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Resumo

A glicose ¢ uma fonte importante de energia. Em mamiferos, o equilibrio dos niveis de
glicose no plasma sanguineo, ¢ regulado por mecanismos de feedback que envolve a insulina
e o glucagon. Em peixes, o mecanismo de regulagdo da glicose e o papel do glucagon e seus
recetores sdo pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho consiste em identificar e
caracterizar a evolucao dos recetores e péptidos ligandos da familia do glucagon em peixes e
determinar qual o seu papel funcional através da caracterizacao da sua distribuigdo tecidular e
identificar alvos envolvidos na regulagdo da glicose em peixes focando nos seus recetores.

Genes homologos aos de mamiferos foram encontrados em varios peixes sugerindo
que os recetores e ligandos da familia do glucagon surgiram cedo no processo evolutivo.
Andlise filogenética sugere que os recetores e péptidos sofreram diferentes pressdes
evolutivas e isto afetou a evolucdo dos pares hormona-recetor. Entre peixes o numero de
genes identificados ¢ bastante varidvel e dependente da espécie, € os genes para o recetor do
polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIPR) e para o recetor do péptido
relacionado com o glucagon GCRPR foram identificados apenas em algumas espécies.
Andlise de sintenia de genes entre regides homologas para o GIPR e seu péptido ligando o
polipéptido insulinotropico dependente de glicose (GIP) de peixes com outros vertebrados
demonstrou que em peixes a evolucdo destes genes foi muito dindmica e sujeita a diferentes
pressoes seletivas que potencialmente levaram a sua eliminacao do genoma.

Estudos de distribui¢ao tecidular sugerem que em tilapia o recetor do glucagon
GCGRa ¢ mais abundante no figado, o GCGRb no cérebro, o GLP2R no duodeno. O GIP
apresenta uma distribuicdo semelhante em todos os tecidos analisados e GCRPR s6 se
encontra presente no cérebro, duodeno, figado e gonadas. Comparacao da expressao relativa
dos recetores em robalos sujeitos a um periodo de jejum de 48h para provocar modificacdes
nos niveis de glicose no plasma ndao permitiu concluir sobre o papel dos recetores na

regulacao da glicose embora a expressao do GCGRb seja a mais afetada no cérebro.

Palavras - chave: glicose, glucagon, GPCRs, peixes, evolucao, fungao
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Abstract

Glucose is the most important simple sugar in vertebrate metabolism. In mammals,
glucose homeostasis in blood plasma is regulated by the pancreatic peptides, insulin and
glucagon, that through feedback mechanisms are responsible for homeostasis of plasma
glucose. In other vertebrates the regulation of glucose appears to be similar to what occurs in
mammals with the exception of fish in which mechanisms of glucose regulation are still
relatively poorly characterised. The aim of the present study was to use comparative
approaches to identify and characterize some of the important elements of glucose
metabolism in fish. More specifically the evolution of receptors and ligands of the glucagon
family of peptides in fish was characterised and an experimental study performed to assess
their potential role in glucose regulation in teleosts.

Homologue genes of glucose regulatory factors in mammals were found in several fish
suggesting that the receptors and ligands of the glucagon family arose early in the
evolutionary process. Phylogenetic analysis suggests that the receptors and peptides were
under divergent pressures and that this affected the evolution of hormone-receptor pairs. The
number of glucagon family genes identified between fish was highly variable and species
specific and the gene for Gastric Inhibitory Polypeptide receptor (GIPR) and Glucagon-
related peptide receptor (GCRPR) was only identified in some fish genomes. Gene synteny
analysis between homologous regions for GIPR and its peptide ligand, GIP, revealed that the
evolution of these genes was very dynamic and they were subject to very different selective
pressures in the different lineages and this may explain why they were eliminated from the
genomes of some species.

Tissue distribution studies suggest that in tilapia GCGRa is most abundant in the liver,
GCGRbD in the brain and GLP2R in the duodenum. The expression of GIPR was very similar
in all tissues analysed but GCRPR was found expressed in the brain, duodenum, liver and
gonads. Comparison of the relative expression of glucagon receptors in seabass that were
starved for 48h failed to reveal correlations between receptor expression and the decrease of
plasma glucose levels. The results failed to conclusively demonstrate a role for the glucagon
system in glucose homeostasis in the sea bass and to establish if this is a teleost specific

phenomenon further studies will be required.

Keywords: glucose, glucagon, GPCRs, fish, evolution, function
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1. Introducao

A glicose ¢ uma fonte de energia importante para todos os vertebrados. Existe
continuamente em circulagdo no sangue e ¢ essencial para o metabolismo energético dos
tecidos. A glicose ¢ geralmente obtida por absor¢do gastrointestinal apos a ingestdo de
alimentos ou através de producao enddgena por metabolizagao do glicogénio (Figura 1). Os
niveis de glicose no plasma sao estritamente regulados, por fatores enddcrinos para manter a
homeostasia e dependem de varios fatores externos tal como a alimentagdo, a temperatura
corporal e o nivel de stress, entre outros (Yeo et al., 2013, Giugliano et al., 2008).
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Figura 1. Representacio esquematica das principais vias metabolicas, envolvidas no
metabolismo da glicose no hepatéocito de mamiferos. Quando ha excesso de glicose esta ¢
armazenada sob a forma de glicogénio (glicogénese) ou ¢ degradada (glicolise) para a
producao de acidos gordos (lipogénese) ou de energia por ativagdo do ciclo de Krebs. Quando
ha falta de glicose ¢ necessaria a producdo de glicose endogena (gliconeogénese,
glicogenolise). GLUT2 sdao importantes transportadores de glicose. (retirado de Enes et al.,
2008)

Estudos sobre a regulacao da glicose em vertebrados datam do inicio do século XX e a
insulina foi o primeiro fator enddcrino identificado. Os estudos iniciais foram realizados por
Banting, Macleod e Best que verificaram que os extratos de pancreas tinham a capacidade de
regular os niveis de glicose evidenciando sobre a existéncia de um mecanismo regulatorio. No
entanto, s6 mais tarde com os trabalhos realizados por Collip et al., ¢ que a insulina foi

purificada e se reconheceu a existéncia de um mecanismo interno que perante um aumento de
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glicose no sangue, promove a sintese e libertagdo desta hormona pelo pancreas (Rosenfeld,
2002).

Em 1929, La Barre através da purificacao de extratos de intestino verificou que existia
um sistema fisiolégico em que elementos baixavam os niveis de glicose no plasma e
designou-os de Incretinas (INtestine seCRETtion Insulin) (Zunz e La Barre, 1929). No final
de 1960 os investigadores Perley e Kipnis concluiram que apods a ingestdo de alimentos e
durante a digestdo gastrointestinal sdo libertadas hormonas peptidicas que estimulam a
produgdo de insulina (Baggio et al., 2007). A primeira hormona incretina a ser identificada,
foi o Gastric Inhibitory Polypeptide (GIP) libertado pelas células K do intestino delgado, e
desde entdo varios fatores endocrinos que participam na regulacdo da glicose foram
consequentemente isolados (Kim et al., 2008). O GIP ¢ um péptido da familia do glucagon e
os membros desta familia tém um papel fundamental na regulacao e na manutengao dos niveis
fisiologicos de glicose no plasma em vertebrados. Apesar de nem todas as classes de
vertebrados dependerem e utilizarem a glicose da mesma maneira, todos eles possuem

mecanismos que monitorizam e regulam os niveis de glicose no plasma (Figura 2).
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Figura 2. Variacao dos niveis de glicose no plasma em vertebrados. O grafico representa
os niveis de glicemia (mM) em diferentes representantes de varias classes de vertebrados:
peixes (n = 11 espécies), anfibios (n = 2 espécies), répteis (n = 14 espécies), aves (n = 20
espécies) e mamiferos (n = 22 especies). O N representa o nimero de individuos analisado.
As aves e os répteis sdao em geral, os grupos taxondmicos em que as concentracdes de
glicemia sdao mais elevadas (retirado de Polakof et al., 2011).
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Em peixes, os estudos sobre a regulacao da glicose sao controversos e, apesar de se
pensar inicialmente que estes sdo intolerantes a glicose alguns estudos revelaram a existéncia
de um mecanismo de regulacdo semelhante aos outros vertebrados (Thorpe e Ince, 1976;
Emdin, 1982, Ronner e Scarpa, 1987, Plisetskaya and Duan, 1994) e que a glicose estimula a
produgdo de insulina (Polakof et al., 2011). A caracterizagdo do mecanismo associado ao

sistema endocrino do glucagon e seus recetores € o principal objeto de estudo deste projeto.

1.1 Regulacio da glicose em mamiferos

Em mamiferos, os niveis de glicose aumentam quando ingerimos alimentos ricos em
hidratos de carbono, e diminuem durante periodos de jejum. Uma das formas de regular a
concentracdo de glicose no sangue ¢ a captacao desta para os tecidos onde ¢ utilizada como
fonte de energia seguindo a via glicolitica, mas também recorrendo a sintese de glicogénio
(glicogénese) e seu armazenamento principalmente no figado (Figura 1). Numa fase de jejum
0 organismo mantém a glicémia recorrendo a glicogenolise, que consiste na degradag¢ao do
glicogénio e ocorre essencialmente no figado (95%) e em pequena parte no rim (5%) (Maggs
et al., 2008) (Figura 1). Em jejuns prolongados a producgdo de glicose ¢ feita também a partir
de lactato, piruvato, aminoacidos e glicerol, processo designado por gliconeogénese que
também ocorre a nivel do figado e rins (Bano, 2013) (Figura 1).

A manuten¢ao dos niveis fisiologicos de glicose depende de uma estrita conjugacgao
entre fatores humorais, sistema nervoso autéonomo, estado nutricional e sistema enddcrino
(Giugliano et al., 2008; Polakof et al., 2011). O cérebro utiliza a glicose como principal fonte
de energia mas tem um pequeno armazenamento. O cérebro, o figado, o rim e o musculo sdo
orgdos importantes na regulagdo da homeostasia da glicose, no entanto o pancreas ¢ o
responsavel pela sintese e libertagdo de insulina e glucagon, as principais hormonas que
participam no controlo dos niveis de glicose e tém efeitos antagdnicos (Bano, 2013). A funcao
enddcrina do pancreas cabe essencialmente aos diferentes tipos de células a, 3, 6 e as células
pancreatic polypeptide (PP) que constituem os Ilhéus de Langerhans. A insulina ¢ produzida
pelas células B, o glucagon ¢ produzido pelas células a, as 6 produzem somatostina ¢ o
polipeptideo pancreatico ¢ produzido pelas células PP, este participa na regulacao da funcao
gastrointestinal, inibe o pancreas exdcrino e reduz a libertacio da somatostatina (Oh et al.,
2012). A regulacao do metabolismo da glicose envolve além de um controlo por feedback

“bidirecional”, entre a insulina e o glucagon, o eixo entero-insular (que relaciona o intestino
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com as cé¢lulas pancredticas), como sistema de detecdo dos niveis fisiologicos de glicose
(Bano, 2013).

A glicose ¢ o principal estimulo para a secrecao de insulina. Quando os niveis de glicose
no sangue aumentam, aumenta também a sintese da insulina.

O transporte de glicose para os tecidos ¢ feito por proteinas transportadoras especificas os
GLUTs, e existem cerca de 14 GLUTs caracterizados que se encontram distribuidos por
diferentes tecidos. O GLUT 2 permite, por exemplo, que a glicose chegue as células  do
pancreas e aos hepatocitos e o GLUT 4 ¢ o principal transportador de glicose estimulado pela
insulina (Jordan et al., 2010). A insulina ¢ uma hormona peptidica constituida por 51
aminoacidos sintetizada ao nivel do reticulo endoplasmdatico rugoso, que se encontra
armazenada em vesiculas secretoras onde ocorre a sua maturagdo. Esta hormona apresenta
uma semivida curta em circulagdo (cerca de 5 minutos) e permite diminuir os niveis de
glicose atuando em varios 6rgaos. No figado, promove a sintese de glicogénio, a estimulagao
da glicolise, e a inibigdo da gliconeogénese e outras agdes anabolicas como sintese de acidos
gordos evitando a degradacao de proteinas; no tecido adiposo aumenta a captacao de glicose;
no musculo estimula a captacdo de aminodcidos para sintese de proteinas e captagdo de
glicose para formar glicogénio; no cérebro pensa-se ter um efeito modulador sobretudo ao
nivel da ingestdao de alimentos (Anand, B et al., 1964, Woods et al., 2006).

Quando elevados niveis de glicose persistem no sangue contribuem para uma
diminui¢do da resposta por parte das células B, conduzindo a situagdes de hiperglicemias. A
acdo da insulina ¢ mediada por um recetor especifico que permite a ativagdo ou inibi¢ao de
enzimas ou de outras hormonas que participam no metabolismo da glicose, contudo, iremos

dar mais importancia aos membros da familia do glucagon (Woods et al., 2006).

1.2 Membros da familia do Glucagon

Em mamiferos existem quatro hormonas que pertencem a familia do glucagon: o GCG
(Glucagon), o GLP-1 (Glucagon-like peptide 1), o GLP-2 (Glucagon-like peptide 2) e o GIP
(Glucose Insulinotropic Peptide). Todas estas hormonas estdo envolvidas na regulagdao da
glucose tendo o GCG um papel antagonico a insulina e o GLP-1 e o GIP sdo os responsaveis
pela secrecao de cerca de 50-70% da insulina em resposta a glicose ingerida. Ao GLP-2 estao
associadas fun¢des importantes ao nivel do intestino mas, maioritariamente, o seu papel

permanece por desvendar (Baggio et al., 2007).
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1.2.1 Glucagon e péptidos relacionados

1.2.1.1 O precursor proglucagon

O proglucagon ¢ o precursor peptidico para as hormonas glucagon, GLP-1 e GLP-2. O
GLP-1 e GLP-2 apresentam 50% de homologia com o glucagon e a sua producao resulta de
um processo de pds-transducao proteolitica e depende do tipo de tecido (pancreas, intestino
ou cérebro) (Figura 3 e 4). A prohormona convertase (PC) ¢ a enzima responsavel pela
clivagem dos varios péptidos. A PC2 esta envolvida na origem do glucagon, enquanto que a
acdo do PC1 e 3 permite o aparecimento dos péptidos GLP-1 e GLP-2 (Marathe et al., 2013).
Estudos em modelos roedores indicam que durante o jejum e em estado de hipoglicémias
existe uma sobre-expressdao do proglucagon no pancreas (Baggio et al., 2007, Marathe et al.,
2013), no intestino a expressao deste gene aumenta apds alimentacao e diminuiu com o jejum

(Hoyt et al., 1996, Marathe et al., 2013) (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Comparacido geral das estruturas da proteina precursora do péptido GIP
(proGIP) e dos péptidos GCG, GLP-1 e GLP-2 (proGlucagon) em humano. As regides da
molécula que contém os péptidos no precursor estao representadas por cores € os locais de
clivagem proteolitica por agdo da endoproteinases PC (proconvertases) que sao responsaveis
pela libertacao dos péptidos maduros do precursor estdo indicados. A DPP4 ¢ a enzima que ¢
responsavel pela degradacdo dos péptidos maduros e consequente inativagdo do seu papel
bioldgico (retirado de Kim et al., 2008).

