebo, 2006). Recentemente foi demonstrado que a expressdo do RNAm do NPY
é significativamente aumentada em torno do momento de alimentacdo no bacalhau
(Kehoe & Volkoff, 2007) e no peixe dourado (Narnaware et al., 2000). Também tem
sido demonstrado que a restricdo alimentar altera os niveis de RNA mensageiro do
NPY, como demonstrado em arraias, onde duas semanas de jejum aumentam
significativamente estes niveis (MacDonald & Volkoff, 2009a). Por outro lado, seis
dias de jejum né&o alteram a expressao génica do NPY no salmé&o (Murashita et al.,
2009). Apesar destes avangos, 0 presente conhecimento sobre a regulacado da fome
em peixes € limitado e baseado em poucas espécies e ainda, evidéncias recentes
sugerem diferencas espécies-especificas (Volkoff et al., 2009).



O linguado Paralichthys orbignyanus torna-se um interessante modelo
experimental por ser a espécie com maior valor econémico na regido sul do Brasil e
com alto potencial produtivo (Lanes et al., 2008). Entretanto, a regulacéo da ingestao
de alimentos nesta espécie ainda ndo foi examinada assim como o papel do NPY
neste processo, com isso 0 este conhecimento podera contribuir para o a melhora
da cultura em cativeiro do linguado.

Este trabalho objetivou avaliar o papel do NPY na regulacédo da alimentacao
analisando a expressao génica deste gene no cérebro de linguados durante um
periodo de 24 horas através de PCR em tempo real.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Os peixes usados neste estudo foram obtidos de desova artificial no
Laboratério de Piscicultura Marinha na Universidade Federal do Rio Grande (FURG).
Para avaliar a expressdo génica do NPY durante 24 horas os animais foram
alocados em sete tanques com 5 animais em cada e foram aclimatados durante 2
semanas em agua do mar. Os peixes foram alimentados com pellets comerciais
(Supra Salmonideos™/Alisul/Brasil) contendo 46% de proteina bruta e 6% de
lipideos, uma vez ao dia (17:00) sob temperatura natural do inverno (15 + 3TC) e
fotoperiodo (11L: 13D). A expressao foi avaliada em sete diferentes tempos (0 — 10
minutos antes da alimentacao, 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas ap0s a alimentacao).

2.2. Avaliacdo da expressao durante 24 h do NPY no cérebro por PCR em tempo
real

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (50 mg.L™") e eutanasiados
pela roptura da medula espinhal e apds o cérebro foi imediatamente dissecado,
congelado e armazenado em nitrogénio liquido até o uso. O RNA total foi isolado
usando TRIzol® (Invitrogen™, USA) e o tratamento com DNase foi realizado com o
kit DNA-free® (Ambion™, USA) seguindo as instrucdes do fabricante. Duas
microgramas do RNA foram usadas para a sintese de cDNA realizada com o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems™, USA), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. Primers para o NPY do linguado (GenBank
n° FJ705358) e para a referéncia enddgena B-actina (GenBank n° EU542580) foram
desenhados no software Primer Express v. 3.0 (Applied Biosystems™, USA).
Experimentos iniciais foram realizados para garantir que o0s primers construidos
possuiam eficiéncias equivalentes. A amplificacdo foi realizada nas seguintes
condigdes: 95 °C por 10 min., seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg. e 60°C for 1
min. seguido pelas condi¢cGes para calcular a curva de dissociacdo. Cada amostra
de cDNA foi avaliada em triplicata. Os dados da PCR em tempo real fora anlisados
usando o método conhecido como 224 de acordo com Livak and Schmittgen
(2001).

2.3. Andlise dos dados

A expressédo génica do NPY durante as 24 h foi comparada usando analise de
variancia seguida do teste de Tukey. Niveis de significancia foram considerados
significativos quando p<0.05. Todos os dados sao apresentados como média + EPM
(erro padrao da média).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o0 nosso conhecimento, neste trabalho € demonstrada pela primeira vez,
em peixes, a avaliacdo da expressdo génica do NPY durante um periodo de 24
horas apos a alimentacdo. Os resultados deste estudo, realizado durante o inverno,
demonstrou que ndo existem diferencas significativas nos niveis de RNA
mensageiro durante o periodo de avaliacdo (Figura 1). Estes resultados sugerem
que o NPY pode nao ter acdo em curto prazo na regulacdo da fome no linguado,
contrastando com relatos anteriores no peixe dourado, onde a expressao do NPY no
hipotalamo € aumentada 1-3 horas antes da alimentacdo e diminui 1-3 apés a
alimentacao (Narnaware et al., 2000).

Figura 1. Avaliacdo da expressao génica do NPY no cérebro do
linguado através da PCR em tempo real durante um periodo de
24 horas. Os dados sao apresentados como média + EPM (n=5).
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Fatores como a temperatura podem diminuir a ingestdo de alimento e
modificar a fisiologia digestiva em varias espécies de peixes. O linguado é uma
espécie euritérmica que sofre severas flutuacbes de temperatura no ambiente e
pode sobreviver numa ampla gama de temperaturas, alimentando-se normalmente
entre 10 e 27T (Wasielesky et al., 1997). Entretanto, a temperatura adequada para
0 crescimento desta espécie em cativeiro € em torno de 23T (Bianchini et al. 2005).
No presente estudo a baixa temperatura (15 £ 3C) p ode ter aumentado o tempo
para a digestdo e absorcdo do alimento e este fato pode ter influenciado os niveis do
RNA mensageiro do NPY. Recentemente foi demonstrado que diferentes
temperaturas diminuem a ingestdo de alimento no bacalhau, mas ndo os niveis de
RNA mensageiro no NPY (Kehoe & Volkoff, 2008). Outra espécie de peixe
pleuronectiforme, o0 Pleuronectes americanus interrompe completamente a
alimentacdo durante o inverno e também ndo cresce durante 0os meses desta
estacdo (Stoner et al., 1999) e ainda a expressao do NPY no hipotadlamo também
nao é alterada pelo jejum no inverno (MacDonald & Volkoff, 2009b). Com isso,
baixas temperaturas podem reduzir a atividade de alimentacao, fazendo com que a
expressdo do NPY fique inalterada.



4. CONCLUSOES

Neste estudo ndo foram encontradas diferencas significativas nos niveis de
RNA mensageiro do NPY durante um periodo de 24 horas apés a alimentacgéo.
Nossos resultados sugerem gue o linguado requer mais do que 24 horas para alterar
a expressao génica no NPY em baixas temperaturas.
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