Em humanos o proglucagon ¢ constituido por 180 aminoacidos e o seu gene ¢

composto por 6 exodes e 5 introes (Figura 4). O péptido GCG encontra-se codificado no exao
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3, 0 GLP-1 no exao 4 e o GLP-2 no exao 5. Neste percursor esta ainda codificado o péptido
Glicentin-related peptide (GRPP) entre os exdes 2 e 3 e que ¢ sintetizado no pancreas, mas
que ao nivel do intestino ¢ traduzido conjuntamente com o glucagon e o péptido resultante

designa-se de glicentina (Figura 4) (Marathe et al., 2013, Kim et al., 2008).
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Figura 4. Representacio geral do gene e péptidos bioativos resultantes do proglucagon
em humano. (A) Estrutura do gene, onde os exdes que contém os péptidos maduros estdo
representados por caixas coloridas; (B) RNAm resultante da transcricdo do gene; (C)
precursor proteico, (D) péptidos resultantes da clivagem protedlitica no pancreas e no
intestino/cérebro (retirado de Baggio et al., 2007).

1.2.1.2 O péptido glucagon (GCG)

O glucagon ¢ uma hormona peptidica constituida por 29 aminoacidos. Em humano, a
estimulagdo da sintese de glucagon ¢ desencadeada pelos baixos niveis de glicose, mas
também por catecolaminas e glucocorticoides. Pelo contrario a inibicdo da sua sintese ¢
regulada maioritariamente pela insulina mas também pela hormona somatostina quando os
niveis de glicose sdo elevados (Yeo et al., 2013). A principal acdo do glucagon ¢ ao nivel do
figado, através da captacao de aminoacidos, da gliconeogénese com libertacao de glicose,e da
inibicdo da sintese de acidos gordos e da glicélise (Habegger et al., 2010). O GCG ¢
produzido nao s6 no pancreas (nas células o dos ilhéus de Langerhans), mas também no
intestino, nomeadamente, nas células enteroendocrinas L, da zona distal do intestino delgado
e colon, e no sistema nervoso central (Marathe et al., 2013).

A terapéutica com glucagon apenas ¢ utilizada em episodios agudos de hipoglicémia

em doentes com diabetes mellitus (DM) tipo I, e como relaxante muscular do eséfago para
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exames radiologicos, ou para facilitar exames intestinais. Estudos recentes também apontam o
glucagon para tratamento de dislipidémias dado o seu envolvimento no metabolismo dos

lipidos (Kim et al., 2008, Habegger et al., 2010).

1.2.1.3 O péptido Glucagon-like 1 (GLP-1)

O GLP-1 foi a segunda incretina a ser descrita em 1985. Em humano e outros
mamiferos ¢ constituida por 31 aminodcidos (Figura 3) e ¢ produzida nas células
enteroenddcrinas L do ileo distal e do colon e a secre¢ao desta hormona estimula o aumento
dos niveis de insulina no plasma (Figura 5). O GLP-1 diminuiu a ingestao de comida, inibe o
esvaziamento gastrico, e impede a secrecao do glucagon (Baggio et al., 2007, Marathe et al.,
2013). Este péptido favorece a glicogénese nas cé€lulas hepaticas, € no musculo, permite
através de mecanismos neurais a distribui¢ao da glicose (Burcellin et al., 2001, Kim et al.,
2008). Os efeitos extrapancreaticos do GLP-1 em mamiferos sdo ao nivel do sistema nervoso
central, periférico, trato gastrointestinal, musculo, tecido adiposo e figado, tecido 6sseo,
sistema cardiovascular e eixo hipotalamo e pituitaria (Marathe et al., 2013).

A secre¢do de GLP-1 apds a ingestdo de alimentos apresenta um pico inicial 10-15
minutos e posteriormente nos 30-60 minutos e tem fun¢des semelhantes ao GIP. Estudos
recentes t€ém demostrado que a diabetes mellitus tipo 2 (DM 2) tem associados baixos niveis
de GLP-1 (Salehi, M., 2008). Esta doenca ¢ caracterizada pelos elevados niveis de glicose,
pela secrecao reduzida de insulina e pela resisténcia periférica a insulina, € também por um
aumento do glucagon, o que leva a producdao endogena de glicose por parte do figado.
Contudo, estudos demonstram que a administragdo de GLP-1 conduz a normalizagdao dos
niveis de glicose no plasma, permite também um melhoramento da funcdo das células B,
ficando mais sensiveis a glicose, e contribuiu para restabelecer a primeira fase de secrecao da
insulina no pancreas (Kim et al., 2008, Moon et al., 2012) (Figura 5). O GLP-1 ¢ também
apontado como importante agente terapéutico na obesidade uma vez que, ao nivel do cérebro,
a sua atuacao pode inibir o apetite e esta também associado a fun¢des neuroprotectoras (Moon

etal., 2012).
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Figura S. Esquema representativo do efeito das incretinas nos mamiferos (GLP-1 e GIP)
em resposta a ingestio de alimentos no pancreas. Nos ilhéus pancreaticos a verde estdo
representadas células a que contém glucagon e a vermelho células B que contém insulina
(retirado de Kim et al., 2008).

1.2.1.4 O péptido Glucagon-like 2 (GLP-2)

GLP2 ¢ um péptido constituido por 33 aminoacidos (Figura 3) que faz parte da
molécula proglucagon. Este péptido € secretado pelas células enteroendocrinas L, localizadas
na regido distal do intestino delgado e colon, em resposta a ingestdo de alimentos nos
mamiferos. Ao contrario do GLP-1 ndo ¢ uma hormona incretina e estimula o aumento dos
niveis de glucagon quer em jejum ou numa situacao pos-pandrial (Meier et al., 2006, Marathe
et al., 2013). Apresenta propriedades intestinotropicas e tem sido considerado um fator de
crescimento intestinal. Apds a ingestao de alimentos o pico de secrecao do GLP-2 ¢ aos 30-60
minutos, ¢ novamente aos 90-120 minutos. O GLP-2 tem um tempo de semivida de 7
minutos, ¢ eliminado ao nivel renal, tal como o GLP-1. Em modelos animais, camundongos, o
GLP-2 permite a proliferagdo de células intestinais, inibe a apoptose (Tsai et al., 1997),
estudos de Hornby et al.,, 2011 indicam a participagao deste péptido na redugdo das
concentragdes de marcadores inflamatérios. Em ratos reduz o esvaziamento gastrico e a
ingestdo de comida a curto prazo, contudo nos humanos esta a¢do ndo € tdo evidente
(Baldassano et al., 2012, Schmidt et al., 2003). A nivel terapéutico o GLP-2 estd a ser

apontado sobretudo para doengas gastrointestinais, pela sua participagdo na regulacdo da
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capacidade de absor¢do, mas também para tratamento de doengas inflamatdrias do intestino

(Marathe et al., 2013).

1.2.2 O péptido Glucose Insulinotropic (GIP)

O péptido GIP ¢ codificado por outro gene e a sua acao foi inicialmente descrita por
inibir a secrecao do acido gastrico em caes. O GIP humano ¢ um péptido com 42 aminoacidos
que ¢ produzido nas células enteroenddcrinas K do duodeno e do jejuno proximal (Baggio et
al., 2007) (Figura 3). O GIP tem um efeito menos potente como incretina que o GLP-lem
mamiferos e a sua secre¢ao € estimulada pela ingestdo de comida rica em glicose ou acidos
gordos para promover o efeito insulinotropico, ou seja a estimulagdo da secrecdo de insulina
(Meier et al., 2002) (Figura 5). Em comum com o GLP-1 partilha fungdes na proliferacdo das
células B do pancreas e na resisténcia a apoptose (Kim et al., 2008). Os niveis de GIP e GLP-1
aumentam no plasma apos a ingestao de alimentos (a concentragdo do GIP depende do tipo e
quantidade de comida ingerida e do estado de saude), existem sinais endocrinos € neuronais
promovem a sintese destes peptideos antes que os alimentos estejam completamente digeridos
(Figura 5) (Kim et al., 2008). Os niveis plasmaticos de GIP e GLP-1 diminuem muito
rapidamente. A semivida do GIP ¢ de 5-7 minutos e do GLP-1 ¢ de 1 a 2 minutos e estes
péptidos sdo eliminadas pelo rim e figado (Baggio et al., 2007, Drucker, 2006, Deacon, 2005).

Também sdo atribuidas ao GIP fungdes importantes ao nivel do sistema nervoso
central, uma vez que tanto o GIP e seu recetor sdo 14 expressos, nomeadamente associados a
proliferagao celular. Outros efeitos extrapancreaticos do GIP tém sido verificados uma vez
que tanto o GIP como o recetor ja foram encontrados em diferentes tecidos, ao nivel do trato
gastrointestinal, tecido adiposo e do osso (Kim et al., 2008). Estudos realizados em mamiferos
também sugerem o envolvimento do GIP na regulagdo do metabolismo dos lipidos e a sua

utilizagao como potencial terapéutico para o tratamento da obesidade (Kim et al., 2012).

1.2.3 O péptido Glucagon-related (GCRP)

O GCRP (GCG-related peptide ou péptido relacionado com o glucagon) € um novo
membro da familia do glucagon. Este péptido foi recentemente identificado em alguns
vertebrados tais como o largato, a galinha e no anfibio Xenopus, e também foi identificado em
alguns peixes teledsteos, tais como o medaka, takifugu, tetraodon e esgana-gata. No entanto o
GCRP parece estar ausente no genoma de mamiferos. As fungdes deste péptido sdo muito

pouco conhecidas, no entanto partilha elevada similaridade com o GLP-1 (Park et al., 2013).
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1.3 Recetores do glucagon e péptidos relacionados
1.3.1 Estrutura dos recetores

Os recetores acoplados a proteina G (GPCR), tém uma localizagdo transmembranar e
desempenham um papel crucial na transdug¢do de sinal. Os GPCRs sdo caracterizados por
serem em grande numero ¢ pela sua diversidade, permitem responder a uma grande variedade
de sinais externos a célula (Katritch et al., 2012). Os recetores desta superfamilia partilham
uma estrutura conservada ao longo da evolugdo e constituem 1 a 2% do nimero total de genes
humanos. Os GPCRs sdo constituidos por 7 regides transmembranares muito conservadas que
ligam o recetor a membrana celular e tém acoplado a regido C-terminal uma proteina
especifica, a proteina G, que tem capacidade para ligar GTP (guanosina trifosfato) e GDP

(Guanosina difosfato) e apresenta trés subunidades (af}0) (Figura 6).

0

Membrana
_ Efector
Enzima
Ga. Gﬁy —_— G Canal
GTP

Mensageiros
intracelulares

Figura 6. Estrutura geral dos recetores acoplados a proteinas G (GPCRs) na membrana
celular. As sete regides transmembranares (TM1 a 7) caracteristicas dos GPCRs estdo
representadas bem como o dominio N-terminal que estd localizado na regido extracelular e é a
principal regido da molécula envolvida na ligacdo ao péptido. O dominio C-terminal
encontra-se na regiao intracelular e interage com as subunidades do complexo de proteinas G
para ativar 0s diferentes mensageiros intracelulares (retirado de
http://www brown.edu/Research/Fly_Aging/research.htm).

Quando o péptido ligando se liga ao recetor na extremidade N-terminal ativa a
proteina G, que por sua vez produz mensageiros secundarios como AMPc (Adenosina
Monofostato ciclica), via adenilciclase ou IP3 (Inositol 1,4,5-Trifosfato), via fosfolipase C

(Cardoso, 2005, Katritch et al., 2012) (Figura 7).
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Figura 7. Representacio esquematica das vias de sinalizacio desencadeadas pela
interacdo do GLP-1 e GIP com os seus recetores em células f-pancreaticas humanas e
consequente libertacdo de insulina. A interacdo do GIP e do GLP-1 com os seus recetores
desencadeia os mecanismos de transducao de sinal intracelular através do aumento do AMPc
que ativa a proteina cinase A (PKA) e o Epac2. A PKA bloqueia a atividade dos canais
16nicos membranares e facilita a despolarizacdo da membrana o que leva a entrada de ides
calcio pelos VDCC (voltage-gated calcium channels) e estimula a libertacdo de calcio
intracelular do reticulo endoplasmatico. O aumento de calcio intracelular, estimula a
transcrigdo da proinsulina e facilita a fusdo dos granulos de insulina com a membrana
plasmatica e consequentemente a sua libertagdo das células f-pancreaticas. A producao de
ATP nas mitocondrias ¢ aumentada devido ao aumento do calcio intracelular que por sua vez
¢ uma consequéncia da ativacao do recetor GLPIR (retirado de Yabe et al., 2011).

A superfamilia GPCR tem 5 familias principais: Glutamato, Rodopsina, Adesao,
Secretinas e “Frizzeled/tast2” e os recetores do glucagon e péptidos relacionados fazem parte
da familia das Secretinas, também designada de familia 2 GPCRs (Siu et al., 2010). A familia
das Secretinas constitui uma das principais familias de recetores de hormonas caracterizados
em vertebrados. Os membros desta familia sdo caracterizados pela presenca, na sua estrutura,
de um dominio N- terminal extracelular relativamente grande em relagdo aos outros recetores
que contém seis cisteinas e varios motivos de glicosilagdo muito conservados € que t€ém um
papel importante para a estabilizacao do recetor e na formacao do ligand-binding pocket (Pal

et al., 2012 e Kobilka, 2007).

11
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Em mamiferos quatro recetores especificos para cada péptido da subfamilia do
glucagon foram caracterizados e sdo o recetor do glucagon (GCGR), recetor do GLP-1
(GLPIR), recetor do GLP-2 (GLP2R) e o recetor do GIP (GIPR). Genes homodlogos, em
sequéncia e fungdo, relativamente aos membros desta familia em mamiferos, foram
identificados em outros vertebrados tais como aves, anfibios e peixes e, recentemente, 0 novo
membro desta familia 0 GCRPR ausente do genoma de mamiferos, foi identificado em outros
vertebrados (Park et al., 2013). Estudos de cristalografia de raio X construiram um modelo
que explica a ligagao dos péptidos aos recetores e concluiram que a ligagdo GLP-1/GLPIR se
efetua na regido N-terminal extracelular do recetor e residuos da regido central da alfa helice
(Moon et al., 2012, Baggio et al., 2007). Estudos in vitro sugerem que o primeiro loop
extracelular e o dominio N-terminal do GIPR, sdo importantes para a afinidade com o seu

ligando GIP e a consequente ativagao (Yabe et al., 2011, Baggio et al., 2007).

De acordo com a sua similaridade em sequéncia e afinidade para os péptidos ligandos
para além dos membros da subfamilia glucagon, 4 outras subfamilias de recetores fazem parte
da familia das secretinas-GPCR e sdo: a subfamilia dos recetores para PACAP ou PACI
(recetor do Pituitary Adenylate Cyclase-Activing Polypeptide), recetor da secretina (SCTR),
GHRHR (recetor do Growth Hormone-Releasing Hormone) ¢ VIPR ou VPAC (recetor do
vasoactive Intestinal Polypeptide); subfamilia dos CRHR 1 e 2 (recetor do Corticotrophin
Releasing Hormone); subfamilia do CALCR (recetor da calcitonin) e CALCRL (recetor da
Calcitonin Related- Like Peptide); ¢ a subfamilia da PTHR (recetor da Parathyroid Hormone)
e PTHrPs (recetor da PTH- related peptide) (Siu et al., 2010) (Figura 8).

1.3.2 Distribuicio e fun¢ido dos recetores da familia do glucagon em
mamiferos

O glucagon, exerce o seu efeito através da ligagao ao recetor transmembranar GCGR.
O recetor do GCG em humanos ¢ constituido por 477 aminoacidos € tem maior expressao ao
nivel dos rins e figado, mas também se pode encontrar no pancreas, no cérebro, no bago, no
trato gastrointestinal, no coragdo, nos adipocitos e na retina (Kim et al., 2008). As acdes do
recetor variam em fung¢do do tecido onde ¢ expresso. No cérebro tem uma fungdo
neuroenddcrina, no tecido adiposo favorece a lipolise e no coragdo acelera o ritmo cardiaco
(Kim et al., 2008). Em mamiferos o GCGR ¢ expresso nas células ilhéus a, mas também nas

células B do pancreas estando envolvido no mecanismo de feedback bidirecional da regulagao
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da glicose (Habegger et al., 2010). A sinalizacao via GCGR também ¢ crucial para permitir

uma proliferacao celular normal no pancreas (Habegger et al., 2010).
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Figura 8. Relacio filogenética entre os membros da familia GCGR/GLPR/GIPR com os
outros recetores da familia 2 GPCRs ou familia das secretinas. A representacdo da
interacao tridimensional das diferentes regides extracelulares (a verde) com os diferentes
ligandos (cores diferentes) deduzidas por raios-X ou NMR estdo ilustradas. Os membros da
familia CGCR/GLPR/GIPR sdao filogeneticamente mais relacionados com o grupo
VIPR/PACAPR/GHRHR e ambas as subfamilias divergiram do mesmo ancestral comum
ap6s os PTHRs (retirado de Siu et al., 2010).

O GLP-1 interage com o GLPIR para exercer a sua a¢do. E um recetor com 463
aminoacidos no humano e encontra-se expresso ao nivel das c€lulas B do pancreas e a sua
acdo neste 6rgao estimula a libertagdo da insulina. No sistema nervoso central e periférico este
recetor esta envolvido em fung¢des neuroprotectoras, na redugao do apetite e na perda de peso.
O GLPIR encontra-se também expresso nos rins, no pulmao e no coragdo mas a sua fungao
nestes o0rgaos ainda ndo ¢ bem conhecida. A sua fun¢do em outros vertebrados ¢ relativamente
conservada a excecdo dos peixes que tem um efeito semelhante ao GCGR de mamiferos
(Polakof et al., 2011). No humano o recetor para o GLP-2 ¢ constituido por 551 aminoécidos,

apresenta bastante homologia com o GLPIR, mas a sua expressao encontra-se essencialmente
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ao nivel do intestino delgado, mas também nos pulmdes e hipotalamo (Marathe et al., 2013).
A sua fungao ¢ relativamente pouco estudada em relagdo aos outros membros desta familia,

inclusive em mamiferos.

O recetor do GIP (GIPR) ¢ constituido por 466 aminoicidos em humano. E
essencialmente expresso nas células B do pancreas onde estimula a secre¢ao da insulina e
inibe a secrecdo de 4cido géstrico. E estruturalmente semelhante ao GLPIR o que pode
explicar as fungdes semelhantes entre o GIP e GLP-1 na regulagdao da glucose (Yabe et al.,
2011). Em mamiferos, o GIPR ¢ maioritariamente expresso no pancreas, no estbmago € no
tecido adiposo no entanto ja foi detetado em outros tecidos tais como no coracao, nos pulmoes
e no sistema nervoso central. No tecido adiposo o GIPR estd envolvido na regulacdo do
metabolismo dos lipidos mas em outros tecidos a sua funcdo ainda ndo ¢ conhecida (Figura
6) (Yabe et al., 2011, Baggio et al., 2007). A sua fungdo em outros vertebrados ¢ ainda pouco

estudada.

1.4 Evoluc¢ao da familia do glucagon e seus recetores

Membros da familia do glucagon e seus recetores ja foram isolados e caracterizados
em varias espécies de peixes € em outros vertebrados tais como anfibios, aves e varios
mamiferos incluindo o humano, e a sua presenca e o seu papel conservado na regulacao dos
niveis de glucose no plasma sugerem que este sistema desempenha um papel fundamental na
fisiologia (Irwin et al., 2011) (Figura 9).

Em peixes 5 recetores existem (GIPR, GLPIR, GLP2R, e dois GCGR) em
comparagdao com 4 (GIPR, GLPIR, GLP2R, GCGR) em mamiferos e a presenga de genes
extra no genoma deve-se a eventos de duplicagdo especificos na linhagem dos peixes

teledsteos (Irwin et al., 2005, Irwin et al., 2011) (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica da evolucio do precursor proglucagon em
vertebrados. O precursor do proglucagon esté representado por um retangulo e as diferentes
cores representam as regides que codificam para os diferentes péptidos: glucagon GCG
(amarelo), GLP-1 (azul) e GLP-2 (verde). IR e 2R representam os eventos de duplicacdo do
genoma que ocorreram durante a evolucdo dos vertebrados e 3R representa o evento de
duplicagdo do genoma especifica dos peixes teledsteos (adaptado de Ng et al., 2010).

Recentemente, no genoma de peixes, anfibios e aves foi identificado um novo gene
que codifica um novo recetor desta familia especifico para o glucagon-related peptide
(GCRPR). Os estudos sobre a sua funcdo sdo praticamente inexistentes mas a estudos de
expressao revelaram a sua presenca no cérebro de Xenopus (Irwin et al., 2011). Em humano
este recetor ainda ndo foi isolado e tal como o seu péptido especifico, parece que foram
eliminados do genoma de mamiferos durante o processo evolutivo (Irwin et al., 2011, Park et
al., 2013, Irwin, 2014). O GCRPR ¢ filogeneticamente mais semelhante ao GIPR e
recentemente foi sugerido que a sua presenca ou auséncia no genoma do peixe zebra e outros
peixes em geral podera estar relacionada com a auséncia ou existéncia do sistema GIP/GIPR,

respetivamente (Park et al., 2013).

1.5 O papel do glucagon e seus recetores na homeostasia da glicose em
peixes

Os primeiros estudos de metabolismo da glucose em peixes datam de meados de 1800,
com a descoberta dos corpos de Brockmann em teledsteos por Stannius e Langerhans. Phillps
et al (1948) e Falkmer (1961) foram os primeiros a propor que os peixes eram resistentes a
hiperglicémias e a ideia de que os peixes eram intolerantes a glicose € que ndo possuiam

capacidade para regular os niveis de glicose no plasma persistiu durante muito tempo (Moon,
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2001). No entanto, recentemente foi demonstrado que em peixes, tal como em mamiferos,
existem mecanismos centrais e periféricos que controlam e contribuem para a regulacao do
metabolismo da glicose (Polakof et al., 2006, 2007, 2008). Os peixes teledsteos sao o grupo
de vertebrados bastante diverso com mais de 25 mil espécies identificadas e os niveis de
glucose no plasma nas poucas espécies estudadas revelam que sdo uma caracteristica de cada

espécie (Polakof et al., 2012) (Figura 10).
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Figura 10. Variacio da percentagem de aumento da glicemia em mamiferos e em
diferentes peixes quando sujeitos a um teste de tolerancia a glicose oral ao longo do
tempo (horas) (retirado de Polakof et al., 2012).

Viérios estudos demonstram que em peixes, tal como em outros vertebrados, a insulina
provoca um efeito de hipoglicémia. No entanto a resposta € mais lenta e niveis constantes de
glicémia verificam-se mesmo apds situagcdes de jejum ou ingestdo de alimentos (Polakof et
al., 2011). Os peixes em geral apresentam elevada tolerancia a hiperglicémias, (estudos em
perca indiana (Anabas testudineus) indicam uma diminui¢do da hemoglobina glicosilada
perante uma situacdo de hiperinsulinémia ou hiperglicémia) sem desenvolverem sintomas
tipicos da diabetes em mamiferos (Barma et al., 2006). Em peixes, a temperatura corporal
(Connors et al., 1978), alteracdes ambientais (Soengas et al., 1992), fatores de stress (Conde-
Sieira et al., 2010), mudangas na composicao da dieta (Soengas te al., 2006), podem também

influenciar o metabolismo da glicose (Polakof et al., 2012) (Figura 11).
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Figura 11. Variacao da glicémia em mamiferos (rato, humano, coelho e gato) e em peixes
(truta) submetidos a diferentes alteracoes fisiologicas, ambientais e farmacolégicas. De
notar o efeito contraditério do GLP-1 entre mamiferos e peixes enquanto que o glucagon ¢ a
insulina apresentam o mesmo padrao de resposta. O glucagon foi injetado em truta (10-100
ng/Kg) e no rato (200 pg/Kg); para o teste do GLPI1 injetaram em truta (100 pg/Kg) e no
humano (0.5 pmol/Kg/min), a insulina foi testada em truta e coelho e o jejum foi de 21 dias
comparando a truta com o rato e a realimentagdo ocorreu 3 dias depois do jejum. Imagen
retirada de Polakof et al., 2012.

A glicose estimula a secrecdao de insulina (produzida nos corpos de Brockmann) em
muitas espécies de peixes contudo a secrecao de insulina ¢ induzida sempre apos ingestdao de
alimentos independentemente de uma dieta com ou sem hidratos de carbono.

Evidéncias da existéncia em peixes de um sistema complexo envolvido na regulagao
da glicose foi demonstrado em situagdes de hiperglicémia, em que se verificam alteracdes da
ingestdo de comida e em situagdes de jejum em que se verificam alteracdes nos niveis de
glicose e de glicogénio (Soengas e Aldegunde, 2004; Soengas et al., 2006). Perante situagdes
de jejum verificam-se baixos niveis de insulina no plasma e aumenta o glucagon e os niveis
de glucagon s6 diminuem apos ingestdo de alimentos hidratos de carbono (Polakof et al.,
2012) (Figura 7). Estudos recentes mostram a possibilidade da existéncia de um eixo
intestino-cérebro ancestral em alguns peixes teledsteos em que o peptideo GLP-1 tal como o
seu recetor (GLP1R) parecem estar envolvidos na ativacdo do sistema sensor de glicose € o
GLP-1 tem uma acao hiperglicemiante semelhante ao do glucagon inibindo a ingestdo de

comida (Polakof et al., 2011a).
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Em peixes, tal como em outros vertebrados estudos in vivo e in vitro indicam que o
glucagon e a insulina sdo também as principais hormonas reguladoras do metabolismo da
glicose (Epple et al., 1987, Mommsen e Plisetskaya, 1991, Plisetskaya e Mommsen, 1996)
(Figura 11). Experiéncias realizadas em truta revelaram que a insulina induz a glicélise, inibe
a gliconeogénese, ¢ aumenta a sintese de glicogénio no figado, no musculo e no tecido
adiposo (Polakof et al., 2012). O glucagon ¢ libertado dos corpos de Brockmann ¢ em truta
ap6s a ligacdo ao recetor ativa a via AMPc induzindo a nivel hepatico a glicogendlise e a
gliconeogénese em respostas a situagoes de hipoglicémias (Puviani et al., 1990).

Em peixes, o GLP-1 foi isolado no trato gastrintestinal sendo o seu principal 6rgao de
acao o figado, podendo também ter um papel fisioldgico no cérebro (Plisetskaya € Mommsen,
1996, Polakof et al., 2011a). O GLP1 em peixes tem uma fun¢do muito diferente do que se
verifica nos mamiferos. Este péptido permite também a libertagdo de glicose dos hepatocitos
(glicogendlise) e a gliconeogénese no entanto desconhece-se ainda de que forma uma
alimentagdo rica em carbohidratos afeta os niveis de GLP1 (Polakof et al., 2012) (Figura 11).

As funcdes do GLP-2 em peixes estao ainda pouco estudadas (Polakof et al., 2012) e as do
GIP que em mamiferos tem propriedades insulinotrdpicas em peixes ainda se desconhece o
efeito devido ao numero restrito de espécies onde foi isolado. Sabe-se que este péptido €
produzido no intestino, existe ao nivel dos corpos de Brockmann e estudos em peixe zebra
revelaram que ocorre um aumento da sua expressao apods situacdes de jejum (Musson et al.,

2009).

1.6 Contextualizacio do trabalho no Ambito da biotecnologia

Os problemas associados a desregulacdo do metabolismo da glicose e a prevaléncia de
doencas associadas ao metabolismo da glicose em mamiferos estdo normalmente associadas a
causas enddcrinas e muitos dos tratamentos passam por administracdo hormonal para repor os
niveis homeostdticos de glicemia. A contextualizacdo deste trabalho no ambito da
biotecnologia aplicada estd associada ao seu potencial contributo na saide humana e na
melhoria da producdo animal por vias biotecnologicas.

Na saide humana um conhecimento mais profundo deste sistema em outros
vertebrados ird permitir desenvolver novas abordagens no combate as doengas associadas ao
metabolismo e regulagdo de glicose nomeadamente no desenvolvimento de novos fairmacos
tendo por base os péptidos funcionais homélogos em peixes e os seus recetores. A

caracterizacdo dos recetores para o glucagon e seus péptidos em peixes teledsteos vai permitir
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conhecer melhor o papel deste sistema em vertebrados e possivelmente identificar e
caracterizar novas moléculas e fung¢des fisioldgicas que foram eliminadas durante o processo
evolutivo em mamiferos mas que permanecem em outros vertebrados e o seu isolamento
podera contribuir para identificar novas drogas que potencialmente poderdo ser utilizadas em
mamiferos. A diabetes € a doenga enddcrina mais frequente e deve-se a uma desregulacdo na
producdo de insulina. Muitos dos tratamentos aplicados a esta doenca envolvem ndo sé a
administracdo de insulina como também de alguns destes péptidos tal como do GCG e GLP-
1. Os péptidos humanos glucagon e GLP-1 recombinados (utilizando bactérias como sistemas
hospedeiros) tém sido utilizados na medicina humana para regular o metabolismo da glicose.
O glucagon é administrado em casos de hipoglicemia em doentes com diabetes tipo 1 e os
agonistas do péptido GLP-1 funcionam como mimético da incretina e sdo utilizados
nomeadamente em doentes com diabetes tipo 2 (Gallwitz, 2011).

No entanto este tipo de péptidos tem um tempo médio de vida curto e sdo de fécil degradagao
no organismo e a utilizacdo de péptidos homdlogos de peixes com funcdes idénticas podera
ser uma alternativa vidvel para aumentar o tempo de vida do glucagon e outros péptidos desta
familia em humanos e aumentar a sua eficdcia.

Em producdo animal e especificamente em aquacultura, o problematica das fontes de
proteina e lipidos para producao de ragdes tem levado a um aumento na utilizagdo da material
vegetal. Um melhor conhecimento sobre a fisiologia dos peixes nomeadamento na regulacdo
de glucose e a tolerancia a glicose € fundamental. O sistema enddcrino € uma parte central na
regulacdo de glucose e um melhor conhecimento sobre o papel do glucagon e seus recetores
vai permitir aumentar o conhecimento sobre a utilizacdo de glicose em peixes. Esta
informacao poderd ajudar a desenhar novas dietas adequadas e direcionadas para a otimizacdo
de crescimento e aumento de massa corporal, que representam os elementos chave na

sustentabilidade econémica da aquacultura.
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2. Objetivos

O sistema enddcrino do glucagon e seus recetores tem um papel crucial na regulacao
da glicose em mamiferos ¢ a sua aplicagdo no tratamento de doencas associadas a
desequilibrios da glicose, tem sido cada vez mais utilizada. A existéncia de membros desta
familia com fungdes antagonicas na regulagdo da insulina em mamiferos, torna o seu estudo
extremamente interessante e complexo. Em peixes apesar da existéncia de genes homdlogos
os mecanismo da regulagdao enddcrina da glicose que envolvem membros desta familia sdo
muito pouco conhecidos € o seu estudo comparativo poderd contribuir para uma melhor
compreensdo da sua fungdo e evolucao na homeostasia da glicose em vertebrados, bem como
elucidar sobre o seu potencial envolvimento em outros processos fisiologicos.

O objetivo principal deste trabalho consiste em identificar e caracterizar
funcionalmente os membros da subfamilia do glucagon e seus péptidos ligandos em peixes e
determinar qual o seu papel na regulagdo da homeostasia da glicose. Este objetivo sera
alcancgado através de:

a) Identificagdo in silico, estudo evolutivo e funcional dos recetores e péptidos da
familia do glucagon em peixes;

b) Caracterizacdo do seu potencial papel funcional e envolvimento na regulacdo da

glicose em peixes.
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3. Materiais e Métodos

O trabalho experimental desenvolvido encontra-se abaixo descrito e esta organizado em duas
secgoes (Figura 12):

3.1 Anélise bioinformatica com o objetivo de identificar os membros da familia do
glucagon e seus recetores em peixes;

3.2 Técnicas de biologia molecular com o objetivo de caracterizar o seu papel

funcional na regulagdo da glicose em peixes.

3.1.1 Pesquisas 3.1.2 Alinhamentos 3.1.3 Arvores 3.1.4 Caracterizacdo
in silico em multiplos filogeneticas do ambiente
bases de dados de sequéncias genémico

1- Identificacdo dos membros da familia do glucagon e seus receptores em
peixes

3.1 Bioinformatica

2- Caracterizar o papel funcional dos receptores na regulacdo da homeostasia
da glicose em peixes

Distribuicdo tecidular dos Papel dos receptores na regulacdo
receptores da glucose
(q-RT-PCR) (q-RT-PCR)

3.2 Biologia molecular

Figura 12. Representacio esquematica da metodologia seguida ao longo do decorrer do
trabalho experimental.

3.1. Analise bioinformatica

3.1.1 Pesquisas in silico em bases de dados

Como o objetivo de identificar e caracterizar a evolugdo dos membros da familia dos
recetores GCG/GIP e os seus péptidos ligandos em peixes, os recetores e péptidos

previamente isolados no peixe zebra e no humano foram utilizados para pesquisar genes
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homdlogos em diferentes bases de dados (genomas, ESTs e nucledtidos) existentes para

vérios peixes (Tabela 1).

Tabela 1. Principais bases de dados consultadas, durante as pesquisas de bioinformatica
para recolha de sequéncias.

Espécies website Acedido em

Peixes de Celacanto www.ensembl.org Outubro, 2013
barbatana lobada

www.ensembl.org/

http://www .ncbi.nlm.nih.gov/ Outubro, 2013

Peixe de Tele6teos
barbatana raiada

Outros
teledsteos
Robalo Sea bass genome assembly (privada) Outubro 2013
Salmao http://salmondb.cmm.uchile.cl/blast/ Abril, 2014
Enguia http://www .zfgenomics.org/sub/eel Abril, 2014
Petx? s . Tubardo http://esharkgenome.imcb.a-star.edu.sg Outubro, 2013
cartilagineos elefante
Agnatha Lampreia www.ensembl.org Outubro, 2013

3.1.2 Pesquisas em bases de dados de genomas

Para a identificagdo do novo membro desta familia, o recetor GCRPR, foi utlizada a
sequéncia de Takifugu (Takifugu rubripes) (ENSTRUGO00000015257) e para o novo peptideo
GCRP utilizou-se a sequéncia da galinha, Gallus gallus (JH375139.1) e medaka (Oryzias
latipes) (scaffold 169) (Park et al., 2013; Irwin et Prentice, 2011). Os resultados obtidos foram
selecionados de acordo com a sua maior similaridade para as sequéncias alvo e os que
apresentavam valores estatistico esperado (e-values) mais baixo. Pretendeu-se consultar varias
bases de dados de peixes evolutivamente distantes desde os peixes de barbatana lobada (lobe
finned fish), passando pelos peixes de barbatana raiada (ray finned fish, onde estao incluidos
os peixes teledsteos), peixes cartilagineos e as lampreias (representantes da ordem dos
Agnatha, primeiro grupo de vertebrados a emergir).

As pesquisas também foram realizadas em genomas de vertebrados terrestres e em
invertebrados. Os genomas de vertebrados incluiram o genoma do anfibio Xenopus tropicalis,
dos répteis o lagarto (4nolis carolinensis) e da tartaruga chinesa (Pelodiscus sinensis), da ave
a galinha (Gallus gallus), e de mamiferos o humano (Homo sapiens) e o rato (Mus musculus)
que também estdo disponiveis no ENSEMBL (http://www.ensembl.org). Os invertebrados

pesquisados foram o dos representantes de cordados ancestrais, o ourigo-do-mar
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(Strongylocentrotus purpuratus, (http://metazoa.ensembl.org/), o cefalocordado anfioxo
(Branchiostoma floridae, http://genome.jgi-psf.org/Brafll/Brafll.home.html, acedida em
abril, 2014) e do tunicado Ciona intestinalis (http://www.ensembl.org). As sequéncias de
aminoacidos dos ligandos proglucagon, GIP ¢ GCRP, também foram pesquisadas para as
mesmas espécies referenciadas na pesquisa dos recetores e recorrendo as mesmas bases de

dados respetivamente.

3.1.3 Pesquisas em bases de dados de ESTs

As pesquisas em bases de dados de ESTs (Expressed Sequence Tags — consideradas
partes de sequéncias obtidas em projetos de sequenciacao de clones de cDNA) em peixes,
teve por principal objetivo a) identificar novos transcritos € complementar as pesquisas
realizadas no genoma e b) identificar tecidos alvo onde os membros desta familia se
encontram  expressos. Estas pesquisas foram efetuadas na base de dados
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando como molde os genes homologos identificados em
Tilapia (Oreochromis niloticus) para os recetores e ligandos de interesse neste trabalho a
excecao do GIP para o qual se recorreu ao peixe zebra Danio rerio (NP_001073528.1). A
Tilapia foi escolhida pois foram identificados no seu genoma todos os recetores e ligandos
membros desta familia.

Assim para a pesquisa dos EST’s em peixes utilizou-se o algoritmo tblastn (que
permite procurar na base de dados de nucledtidos utilizando sequéncias deduzidas de
proteinas), e os resultados da pesquisa foram agrupados por espécie e apenas selecionamos 0s
EST’s que tinham um e-value inferior ¢*°. As sequéncias foram retiradas e comparadas com
as de tilapia para verificar a sua homologia e o local de origem (tecidos) onde os EST foram
isolados foram anotados. A pesquisa para os ligandos foi efetuada de maneira idéntica
utilizando a sequéncia do proglucagon 1 e 2 da tilapia e do GIP de peixe zebra

(NP_001073528.1).

3.1.4 Alinhamentos multiplos de sequéncias

A anélise comparativa das diferentes sequéncias retiradas foi realizada com o objetivo
de identificar semelhancas/diferengas entres regides potencialmente estruturais e
funcionalmente importantes entre os diferentes membros da familia com outros vertebrados.
Para tal, alinhamentos multiplos de sequéncias foram realizados utilizando o programa

Clustal W (http://www.genome.jp/tools/clustalw/). O software GeneDoc foi utilizado para
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editar os resultados dos alinhamentos e determinar percentagens de identidade e similaridade
entre as varias sequéncias em estudo. Os dominios transmembranares dos recetores e regioes
dos péptidos maduros foram identificados por comparagdo com as anotacdes ja descritas no

humano no UniProt (http://www.uniprot.org).

3.1.5 Analise filogenética

Para caracterizar a evolucdo dos recetores e péptidos ligandos arvores filogenéticas
foram construidas com base em alinhamentos de sequéncias utilizando as sequéncias de
aminoacidos deduzidas dos genes e transcritos identificados anteriormente. As arvores foram
construidas utilizando a plataforma Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr/) e o programa
Prot Test 2.4 server (http://darwin.uvigo.es/software/prottest2 server.html) foi utilizado para
escolher a matriz mais adequada para a andlise evolutiva. As arvores filogenéticas para os
recetores foram construidas utilizando as regides mais conservadas entre os recetores desde a
regido transmembrar 1 (TM1) até a regido transmembranar 7 (TM7) incluindo as regides intra
e extracelular entre os dominios TMs. Na andlise incluimos um total de 98 recetores e a
arvore foi construida usando dois métodos: o maximum likelihood (ML) e método de
neighbour-joining e analise estatistica dos ramos foi realizada utilizando 100 e 1000
replicados de bootstrap, respetivamente (Felsenstein, 1985). A sequéncia para PTHIR do
humano (ENSP00000321999) foi utilizada para enraizar a arvore. O modelo escolhido para a
constru¢do da drvore de acordo com o modelo estatistico Akaike Information Criterion (AIC)
(Abascal et al., 2005) foi o JTT + G + F (Jones et al., 1992) com 4 gamma-distributed rate
categories e um valor de gamma shape fixo de 0.77. Para a analise filogenética dos ligandos
utilizamos as sequéncias completas da proteina para precursor pro-GCG que inclui o GCG,
GLP-1 e GLP-2 e do percursor GIP e o peptideo maduro para o GCRP, que foram submetidas
no programa Prot Test 2.4 server (http://darwin.uvigo.es/software/prottest2 server.html) e
obtivemos como modelo mais adequado o JTT+I+G com um gamma shape fixo de 1.404 e
uma propor¢do de locais invaridveis (invariable sites) fixo de 0.007. A &4rvore nao foi

enraizada.
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3.1.6 Caracterizacio do ambiente genomico

O ambiente gendmico dos recetores foi caracterizado com base na anotacao dos genes
vizinhos de acordo com o programa ENSEMBL. Esta anélise foi realizada para a) caracterizar
a evolucao dos recetores do GIPR e GIP em peixes, e b) caracterizar a origem dos recetores
GCGR/GIPR em deterostomios comparando o ambiente genémico de Ciona com a spotted
gar e o humano.

A regido do genoma na vizinhanca do GIPR e GIP de peixe zebra foi utilizada como
modelo para identificar regides homologas de genes nos genomas de outros peixes
evolutivamente distintos utilizando pesquisas de similaridade de sequéncias ou por anotagao
in silico. Genes que foram identificados conservados entre os diferentes peixes foram
utilizados para pesquisar os genomas de tubardo elefante e da lampreia mas sO regides
fragmentadas foram encontradas.

A comparagdo entre os genomas de Ciona e dos vertebrados foi feita utilizando o
programa BioMart disponivel no ENSEMBL. Uma regido de cerca de 2 Mb acima e abaixo
do loci dos dois recetores  glucagon-like = (ENSCIONGO00000006557 e
ENSCIONGO00000006559) de Ciona intestinalis no cromossoma 2 foi selecionada e utilizada
para identificar regidoes homologas no genoma de duas espécies representativas da evolucao
dos vertebrados: a sppoted gar (peixe teledsteo que ndo sofreu o processo de duplicacao do

genoma em peixes) € o humano que contém os recetores GCGR/GIPRs.

3.2 Amostragem e métodos experimentais de biologia molecular

3.2.1 Escolha das espécies e recolha de tecidos

Neste estudo utilizamos dois peixes teledsteos com habitos alimentares distintos, a
tilapia (Actinopterygii, Perciformes, Cichlidae, Oreochromis mossambicus) um peixe
herbivoro/omnivoro e o robalo (Actinopterygii, Perciformes, Moronidae, Dicentrarchus
labrax) um peixe carnivoro, ambos obtidos dos stock de peixes mantidos pelo laboratério no
PRODEP e do Ramalhete, respetivamente. Os peixes foram anestesiados em gelo e
seguidamente sacrificados por decapitacao e varios tecidos foram recolhidos e guardados a -
80 °C até posterior utilizacdo. A tilapia foi utilizada para isolar e caracterizar a distribui¢ao
tecidular dos recetores pois o genoma da tilapia (Oreochromis niloticus, espécie muito
semelhante a experimental) ja se encontra sequenciado e bem anotado, reproduz-se facilmente
em cativeiro e existe em abundancia no stock da universidade. De tilapia foram retirados os

seguintes tecidos: gonadas, musculo branco, branquias, coragado, figado, duodeno e cérebro.
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O robalo foi utilizado para caracterizar o papel dos recetores da familia do
glucagon/GLP1/GIP no metabolismo da glucose pois ao contrario da tildpia, o nivel de
glicose em robalos ¢ bastante variavel, e ¢ um peixe que apesar de utilizar na sua dieta poucos
hidratos de carbono, numa situacao de jejum o nivel de glucose pode variar num curto espago
de tempo e em testes de tolerancia a glicose a metabolizacdo da glicose ¢ relativamente
rapida, ainda que seja mais lenta que em peixes herbivoros/omnivoros (Viegas et al., 2011 e
Enes et al., 2011). Para esta experiéncia foram utilizados tecidos de robalo recolhidos de uma
experiéncia anteriormente realizada por elementos do laboratério onde os peixes foram
submetidos a um jejum até 48h e tecidos amostrados as 24h e 48h e onde estavam disponiveis
dados sobre o doseamento da glicemia nos diferentes periodos de tempo. Devido ao facto de
existir uma grande variabilidade entre os peixes do mesmo grupo e de nao existirem valores
de glicemia inicial (tempo zero da experiéncia) os peixes foram entdo divididos em dois
grupos, um com os niveis mais baixo indice de glicemia (4.3 mmol/l) e outro com os niveis
mais altos nivel de glicemia (11.4 mmol/l) para comparacao. Os tecidos escolhidos foram o
cérebro, o figado e o duodeno, uma vez que os recetores que provavelmente estdo envolvidos
na regulacdo da glicose GCGaR, GCGbR e GIPR tém maior expressao nestes tecidos. Dos
animais experimentais foram recolhidos e anotados antes da disseccdo dos tecidos, o peso e

comprimento.

3.2.2 Métodos experimentais de biologia molecular

3.2.2.1 Extracao do RNA

O RNA total foi extraido de diferentes tecidos de tildpia e robalo para sintese de
cDNA e andlise da expressao quantitativa por q-PCR. O RNA foi extraido de acordo com dois
métodos diferentes mas que se baseiam no mesmo principio: o Total RNA Kit I (OMEGADbio-
tek, VWR) foi utilizado para os tecidos de tilapia e o método de Extracdo de RNA total com o
Maxwell 16 Total RNA Purification Kit (Promega) foi utilizado para os tecidos de robalo, de
acordo com o protocolo do fabricante. Ambos tém por base quatro etapas, que correspondem
a lise das células e tecidos, desnaturacdo dos complexos de nucleoproteinas, inativagao
ribonucleases enddgenas e remocao de contaminantes (DNA e proteinas). Cerca de 30-50 mg
de tecido foram recolhidos e seguidamente homogeneizados em solucdo de lise com [-
mercaptoetanol (BME). Os tecidos foram completamente homogeneizados utilizando um
processo de disrup¢ao mecanica usando o ultraturrax (Maxwell 16 Total RNA Purification

Kit) e no Total RNA Kit I, os tecidos foram macerados manualmente e repousaram durante 10
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min a temperatura ambiente. Seguidamente foram centrifugar durante 10 minutos a 10000
rpm para separar restos de tecidos que ainda possam existir € obter um homogeneizado limpo.
Para o Total RNA Kit I o sobrenadante foi retirado para um eppendorf limpo e foi adicionado
igual volume de etanol 75% eluido com agua DEPC. A mistura foi agitada com a pipeta (por
vezes pode formar-se um precipitado de DNA), colocada na coluna de filtragao e centrifugada
durante 1 min na velocidade 13000 rpm a temperatura ambiente. O filtrado foi descartado e
adicionou-se 500ul de solu¢ao de lavagem (wash buffer I) a coluna e centrifugou-se
novamente 1 min 13000 rpm & temperatura ambiente. Este procedimento foi repetido
novamente mas utilizando a solugdo de lavagem II (wash buffer II). Para retirar os restos de
etanol, a coluna foi novamente centrifugada (2 minutos, 13000 rpm a temperatura ambiente)
sem liquido e a coluna seca foi transferida para um novo tubo onde foi adicionado 50ul de
agua DEPC para eluir o RNA. Para os extratos realizados com o Maxwell 16 Total RNA
Purification Kit utilizaram-se beeds magnéticas MagneSil® PMPs para remover os
contaminantes e a purificacdo do RNA foi feita automaticamente. O RNA obtido diluido em
agua DEPC foi quantificado por espectrofotometria (A= 260 nm) no Nanodrop 1000 obtendo
um valor em ng/ul e foi separado em gel de agarose a 1% em TAE para verificar a sua

integridade.

3.2.2.2 Tratamento do RNA

O RNA total extraido foi tratado com a enzima DNAse para eliminar potencial
contamina¢do com DNA genomico utilizando o kit DNA-free Kit (Ambion, UK) de acordo
com o fabricante. Para concentrar as amostras o RNA foi precipitado adicionando 3 vezes o
volume do RNA de etanol a 100% e 1/10 do volume do RNA de acetato de sddio. A mistura
foi agitada e colocada durante a noite a precipitar -20°C. No dia seguinte 0 RNA foi lavado
duas vezes com 500 pl de etanol a 75%, seco por evaporacdo e ressuspendido no minimo
volume possivel. Ao RNAtotal precipitado (at¢ o maximo de 10 ug) foram adicionados Sul de
tampdo, 1 pl de DNAse (Turbo DNAse™, Ambion, life thecnology, 2 U/ ul) e agua para
perfazer um volume final de 50 pl. A mistura reacional foi incubada durante 30 min a 37°C e
seguidamente foram adicionados 5 pl de DNase inactivation reagente. As amostras foram
agitadas por vortex, repousaram 2 minutos a temperatura ambiente e foram centrifugadas a
10000 rpm durante 1 minuto e meio e o sobrenadante (at¢ ao maximo) foi retirado para um

eppendorfnovo.
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3.2.2.3 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado utilizando 500 ng de RNA total at¢ um volume méaximo de
12.5 pl. De seguida foram adicionados 1 pl de primers random hexamer (GE Healthcare,
UK), e desnaturou-se durante 5 min a 65 °C colocando-se em seguida em gelo. Ao RNA
desnaturado adicionaram-se 4 ul de 5 x tampao de reacao, 0.5 ul de Thermo Ribolock Rnases
(Fermentas, 40 U/ pul), 2 ul de 10 mM de dNTPs e 1 pl de Revertaid reverse transcriptase
(Fermentas, 200 U/ul) até um volume final de 20 pl. A sintese de ¢cDNA foi efetuada
colocando os tubos a 25°C durante 10 min, 42 °C durante 60 min ¢ 70 °C durante 10 min no
final guardou-se a -20 °C até utilizacdo. Com o objetivo de determinar a qualidade e
quantidade do cDNA sintetizado as amostras foram analisadas para a presenca da unidade
ribossomal 18S (gene de referéncia que € expresso em todos os tecidos) utilizando os primers
descritos na Tabela 2, de acordo com a mistura reacional descrita na Tabela 2 ¢ de acordo
com o ciclo (95 °C, 3 min; 95 °C 30 seg, 60 °C durante 30 seg, 72 °C, 30 seg repetidos 25
vezes; e 72 °C 5 min). O produto de PCR amplificado de tamanho esperado
(aproximadamente 500 pb) foi observado em gel de 1 % agarose/1 x TAE.

3.2.2.4 Desenho de primers

Com o objetivo de caracterizar/quantificar a expressdo dos recetores quer em tilapia
quer em robalo, primers para os recetores de interesse foram desenhados tendo por base a
sequéncia em nucledtidos dos 5 recetores (GCGRa, GCGRb, GLP2R, GIPR, GCRPR) de
tilapia e 3 recetores (GCGRa, GCGRb e GIPR) de robalo. Os primers foram desenhados em
locais especificos tendo por base regides diferentes entre os recetores, com um tamanho entre
19 e 23 pb e uma temperatura de melting proxima ou superior a 60°C e cujo produto de
amplificacao tivesse entre 70 a 200 pb. Para verificar que os primers nao formam dimeros ou
false primming quando em reacdo as sequéncias escolhidas foram analisadas no programa
Primer Premier. As sequéncias dos primers de cada recetor estdo descritas na Tabela 2. Os
primers foram sintetizados quimicamente (Sigma-Aldrich, UK) e diluidos em solugdes stock

a uma concentracao de 100 uM.

3.2.2.5 PCR-Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

Dois tipos de PCR foram utilizados neste trabalho o RT-PCR e o RT-PCR quantitativo
(q-RT-PCR). RT-PCR foi utilizado para testar as condicdes iniciais de PCR com os primers e

identificar tecidos alvo e depois da otimizagdo do PCR o g-RT-PCR foi realizado para
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quantificar a expressao em cada tecido por comparacdo com a abundancia dos genes de
referéncia. A técnica de PCR permite a amplificacio de DNA de forma exponencial através
de uma replicacdo de modo a facilitar a sua visualizacdo, delimitando as regides a amplificar
com a utilizacdo de primers especificos complementares com as sequéncias relevantes no
estudo. A reacdo de PCR consiste fundamentalmente em trés passos, a desnaturacao por agao
de temperaturas elevadas (93-98°C) que quebra as ligagdes do DNA e faz com que a cadeia
esteja apta a ligacdo do primer, ligagdo ou annealing dos primers quando os primers
encontram na cadeia de DNA a sua sequéncia homologa ligam-se e delimitando a regido a
replicar (temperatura de ligagao dependente de cada par de primers), e finalmente a extensao
(normalmente a 72°C) onde se da a polimerizagdo da cadeia e se obtém a copia completa da
cadeia molde, estes passos constituem o ciclo que € repetido varias vezes, num termociclador.

Nas reacoes de amplificagdo dos fragmentos utilizou-se, uma mistura reativa
constituida pela enzima Taq polimerase (Dream Taq DNA polimerase, 5 U/ul) — 0.06 ul, uma
DNA polimerase termoestavel, obtida a partir de uma bactéria termofilica (Thermus
aquaticus) que resiste as oscilagdes da temperatura durante o ciclo, um tampao especifico
para a enzima (Dream Taq Buffer) (10x) — 1.5 pl, uma mistura de nucledtidos (A, adenina, C-
citosina, G- guanina e T- Timina) ANTPs (10mM) - 0.3 ul/reagdo, os primers especificos
Forward (10 uM) - 0.3 ul/reagdo e Reverse (10 uM) - 0.3 pl/reagdo, a agua MiliQ (11.54
ul/reagao) e o cDNA (1 pl/reacdo) , com um volume final da mistura de 15 ul. De seguida
esta mistura reativa foi colocada num termociclador da BioRad de acordo com o ciclo: 95 °C
durante 3 min; seguida de uma fase ciclica de 95 °C, 30 seg, X °C 30 seg (X para cada par de
primers) e 72 °C 30 seg; e uma extensao final de 5 min a 72 °C para que se complete a etapa
de extensdao onde a enzima 7aq tem um papel fundamental pois permite a elongacao de todas
as moléculas amplificadas. Foram testadas varias temperaturas para cada par de primers e a

temperatura ideal esta descrita na Tabela 2.

As reagdes de q-RT-PCR foram realizadas em duplicado (<5 % variacdo entre
replicados) no equipamento o StepOne Plus Real-Time PCR Detection System (Applied
Biosystems, Portugal) em microplacas de 96 pogos (Bio-Rad, Portugal). O volume final
utilizado na reagdo foi 10 pl e esta continha 5 pl SsoFast EvaGreen supermix (Bio-Rad,
Portugal), 300 nM do primer forward(Fwd) e reverse(Rev) (0.2 ul primer Rev + 0.2 ul primer
Fwd). Para a tilapia foram utilizados 2 pl do cDNA template (amostras diluidas 1:5) com

excecao para o gene GCRPR e 18S em que as amostras foram diluidas 1:10 ou 2 pl do
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controlo (4gua). Para o robalo foram utilizados 2 pl do cDNA template (amostras diluidas
1:5), para todos os genes exceto o gene 18S para o qual as amostras foram diluidas 1:800.

As condi¢des de otimizacdao do ciclo foram: 95 °C durante 30 seg, seguido por 45
ciclos a 95 °C durante 5 seg e a respetiva temperatura de annealing para cada um dos genes
(Tabela 2) durante 10 seg. A curva padrdo foi construida utilizando dilui¢des seriadas de
DNA plasmideo contendo os genes de interesse e foi a partir destas que foram determinadas a
eficiéncia e o r* (coeficiente de determinacdo) das diferentes reagdes de PCR. Foram
realizadas curvas de melting para detetar situacdes de primer dimer e reagdes de controlo
negativo, para excluirmos possiveis contaminacdes. Foi utilizado o gene ribossomal 18S para
normalizar os valores obtidos. Para a tilapia foram utilizados 3 individuos e para o robalo 6
individuos, 3 de cada condi¢do experimental, e ainda cada uma das amostras foi testada em

duplicado.

Tabela 2. Lista de primers utilizados nas reacoes de PCR.
As temperaturas utilizadas e os parametros obtidos do q-RT-PCR estao indicados.

oA R?
Gene Primers T ( oc) Eficiéncia (Coeficiente de
( % ) determinacio)
PCR
Fwd- TCAAGAACGAAAGTCGGAGG
185 Rev- GGACATCTAAGGGCATCACA €0 - -
Fwd- GTAAAACGACGGCCAGT
Mi3 Rev- AACAGCTATGACCATG 60 - -
q-RT-PCR

Tildpia
Fwdl-GACTGATGTGAGTGAGATGCT
GCRPR Revl- GCTGTCAATGAAGACTGAAGC >8 107.6 0,992

Fwdl- ACAGACAACAGGGACGTCTTT

GIPR Revl- GTGGTTTTCAGAGAAAGCCAT 64 123 0,988
Fwd1-AACTCTCTTGAGCTTGTGAAG

GCGOR Revl- ACATTTACAGTGGTTCCTGGA 60 107.9 0,993
Fwd2-TGTAGACGGAAGCAGTCGCTA

GLP2R Rev2-CCTGACCTTGAAGTGGTTGGT 60 106 0,995

GCGaR Fwdl- TGTTTCCCTGCAAAAGCTGAC o 1129 0,995

Revl - GCACAACAACAGTAGTGTTAGG

Fwd-TGACGGAAGGGCACCACCAG
188 Rev- AATCGCTCCACCAACTAAGAACGC 60 %8 0,994

Robalo

Fwd-ACGGTTAGCTGTCGCATCG
GCGaR Rev-ACCAGGAGGTTGTGGAGGTAGA 60 109 0.97

Fwd-GCAACGGGACAGGGAAAGG
GCGbR Rev-CCAGCGGGTATGTGCGACA 60 96,2 0.98

Fwd-GCAGCAACACGCCACAGG
GIPR Rev-GAGCGGCAGACAGGGACA 62 915 0.98

Fwd-TGACGGAAGGGCACCACCAG
188 Rev- AATCGCTCCACCAACTAAGAACGC 60 100,2 0.99
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3.2.2.6 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese ¢ uma técnica que permite separar DNA ou RNA no gel em funcao da
sua massa e tamanho molecular, pois ¢ aplicado no gel um campo elétrico que em funcao das
cargas das particulas permite que estas se movam sob influéncia de forgas eletrostaticas para o
elétrodo de carga oposta. Tanto o DNA como o RNA apresentam carga negativa e migram no
sentido do polo positivo. Neste estudo as amostras foram separadas em gel de agarose, uma
vez que este apresenta elevada capacidade de separacdo. A agarose, um polissacarideo
extraido de uma alga marinha, que se encontra em po, ¢ dissolvido num tampao TAE (Tris-
Acetato-EDTA) que necessita de ferver para que ocorra a dissolu¢do completa e homogénea,
posteriormente ¢ ligeiramente arrefecido e adiciona-se o brometo de etideo, corante que se
intercala entre os pares de bases da molécula de DNA e RNA e que quando exposto a luz ultra
violeta (A =300nm) apresenta fluorescéncia. Este gel de agarose ¢ colocado num suporte e
arrefece a temperatura ambiente até obter uma consisténcia rigida. Em funcdo do tamanho das
bandas que se pretendiam obter assim a concentragao de agarose de 2% gel foi selecionada
para melhor visualizagdo de produtos PCR inferiores a lkb. Antes de se colocarem as
amostras nos pocos do gel, foi lhes adicionada uma solu¢ao tampao saturada de sacarose
designada de loading buffer que lhe confere densidade e um corante azul de bromofenol que
favorece a visualizagdo da amostra durante o carregamento no gel. Para se conseguir
determinar o tamanho aproximado das bandas adicionamos no gel um pogo que contém um
marcador de peso molecular (1 KB Ladder). As eletroforeses decorreram durante
aproximadamente 20 minutos a 120 v, o gel ¢ submerso num Tampao 1 x TAE constituido
por 10es que permitem a passagem da corrente € mantém o pH constante. Os géis apos

eletroforese foram visualizados recorrendo a num transiluminador por luz ultravioleta.

3.2.2.7 Extracao e purificacdo do DNA de uma banda de um gel de agarose
Utilizou-se o Kit Illustra ™, GFX ™ PCR DNA and gel Band Purification Kit (GE
Healthcare) para extrair e purificar produtos de PCR de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Cortaram-se os pedacos de gel correspondentes as bandas e colocou-se cada um
num eppendorf. Adicionou-se 10ul de tampao de captura (capture buffer type 3) por 10 mg de
gel até ao maximo de 300 pl e a agarose foi a derreter a 60 °C com agitagdo constante durante
30 min. A agarose derretida em capture buffer foi transferida para uma coluna GFX
Microspin que vai reter o DNA por ligagdo a uma matriz de fibra de vidro. A mistura foi a

incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente e foi centrifugada a uma velocidade de
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13 000 rpm durante um minuto. O eluado foi descartado e a coluna lavada com 500 pl de
wash buffer type I e novamente centrifugada 1 minuto a uma velocidade de 13 000 rpm e este
processo foi repetido novamente com 200 ul de wash buffer type I para assegurar que as
proteinas e os sais contaminantes sejam retirados. Finalmente colocou-se a coluna que contém
0o DNA num eppendorf novo e adicionou-se 20 pl de d4gua MiliQ e incubou-se durante 5 min a
temperatura ambiente, seguiu-se uma centrifugacdo de 2 min a velocidade 13 000 rpm para
recuperar 0 DNA em agua. Os produtos de PCR obtidos foram para sequenciar (determinar

sequéncia em nucledtidos) para confirmar a sua identidade.

3.2.2.8 Reaciao de ligacao

A ligacao dos produtos PCR a um vetor pGEM® - T Easy vetor, (Promega) (vetor de
clonagem) realizou-se na presenga de uma enzima T4 DNA ligase que catalisa ligacdes
fosfodiester entre os extremos 3’ -OH e 5°-P do DNA, necessitando de ATP ¢ Mg”" como
cofactores, através de ligagdes covalentes. Os componentes que participam na reacao sao
Ligase Buffer T4 ligase (10 x) - 1 ul, Vetor pPGEM® - 0,3 ul, T4 DNA ligase — 0.75 ul, o
produto de extracdo de banda - 4 pl, 4gua miliq até prefazer o volume final de 10 pul . A

reac¢do foi a incubar a 4°C durante a noite.

3.2.2.9 Transformacao bacteriana e selecdo de clones transformados

A transformacao de células competentes de Escherichia coli (E. coli) consiste na
transferéncia do produto de DNA exo6geno para uma bactéria. Considerando que as bactérias
tém a capacidade de se multiplicarem de forma exponencial vamos no final obter inumeras
copias do plasmideo e consequentemente do nosso gene de interesse. A células bacterianas
E.coli (100 ul) previamente preparadas no laboratorio e guardadas a -80 °C, foi adicionado 10
ul de DNA da ligagao e foram a incubar durante 30 min em gelo. Seguidamente procedeu-se a
um choque térmico a 42 °C durante 2 min, colocando-se novamente em gelo durante 5 min
(Sambrook et al., 1989). Simultaneamente colocou-se uma placa com meio LB agar +
ampicilina (50 mg/ml) IPTG (0,5 M) e X-gal (80 mg/ml) na estufa a 37 °C para secar onde as
bactérias foram semeadas em condigdes assépticas. As placas foram colocadas a 37°C e o
crescimento ocorreu durante a noite. O vetor pPGEM- T easy possui um gene de resisténcia a
ampicilina que permite que so as bactérias resistentes a este firmaco crescam. A cor branca
das colonias positivas ¢ devida ao facto deste vetor apresentar no Multiple Cloning Site

(MCS) um segmento do gene lac-Z para a B-galactosidase de E.coli e sempre que ocorre a
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insercdo do DNA neste local a sintese de 3-galactosidase ¢ inibida. Quando ndo hé inser¢ao
do fragmento no MCS a enzima [-galactosidase ¢ sintetizada e esta degrada o substrato X-gal
(adicionado as placas) adquirindo as colonias uma cor azul, facilitando assim a sua
identificacao. As coldnias positivas foram selecionadas nas placas e colocadas a crescer em
meio LB + ampicilina liquido para favorecer o seu crescimento e para a extragdo do DNA
plasmidico. As culturas liquidas de bactérias foram realizadas com agitagao a 37 °C durante a
noite. Para a identificagdo répida de clones positivos o “colony PCR” foi realizado em que as
bactérias “possivelmente” positivas cresceram durante 2 horas a 37 °C em 70 pl de liquido e 2
ul da cultura bacteriana foi utilizada diretamente na reacdo de PCR utilizando os primers
MI3F e M13R de acordo com o ciclo: 95 °C, 10 min (para garantir o rebentamento das
bactérias por quebra da parede celular); 95 °C 30 seg, 60 °C durante 30 seg, 72 °C, 30 seg
repetidos 35 vezes; e 72 °C 5 min). Os resultados foram observados em gel de agarose (gel

2% DNA) de acordo com o descrito anteriormente.

3.2.2.10 Extraciao de DNA plasmideo

Este procedimento tem por base o método de lise alcalina de acordo com Sambrook et
al., 1989. Cerca de de 2 ml da cultura bacteriana em meio liquido LB + ampicilina foi
transferida para um eppendorf, e o pellet celular obtido por centrifuga¢ao durante 2 min a
velocidade 13000 rpm a temperatura ambiente. O pellet celular foi ressuspendido em 100 pl
de solug¢ao P1 (50 mM glicose, 25 mM Tris- HCI, 10 mM EDTA, pHS8, com RNAse A) com o
auxilio do vortex, e a suspensdo celular foi a incubar durante 10 min a temperatura ambiente.
De seguida adicionou-se 100 pl de P2 (0,2 M NaOH, 1 % SDS) (lise), misturou-se por
inversao e colocou-se em gelo durante 5 min. Ao lisado foi adicionado 100 pl de P3 (3 M
KAc (acetato de potéssio) precipita o DNA). Misturou-se novamente por inversao € incubou
10 minutos no gelo. Centrifugou-se 10 minutos a velocidade de 13000 rpm e o sobrenadante
foi retirado para um eppendorf novo, onde se adicionou 600 pl (equivalente a dois volumes do
liquido inicial) de Etanol 100%, frio para que ocorra a precipitacdo do DNA. Misturou-se por
inversao e centrifugou-se durante 10 minutos a velocidade de 13000 rpm para sedimentar o
DNA e descartar o sobrenadante. O pellet de DNA foi lavado duas vezes com 300 pul de 70 %
etanol com centrifugacdes de 5 min a temperatura ambiente. Pellet foi seco ao ar ¢ o DNA
ressuspendido em 40 pl de agua MiliQ. O DNA plasmideo isolado foi quantificado no
Nanodrop 1000 e depois utilizado para a construgdo das curvas de q-RT-PCR.
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3.3 Quantificacdo de glicose no plasma

Na determinacao da glicémia foram utilizadas amostras de plasma de robalo
(Dicentrarchus labrax) obtido por centrifugacdo, e foi utilizado o Kit Glucose Assay for
microplates (plasma and urine, Spinreact) o qual tem por base um método enzimatico, que
permite construir uma curva padrdo para inferir o valor da concentragdo de glicose de cada
amostra. Estes ensaios foram realizados por uma colega do laboratorio e as amostras

utilizadas pertencem a um projeto que estd a decorrer no laboratorio.

3.4 Analise estatistica

Os dados do g-RT PCR, tanto de tilapia como de robalo, foram obtidos no programa
do equipamento StepOne Plus Real-Time PCR Detection System (Applied Biosystems,
Portugal). Para o estudo da expressdo dos diferentes recetores em tilapia nao foi possivel
realizar andlise estatistica devido ao fato de ndo existir nimero suficiente de amostras. As
diferencas estatisticas entre as concentragdes de glicose no plasma e entre a distribuicao dos
recetores em tecidos do grupo de robalos com baixos e elevados niveis de glicose foram
realizados inicialmente testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov test) ¢ os dados
apresentavam uma distribuicdo normal e para isso recorreu-se ao teste t student para amostras
independentes (unpaired t test) bilateral (two-tail) para comparar os dois grupos a partir da
hipotese nula (ndo existem diferengas entre os dois grupos), com um intervalo de confianca de
95%. A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Prism Graphpad software

(versdo 5).
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4. Resultados

4.1 Identificacdo dos diferentes recetores da subfamilia do glucagon em
peixes

Os membros da subfamilia do glucagon foram identificados com base em pesquisas no
genoma de vdrios peixes evolutivamente distintos incluindo representantes da class Agnatha,
a lampreia marinha (Petromyzus marinus); o peixe cartilagineo tubardo elefante
(Callorhinchus millii); vérios peixes teledsteos e no genoma do celacanto (Latimeria
chalumnae) o representante mais proximo dos tetrapodes) e em ESTs de teledsteos (Teleostei,
taxid:32443) com a sequéncia de proteina para os recetores homoélogos de humano e de peixe
zebra (tabela anexo 1). O genoma da enguia (peixe teledsteo que divergiu logo a seguir ao
processo de duplicagdo do genoma dos peixes) e o genoma do robalo (Percomorpha e modelo
de estudo no laboratério) foram também pesquisados. A andlise de ESTs teve como principal
objetivo a verificagdo das sequéncias de genes previstos em peixes e também de determinar
quais os tecidos onde este tipo de recetores sdo mais abundantes para facilitar os estudos de

expressao tecidular.

Pesquisas de similaridade de sequéncias quer em bases de dados de DNA gendmico
como em ESTs (Transcriptoma) identificaram membros desta familia desde o genoma de
peixes mais ancestrais tal como o da lampreia até ao genoma do celacanto sugerindo que os
membros da subfamilia do glucagon emergiram cedo na evolucdo dos vertebrados (tabela
anexo 2, Figura 13). Em lampreia e peixe cartilagineo 3 recetores foram encontrados e no
genoma de peixes teledsteos o numero de genes varia entre 4 na spotted gar € nos
representantes da linhagem dos Otomorpha (o peixe zebra e o peixe das cavernas) bem como
no genoma das duas enguias, no entanto nos genomas ¢ ESTs dos peixes Euteleostomorpha
em algumas espécies (tilapia, robalo e Maylandia zebra) parece existir mais um membro desta
familia. No celacanto, um total de cinco recetores foram identificados. Para contextualizar a
evolugdo dos membros desta subfamilia em vertebrados pesquisas de similaridade de
sequéncias foram também realizadas em genomas de alguns tetrdpodes, € em mamiferos
verificou-se a existéncia de 4 recetores tal como na galinha. O réptil (4nolis carolinensis) e o
anfibio Xenopus (Xenopus tropicalis) t€m o mesmo nimero de genes que o celacanto e estes
correspondem aos cinco membros desta familia (Figura 13). Em peixes teledsteos o nimero

de membros desta familia ¢ varidvel (3-5) e as diferengas observadas correspondem a
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presenca e/ou auséncia do GIPR e GCRPR nos genomas de alguns peixes. Nos genomas de
tilapia, robalo e Maylandia zebra foi encontrado o gene correspondente ao homologo do
GIPR de humano que ndo foi identificado nos outros genomas consultados. Mais ainda o
novo membro desta familia o GCRPR nao foi encontrado nos genomas de peixes Otomorpha
0 que sugere que este recetor tenha sido apagado no decorrer da evolugdo nesta linhagem de
peixes apos a separacao dos Euteleosteomorpha (maior grupo de pexes teledsteos com

genomas disponiveis).

GCGR GLP1R GLP2R GIPR GCRPR
Tetrapodes w

Peixes de barbatana \obada\ H. sapiens 1 1 1 1 n.i

\y_i G. gallus ) 1 1 1 ni 1

L I chalumnae * 1 1 1 1 1

T. nigroviridis @k 2 n.i 1 ni 1

I: T. rubripes ~<fed 2 ni 1 n.i 1

G. aculeatus <ifyq 2% n.i 1 n.i 1

Peixes com madibula O. niloticus * 2 n.i 1 1 1
_E D.labrax W4 2 n.i 1 1 1

oha _I: 0. latipes g 2% i 1 n.i 1
\ X maculatus et 2 n.i 1 ni n.i

G. morhua  <ffea 2 ni ni n.i 1
Teledsteos S. salar < n.i n.i n.i n.i n.i
Otomorpha

\'7 D. rerio -< 2% n.i 1 1 n.i
A. mexicanus <€ 2 n.i 1 1 n.i
A. anguilla 2 ni 1 1 n.i

— ) ) I_ A. japonica 2 n.i 1 1 n.i

g Peixes de barbatana raiada !

\ L. oculatus — —emmge 1 n.i 1 1 1
Peixes sem madibula C. milii #(_ 1 1 1 ni ni
P.marinus — — 1 n.i 1 ni 1

Figura 13. Nimero de membros da subfamilia dos recetores glucagon identificados nos
genomas de varios peixes. A relacdo filogenética entre as linhagens de peixes encontra-se
representada. Os “*” representam genes cuja sequéncia foi confirmada pela existéncia de
ESTs. n.i. indica “ndo identificado” pelas pesquisas realizadas.

Genes homologos para o GCGR e GLP2R foram identificados em todos os genomas
de peixes mas o GLP1R parece estar ausente. Duplicados para o GCGR existem em todos os
peixes a excegao da sprotted gar e celacanto. Os genomas dos invertebrados o tunicado Ciona
intestinalis e o cefalocordado Branchiostoma floridae também foram pesquisados para melhor
compreender como evoluiu esta familia de recetores e 2 genes putativos foram encontrados.

Os recetores para os quais foram identificados ESTs nas bases de dados e que

confirmam a previsdo de genes foram: para 0 GCGR em medaka (Oryzias latipes, 7), peixe
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zebra (Danio rerio, 2), Esgana-gata (Gasterosteus aculeatus, 2) e também para a carpa
(Cyprinus carpio, 1), peixe gato (Ictalurus furcatus, 3) e na marlonga negra (Dissostichus
mawsoni, 2) que foram isolados em bibliotecas de transcritos de rim, figado, e de fase
embrionaria. Para o GLPIR, verificou-se a existéncia de ESTs no peixe gato (1) e na carpa (1)
em rim, musculo, cérebro, intestino e gonadas. Para o GLP2R, foram encontrados ESTs no
cérebro, intestino, figado e testiculos do peixinho de cabeca-gorda (Pimephales promelas,3),
de carpa da erva (Ctenopharyngodon idella, 1), e de Haplochromis burtoni (1) e para o GIPR
um unico EST foi encontrado em Eperlano-arco-iris (Osmerus mordax, 1) obtido de cDNA de

varios tecidos. (Tabela anexo 2)

4.1.2 Analise filogenética

Para melhor confirmar a identidade dos recetores encontrados nas diferentes espécies,
todas as sequéncias foram submetidas a uma andlise filogenética tendo por base um
alinhamento multiplo de sequéncias com a proteina deduzida de cada gene (Figura 14).
Arvores filogenéticas foram construidas com diferentes métodos utilizando um alinhamento
multiplo de sequéncias nos quais as regides TM foram identificadas com base em anotagdes
para recetores ja descritas e a regido core da TM1 até a TM7 foi utilizada. Para ter uma
melhor percecdo da evolugdo as arvores foram enraizadas utilizando como outgroup a
sequéncia para o PTHR1 do humano. Como resultado das pesquisas em bases de dados das
diferentes sequéncias dos recetores em mamiferos, aves, répteis, anfibios, celacanto, peixes
teledsteos e cartilagineos, agnatas, tunicatos e cefalocordados, e da arvore filogenética
constata-se a presenga de 5 grupos ou clusters de recetores distintos nos quais agrupam os
recetores homologos do GLP2R, GCGR, GIPR, GLPIR presentes em todos os mamiferos e o
novo grupo do GCRPR recentemente identificado em varios vertebrados (Figura 14). Estes
cinco grupos bem diferenciados parecem ter uma origem comum € o agrupamento basal das
sequéncias de anfioxo e Ciona, apresentam clusters que quando comparados com os clusters
de recetores identificados em vertebrados indicam que estes estdo na origem da sua
diversidade. De acordo com o agrupamento dos ramos para os diferentes clusters de recetores,
o GIPR e GCGR sao os mais proximos evolutivamente e o GLP2R parecer ser o grupo de

recetores que divergiu primeiro no decorrer da evolucao dos vertebrados (Figura 14).
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Cin_a
————L Cin_b

GLP1R

GCRPR

GIPR

GCGR

GLP2R

Hsa_PTHIR

0.4

Figura 14. Arvore filogenética obtida com o método de maximum likelihood dos
diferentes recetores da subfamilia do glucagon, de peixes outros vertebrados e
homologos em Ciona (Cin) e anfioxo (Bfl). A arvore filogenética foi construida utilizando
um alinhamento de sequéncias de proteinas (TM1 até a TM7) dos recetores desta familia de
acordo com o modelo JTT+G+F e andlise estatistica de bootstrap de 100 réplicas. A arvore
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foi enraizada com a sequéncia do humano para o recetor da PTHIR. Nome completo das
espécies utilizadas na arvore estao indicadas na Tabela anexo 1.

Recetores homodlogos para o GCGR e para o GLP2R de humano e peixe zebra foram
identificados nos genomas de todas as espécies de vertebrados consultadas e, enquanto que o
GLP2R existe sob forma de um Unico gene, o gene para GCGR em peixes apresenta duas
copias que se identificaram de GCGRa a e GCGRb, o que ¢ coerente com os eventos de
duplicagdo que se verificaram nos genomas dos peixes nas linhagens mais ancestrais. No
entanto, no humano, no tubardo elefante (peixe cartilagineo), no celacanto e na Lampreia
(peixe primitivo) apenas um gene para esta familia foi identificado. Em enguia dois recetores
GCGR também foram identificados mas ndo agrupam com os recetores homoélogos nos outros
peixes, € 0 seu agrupamento na arvore sugere que a existéncia de genes duplicados no seu
genoma ¢ o resultado de uma duplicacdo especifica na linhagem das enguias (Figura 14). Em
peixes teledsteos recetores homologos para o GLPIR ndo foram identificados mas a presenga
deste recetor foi identificada nos genomas de outros peixes tal como no celacanto e no
tubardo elefante. Relativamente ao cluster do GIPR, também este existe sob a forma de uma
unica copia e ndo esta presente nas aves (galinha), encontrando-se somente em alguns peixes
teledsteos, em mamiferos e no celacanto, nenhum gene homologo foi identificado em peixes
cartilagineos ou na lampreia. O cluster do GCRPR possui uma tUnica copia do gene e foi

identificado em teledsteos e tetrapodes a excecao do humano.

4.1.3 Analise comparativa de sequéncias de recetores em peixes

As sequéncias de recetores identificadas neste trabalho em peixes, foram comparadas
com os recetores homologos de outros vertebrados com base na sua identidade/similaridade e

na identificagdo de motivos estruturais e funcionais conservados.

4.1.3.1. Similaridade e identidade

As percentagens de similaridade entre os peixes e outros vertebrados foram calculadas
utilizando a tildpia como representante dos peixes teledsteos pois esta espécie possui 0s cinco
tipos de recetores diferentes (Tabela 3). Quando se compara as diferentes sequéncias dos
recetores de tilapia, os recetores GCGRa e GCGRb revelam ser os mais similares (68 % de
similaridade e 54 % de identidade em aa). E os que se apresentam mais diferentes sdo o
GLP2R e GCRPR, com as percentagens de identidade a variarem entre 29% e 54% e as

percentagens de similaridade 43% e 68% em sequéncias de aa. Da comparagao de sequéncias
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dos recetores de tilapia com os recetores homologos do robalo, takifugu e peixe zebra
verificou-se que as percentagens de identidade e similaridade sdo bastantes elevadas. O
robalo, de entre os peixes analisados nos quais foram identificados 5 recetores, ¢ o que
partilha maior identidade com a tildpia variando entre 70% em aa para os GIPRs e 88% em aa
entre os GCGRb. O peixe zebra € o mais divergente e as percentagens de identidade variam

entre 57% em aa entre os GLP2Rs e 64% em aa entre os GCGRD (Tabela 3).

Tabela 3. Percentagem de identidade/similaridade entres os recetores da familia do
GCGR/GLPIR/GIPR de tilapia com os recetores homoélogos de robalo, takifugu e peixe
zebra

Tilapia Robalo Takifugu Peixe zebra
GCGRa 82 69 62
88 75 76
GCGRb 88 70 64
92 78 75
GLPR2 83 73 57
89 82 73
GIPR 70 - 58
81 67
GCRPR 73 60 -
81 71

Quando se comparam os recetores de tilapia com o celacanto observa-se que o recetor
que partilha maior similaridade ¢ o GCRPR (66 % de similaridade em aa) e o menos idéntico
¢ 0 GCGRD pois este peixe ndo possui este gene duplicado. O mesmo acontece para a spotted
gar evidenciando a conservacao do GCRPR em peixes (Tabela 4).

Através da andlise dos 5 recetores da tilapia e sua comparagdo com os recetores do
humano observa-se que a similaridade varia ente os 49 % e os 57 % em aa e o recetor de
tilapia que partilha mais similaridade com o humano ¢ o GIPR (Tabela 4). O Xenopus
também apresenta 5 recetores tal como a tildpia e as percentagens de identidade entre os
membros desta familia entre o anfibio e o peixe teledsteo variam entre os 28% para o GLP1R
e 55 % em aa para o GCRPR, que ¢ o mais idéntico entre as duas espécies. Quanto a lampreia
como as sequéncias se encontravam bastante incompletas apenas foram calculados valores
para o GLP2R que partilha 26% de identidade, e 36% de similaridade em aa com o homologo
da tilapia. A Ciona tem 2 recetores identificados GCGR-like a e GCGR-like b, e ambos

partilham 44% de similaridade em sequéncia de aminoacidos com o GCGR de tilapia.
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Tabela 4. Percentagens de identidade e similaridade dos recetores de tilapia com os
recetores homologos em humano, Xenopus, celacanto, spotted gar, lampreia e Ciona.

Tilapia
GCGRa GCGRb/GLPIR GLP2R GIPR GCRPR
Humano 41 38 41 42 -
55 49 55 57
Xenopus 36 28 39 43 55
49 38 56 59 72
Celecanto 51 34 40 50 54
65 47 57 62 66
Spotted gar 56 - 49 54 38
67 63 62 48
Lampreia - - 26 - -
36
Ciona 28 28 - - -
44 44

4.1.3.2. Motivos conservados

Analise comparativa entre os diferentes recetores de peixes (tilapia, robalo, takifugu e
peixe zebra) permitiu identificar regides conservadas que tém um papel importante na
estrutura e fungdo dos recetores homologos em humano. Por exemplo todos os recetores
identificados de peixes possuem na sua estrutura sete regides transmembranares muito
conservadas bem como seis cisteinas e locais de N- glicosilagdio (N-x-S ou N-x-T, x
representa um aminodcido varidvel) conservados na regido N-terminal da proteina que estdo
envolvidos na formagdao do “ligand-binding pocket” e consequente ativagdo do recetor
(Figura 15) (Cardoso et al., 2006). De uma maneira geral outros motivos funcionalmente
importantes em mamiferos e localizados na regido N-terminal de todos os recetores das
diferentes familias s3o o aminoacido aspartato (D) e os motivos C-W-P, C-P e G-x-W (onde x
representa um aminoacido varidvel) (Dealmeida et al., 1998 e Laburthe et al., 2002) (Figura
15). Entre as regioes TMS e 6 o motivo K-L-R/K que permite o acoplamento do recetor a
proteina Adenil ciclase e o motivo R-L-A-R/K-S que também facilita o acoplamento do
recetor ao complexo proteico Gsa € conservado entre os recetores de peixes com o humano e
estes sao mantidos relativamente bem conservados em todos os recetores (Cardoso, 2003)
(Figura anexo 1,2,3,4).

Alinhamentos entre membros da mesma familia permitiu identificar alguns motivos

potencialmente caracteristicos de cada recetor como por exemplo a existéncia de 3 locais de
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N-glicosilacdo nos GCGRs e de 2 para os GLP1R e GCGRb de peixes na regido N-terminal
(Figura anexo 1). A existéncia entre as regides TM3 e TM4 de locais para a fosforilacao da
proteina cinase C (PKC, motivo S/T-x-R/K) para os recetores GCGR/GLP1R e GLP2R que
nao esta presente nas sequéncias do GIPR e GCRPR de peixes teledsteos (Figura anexo 1, 3,
e 4). Mais ainda, alinhamentos identificaram a degenera¢ao do motivo C-W-P bem como a
auséncia de duas cisteinas conservadas nas sequéncias de peixe zebra e de spotted gar para os

membros do GIPR em peixes (Figura anexo 3).

4.2 Péptidos precursores da familia GCG/GLP e GIP em peixes

A pesquisa de similaridade em sequéncias para identificagdo de genes putativos
percursores para os péptidos GCG/GLP e GIP em peixes teledsteos identificou neste grupo de

peixes 2 a 4 genes putativos (Figura 16).
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Figure 15. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos dos S recetores de tilapia. As 6
cisteinas, outros dominios/motivos conservados e as 7 regides transmembranares estdo
assinaladas. As letras assinaladas a negrito correspondem aos locais de N-glicosilagdo. A
sublinhado encontra-se a regido do peptideo sinal nas sequéncias. Os motivos funcionais
caracteristicos encontram-se dentro de caixas.

GCG GLP1 GLP2 GIP GCRP
Tetrapodes
Peixes de barbatana lobada \ H. sapiens 1 1 1 1 n.1
\ G. gallus w 1 1 1 1

I— L. chalumnae * 1 1 1 ni

T. nigroviridis «@k4 2 2 1 ni

[ T. rubripes <l 2% 2% I* n.i

G. aculeatus <ifyq 2 2 1 n.i

Peixes com madibula O. niloticus ’ 2% 2% 1* I*
D. labrax ~ <-ge n.i n.i n.i n.i n.i
\ X maculatus gl 2 2 1 n.i n.i

G.morhua  <ffiea 2% 2% 1 n.i
Teledsteos S. salar Py 2% 2% 1* 1* n.i

— | Otomorpha

\'— D. rerio -%< 2% 2% I1* I1* n.i
L 4 mexicanus afe< 2% 2% 1* 1 n.i
I—A- anguilla n.i n.i n.i n.i ni
— Peixes de barbatana raiada A. japonica n.l n.i n.i n.i n.i

\ L. oculatus — —esmge 1 1 1 n.i

Peixes sem madibula

C milii  dgpr 1 1 1 1 n.i
P.marinus — ~— 2 1 2 n.i n.i

Figura 16. Nimero de membros da familia dos GCG/GLPs e GIP identificados nos
genomas de varios peixes. A relacdo filogenética entre as linhagens de peixes encontra-se
representada. Os “*” representam genes cuja sequencia foi confirmada pela existéncia de
ESTs. n.i. indica “ndo identificado” pelas pesquisas realizadas.

Em todos os peixes teledsteos dois dos genes identificados correspondem aos
duplicados do proglucagon de peixe zebra (proGCGI1 incluiu GCG, GLP-1 e GLP-2;
proGCG?2 inclui GCG e GLP-1). S6 em tilapia, salmao, e peixe das cavernas ¢ que um gene
putativo para o precursor do GIP foi identificado (Tabela anexo 4) ¢ homologos do novo
péptido GCRP foram identificados em todos os peixes teledsteos a excecdo de robalo,
platyfish, salmao, peixe zebra e peixe das cavernas (Figura 16). O numero variavel de genes
identificados sugere que a evolugcdo dos membros desta familia foi bastante flexivel em peixes
teledsteos € que em peixes a taxa de retencao de genes ¢ distinta. Na spotted gar € no
celacanto dois genes: um para o glucagon e um para o GCRP foram identificados. No peixe
cartilagineo dois genes também foram identificados um deles ¢ o proglucagon e outro

corresponde ao GIP. Pesquisas realizadas no genoma das lampreias so identificaram genes
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homologos para os dois proglucagons o proglucagon 1 (constituido por GCG, GLP-1 ¢ GLP-
2) e proglucagon 11 (com GCG e GLP-2) (Irwin et al., 1999). Pesquisas no genoma de
humano confirmaram a existéncia de 2 genes, um para o proglucagon e outro para o GIP ¢ a
galinha apresenta um gene proglucagon, um GIP e um gene GCRP (Figura 16).

Pesquisas em bases de dados de ESTs identificaram clones que confirmam a previsao
dos genes bem como permitiram alargar o nimero de sequéncias identificadas em peixes para
melhor compreender a sua evolugdo e ter uma ideia sobre a sua distribuicao tecidular. ESTs
para o proglucagonl foram identificados na medaka (Oryzias latipes, 1), salmdo (Salmo
salar, 1), bacalhau (Gadus morhua, 6), peixe zebra (Danio rerio, 6), peixe das cavernas
(Astyanax mexicanus, 2), em killingfish (Nothobranchius furzeri, 4), barramundi (Lates
calcarifer, 1), e no ciprinidiforme o peixe de cabega gorda (Pimephales promelas, 2) e foram
1solados nao sé na fase de embrido e larvar, mas também no intestino, figado, cérebro e ovario
de adulto. O nimero de EST identificados para o proglucagon 2 ¢ variavel mas encontra-se
numa maior diversidade de peixes e foram identificados em medaka (Oryzias latipes, 4),
salmao (Salmo salar, 2), bacalhau (Gadus morhua, 1), peixe zebra (Danio rerio, 3), tilapia
(Oreochromis niloticus, 7), no peixe baldo (Takifugu rubripes, 1) e também em outras
espécies que nao t€ém o genoma sequenciado tal como a truta arco-iris (Oncorhynchus mykis,
6), no killingfish (Nothobranchius furzeri, 18), no peixe gato (Ictalurus furcatus, 2), na
dourada (Sparus aurata, 5), no peixinho raro (Gobiocypris rarus, 1) e na truta (Oncorhynchus
tshawytscha, 2) e os clones foram isolados na fase embrionaria e larvar, juvenil e em ovarios,
intestinos, figado, cérebro e branquias. ESTs para o GIP foram encontrados em peixe lucio
(Esox lucius), no salmdo (Salmo salar), no peixe zebra, (Danio rerio), ¢ na tilapia
(Oreochromis niloticus). A sua expressdo verifica-se ao nivel de uma grande variedade de
orgdos entre os quais: coracdo, rim, figado, cérebro, tirdide, testiculos, branquias e bago

(Tabela anexo 5)
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4.2.1 Analise filogenética

Com os resultados das pesquisas das sequéncias dos diferentes ligandos efetuou-se
uma arvore filogenética com o objetivo de caracterizar a evolugao dos peptideos da familia do
GCG/GIP. Na arvore obtida observa-se a existéncia de trés grupos distintos: o proglucagon, o
GCRP e o GIP (Figura 17). Gene percursores para os péptidos da familia glucagon foram
retirados dos genomas de varios vertebrados e nenhum gene putativo foi identificado nos
invertebrados anfioxo e Ciona. Recentemente, potenciais genes para os péptidos desta familia
e péptidos das secretinas (familia relacionada) (Ciona 1 gene e anfioxo 4 genes) foram
descritos nestas espécies mas as suas sequéncias partilham muito pouca similaridade para as
dos vertebrados, e quando existe € restrita para pequenos motivos de aminoacidos dentro da
regido prevista para o péptido maduro e por esta razdo decidiu-se ndo utiliza-las na analise

filogenética que foi realizada com o precursor completo (Mirabeau e Joly, 2013).
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Figura 17. Arvore filogenética obtida com o método de maximum likelihood dos
membros da familia do GCG/GLP e GIP de peixes e outros vertebrados. A arvore
filogenética foi construida utilizando um alinhamento com as sequéncias de aminodcidos de
diferentes vertebrados do precursor completo de acordo com o modelo JTT+I+G (gama
shape=1.404 ¢ i= 0.007 e andlise estatistica de bootstrap de 100 réplicas. Nome completo das
espécies utilizadas na arvore estdo indicadas na Tabela anexo 4. Os nimeros 1 e 2
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representam o proGCG 1 (GCG+GLP1+GLP2) e proGCG 2 (GCG+GLP1), na lampreia
(Pma) I (GCG+GLP1+GLP2) e lampreia (Pma) I (GCG+GLP2).

A andlise geral parece indicar que, de acordo as ramificacdes, os trés grupos de péptidos
precursores partilham uma origem comum, que o proglucagon ¢ o GCRP parecem ser mais
relacionados filogeneticamente, e que o GIP divergiu a partir de um processo de duplicagao
que também originou o GCRP/proglucagon precursor. Todas as sequéncias identificadas em
peixes agrupam de acordo com a sua similaridade e o grupo do proglucagon encontra-se
duplicado em peixes. As sequéncias previamente isoladas de lampreia proglucagon I e I1
agrupam na base da divergéncia dos precursores homologos, e a existéncia de dois genes
precursores parece ter sido o resultado de uma duplicacao especifica em lampreia (Figura
17). O mesmo parece acontecer para os dois proglucagons identificados em salmdo, que
agrupam no cluster do proglucagon 1 mas correspondem a dois proglucagon 1 duplicados. O
proglucagon do peixe das cavernas e do peixe zebra agrupam com os proglucagons 2 de
outros teledsteos sugerindo que estes também sdo o resultado de uma duplicagdo apds a

divergéncia dos peixes teledsteos.

4.2.2 Analise comparativa de sequéncias de ligandos em peixes

A comparacgdo entre as sequéncias obtidas de varios peixes com os homoélogos em
outros vertebrados permitiu caracterizar a estrutura dos precursores para o proglucagon, GIP e
GCRP (Figura anexo 5, 6 e 7) bem como o alinhamento dos péptidos maduros possibilitou a
identificacao de motivos de aminoacidos conservados que se mantiveram durante o processo
evolutivo e que poderdo ser funcionalmente importantes também em peixes (Figura 18). O
alinhamento de sequéncias indica que em peixes o proglucagon I contém as sequéncias para
os péptidos GCG, GLP-1 e GLP-2 e o proglucagon 2 s6 codifica para o GCG e GLP-1 e estes
resultam da transcri¢do de dois genes independentes. Em geral, o alinhamento entre os
péptidos maduros permitiu identificar varios aminodcidos ou motivos de aminoacidos
conservados entre as diferentes espécies tal como o motivo H' G'-1° , D’, L14, F?2 e WH-L2°

(Figura 18).
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GCG

Humano : HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVOWLMNT---—————————— : 29
Galinha : HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVOWLMST--—-—-————————— : 29
Celacanto : HSQGTFTSDYTKYLDTIRAQDFVOWLMST---—-————————— : 29
Tilapia 1 : HSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNN-====—--e—ee——— : 29
Tilépia_Z : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNS---—==——————— s 29
Takifugu_ 1 : HSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNN-—-—-—————————— : 29
Takifugu_ 2 : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVOWLKNS---—-————————— : 29
Peixe zebra 1 : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVOWLMNA-—-—-—————————— : 29
Peixe zebra 2 : HSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVOWLMNS-——-—-—————————— : 29
Spotted gar : HSQGTFTNDYSKYLDTRRAQDFVOQWLMST-======—===—=—=— : 29
Lampreia I : HSEGTFTSDYSKYLENKQAKDFVRWLMNA-————————e—e——— : 29
Lampreia IT : HSQOGSFTSDYSKHLDVKQAKDFVTWLLNT----————————— : 29
GLP1

Humano : HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG--——-——-———-—- : 31
Galinha : HAEGTYTSDITSYLEGQAAKEFIAWLVNGRG---—-—=—————— : 31
Tildpia 1 : HADGTFTSDVSSFLKDQAIKDFVANLKSGQV--————————— ¢ 31
Tilapia 2 : HADGTYTSDVSSYLQODQAAKEFVSWLKTGRG--=-======== : 31
TaKifugu_ 1 : HADGTFTSDVSSYLKDQAIKDFVARLKAGQV-=====—ee=—- : 31
Takifugu_ 2 : HADGTYTSDVSTYLQDQAAKEFVSWLKTGPG---=====—=—== : 31
Peixe zebra 1 : HAEGTYTSDVSSYLODQAAQSFVAWLKSGOP-—————————— : 31
Peixe zebra 2 : HADGTYTSDVSSYLODQAAKEFVSWLKTGRG--—-——-—————— : 31
Spotted gar : HADGTYTSDVSSYLODQAAKKFVTWLKQGQD--————————— : 31
Lampreia I : HADGTFTNDMTSYLDAKAARDFVSWLARSDK--————————— : 31
GLP2

Humano : HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITDRK-=————— : 35
Galinha : HADGTFTSDINKILDDMAAKEFLKWLINTKVTQRD-—-—-———-- : 35
Celacanto : HADGSFTSDINKVLDTIAAKEFLNWLINSKDSQPR-—————— : 35
Tildpia 1 : HVDGSFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMTSKPSGES-—-—-——-—— : 35
Takifugu_ 1 : HVDGTFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMASKPSGER-—-————— : 35
Peixe zebra 1 : HVDGSFTSDVNKVLDSIAAKEYLOWVMNSKASGTS—-—-—-—-—-—— : 35
Spotted gar : HADGSFTSDVNNVLDSIAAKEFIIWVMNSKPSEES--=———- : 35
Lampreia I : HAE-—--- DVNALLDRTMAKTF IEWLEKQNSNDQA--————— : 30
Lampreia II : HSDGSFTNDMNVMLDRMSAKNFLEWLKQOQOGRG-—-—-—-—————— : 32
GCRP

Galinha : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVHWL---—-—-—-—————————— : 26
Celacanto : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVRWL-=-=-==—=-——m——————— : 26
Tiléapia : HSDGTFTSDFTHYLDKIKAKDFVEWL---—-—-—-—————————— : 26
Takifugu : HSEGTFSHDFSRYLDKIKTKAFVEWL----=—=—————————— : 26
Spotted gar : HSEGTFSSDFTRYLDRIKAKDFVHWL-—-—-————————————— : 26
GIP

Humano : YAEGTFISDYSIAMDKIHQQDEVNWLLAQKGKKNDWKHNITQ : 42
Galinha : YSEATLASDYSRTMDNMLKKNFVEWLLARREKKSDNVIEPYK : 42
Tiléapia : YAESTIASEFSKIMDSMVQKNFIKFLLSQROKKTK-—-————— : 35
Peixe zebra : YAESTIASDISKIVDSMVQKNFVNFLLNQREKKSEPALTEAL : 42
Peixe das cavernas: YAESTIASDISKIMDSMVQKNFVNFLLNQREKKSMPTTMP-- : 40

Figura 18. Alinhamento maultiplo da sequéncia deduzida do péptido maduro dos
membros da familia do GCG, GLP e GIP identificados em peixes com os homdélogos em
humano e galinha. As sombras indicam conservagdo entre os diferentes péptidos e o
tamanho dos péptidos deduzidos em aminodcidos também se encontra descrito. Sequéncias
deduzidas do proglucagon 1 e proglucagon 2 estdo indicados com o sufixo 1 e 2,
respetivamente a sublinhado estdo os aminoacidos que foram identificados como responsaveis
pela interacdo com o recetor em humano.
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4.2.2.1 O Proglucagon em peixes

Quando se compara o percursor do proglucagon 1 de humano, galinha, celacanto
tilapia, takifugu, peixe zebra, spotted gar e lampreia, verifica-se que partilham uma elevada
similaridade e que as sequéncias dos peixes teledsteos nomeadamente, tilapia e o takifugu sao
as mais idénticas em termos de sequéncia de aminoacidos (74 % identidade) e as sequéncias
da lampreia as mais divergentes partilhando em geral entre 18-33% de identidade em aa com
os outros vertebrados para o proglucagon lou 2. O celacanto e a spotted gar s6 apresentam
um proglucagon que partilha 40 % e 49 % de identidade em aa com o humano,
respetivamente (Tabela anexo 6). Em tildpia as sequéncias dos dois percursores sao 38 %
idénticas em aa.

Entre os péptidos maduros a similaridade ¢ bastante mais elevada, com o peptideo
maduro GCG em peixes a partilhar mais de 72% de identidade com o humano. Entre peixes a
identidade ¢ 100% entre o0 GCG (1) e GCG (2) de tilapia e takifugu, respetivamente (Tabela
anexo 9). O alinhamento de sequéncias indica que os péptidos maduros sdo bastante
conservados e que essa conservagdo ¢ maior na extremidade N- terminal. O peptideo GCG
tem inicio com os aminoacidos H' e S em todos as espécies e varia no aminoéacido seguinte
que pode ser um Q° ou E*, e verifica-se que o inicio H'-S*-E’ ¢ consistente em todos os peixes

e também na lampreia I (Figura 18 e Figura anexo S) (Hwang et al., 2014).

O péptido maduro GLP-1, tal como o GCG, ¢ bastante conservado entre peixes e as
duas formas de GLP-1 partilham uma identidade superior a 64 % em sequéncia de aa, sendo a
sequéncia de tilapia GLP-1 (2) e peixe zebra GLP-1 (2) 100 % idénticas. A sequéncia
deduzida dos peptideos maduros de tilapia GLP-1 (1) e GLP-1 (2) partilham 61 % e 74 % em
aa com o homoélogo em humano e este partilha 64 % e 48 % identidade em aa com a
sequéncia para o GLP-1 deduzida de spotted gar e¢ de lampreia (Tabela anexo 10). A
comparagao entre as sequéncias de péptidos maduros permitiram verificar que em humano, na
galinha e no peixe zebra o péptido GLP-1 inicia a sequéncia com H'-A>-E’, ¢ os restantes
com H'-A%-D* havendo uma mutagio no terceiro aminoacido. Em humano os aminoéacidos
H', T7, A®-A”-T%, F21% ¢ L*-V?* foram identificados como responsaveis pela interagao
com o recetor e verificam-se que foram na generalidade mantidos de forma conservada em

peixes (Figura 18 e Figura anexo5) (Moon et al., 2012).

50



Membros da familia do glucagon em peixes

O peptideo GLP-2 em humano, na galinha e no celacanto apresenta, na regiao N-
terminal da sequéncia, os aminoacidos H'-A*-D® no inicio. Na lampreia como existem duas
sequéncias para o GLP-2 uma tem inicio com H'-A*-E* ¢ outra com H'-S*-D’, e nos restantes
peixes que constam no alinhamento os aminoacidos H'-V2-D? foram identificados no inicio
da sequéncia. Foram ainda identificados na sequéncia do peptideo GLP-2 do humano os
residuos D e K que se encontram assinalados na (Figura 18 e Figura anexo 5), como
elementos importantes na interacdo com o recetor, o K ¢ conservado também nas outras

espécies, mas o D nao (Moon et al.,2012).

4.2.2.2 O precursor do GIP em peixes

Quanto a comparagdo das sequéncias do humano, galinha, tilapia, peixe zebra e peixe
das cavernas, relativamente ao GIP, observa-se que a percentagem de identidade mais baixa €
entre a tildpia e o humano e os valores mais elevados registam-se entre o peixe das cavernas e
a tilapia com 36 % de identidade em aa (Tabela anexo 7). Quando, por comparacdo de
sequéncias, se avaliou apenas o peptideo maduro verificou-se que a maior percentagem de
identidade ¢ de 80 % entre o peixe zebra e o peixe das cavernas (tabela anexo 12). O nimero
de aminodacidos que constitui o péptido maduro, nas espécies estudadas varia entre 35 a 42.
Ao contrario dos outros membros desta familia que iniciam com H' o péptido GIP tem inicio,
em todas as espécies utilizadas no alinhamento, com o aminoacido Y' e, enquanto que na
maioria das espécies o inicio é Y'-A’-E’, na galinha o péptido inicia com Y'-S*-E’. No
alinhamento do peptideo maduro apenas o aminoacido F** é conservado em todas as espécies
e os motivos G-T e W-L conservados nos outros membros desta familia sdo degenerados a
excecdo do humano. Estudos de muta¢do do GIP em humano identificaram os residuos E’,
D’, F2-V® ¢ L?-L?" como elementos chave na interacdo ligando/recetor que de certa forma
se mantém relativamente constantes entre as espécies analisadas (Moon et al.,2012). O K*°
também foi indiciado como importante neste processo, no entanto nas outras espécies este
aminoacido ¢ substituido por R*°. A H' e T'/S” sdo conservados regra geral em todos os
péptidos 4 exce¢do do GIP com Y' e I’ ou A’ o que podera indicar locais importantes

responsaveis por uma interacao seletiva (Figura 18) (Hwang et al., 2014).
4.2.2.3 O precursor para o GCRP em peixes

Para o novo peptideo ndo foi identificado nenhum precursor mas fragmentos de DNA

gendmico com sequéncias semelhantes a inicialmente identificada e descrita da galinha foram
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identificados. A identificacdo deste péptido ¢ relativamente recente e pouco se sabe acerca da
sua funcdao e motivos funcionais. Toda a andlise comparativa desenvolvida se baseia na
comparagdo das sequéncias com o péptido maduro deduzido da galinha. A comparacgdo entre
os peixes (takifugu vrs tilapia) e peixes com outros tetrapodes (takifugu vrs galinha) revelou
que a sequéncia do GCRP ¢ bastante conservada (75 % similaridade) (Tabela anexo 13)

(Figura 18).

4.3 Analise de linkage

A identificacdo dos genes para o GIPR e GIP no genoma de algumas espécies de
peixes € a sua aparente auséncia, quer para o recetor quer para o seu péptido ativador, em
outras espécies de peixes filogeneticamente relacionados sugere que a evolugao deste sistema
em peixes foi bastante flexivel e que sofreu diferentes pressoes seletivas. Para melhor
compreender o contexto da evolugdo do GIPR e GIP nos genomas de peixes o ambiente
genomico entre as diferentes espécies de peixes foi comparado incluindo outros vertebrados
tal como o homem, a galinha, o celacanto, o peixe cartilagineo e a lampreia (Figura 19 e
Figura 20).

A analise geral do fragmento de cromossoma que contém o gene para o GIPR em
peixe zebra foi utilizado como modelo de origem para a comparagdo visto que foi o primeiro
recetor GIPR descrito e encontra-se mapeado no genoma de peixe zebra (Figura 19). A
analise comparativa da posicao dos genes vizinhos do GIPR de peixe zebra com regides de
cromossomas homologos em outras espécies revelou que existe um padrdao de genes muito
semelhante e que os mesmos genes que se encontram em redor o GIPR no peixe zebra
também se encontram na regido do genoma que circunda o GIPR do robalo, do peixe das
cavernas, no spotted gar bem como no humano e no celacanto (Figura 19). Na generalidade o
gene GIPR encontra-se sempre muito proximo dos genes GPR4 e EML2 tal como do gene
CLIP3. No entanto, nos genomas de outras espécies de peixes tal como no Tetraodon, no
stickleback (Esgana-gata), na tilapia, na medaka e no platyfish o mesmo padrao de genes foi
também identificado contudo o gene para o GIPR parece estar ausente e, em algumas espécies
estes genes encontram-se divididos por dois segmentos de cromossomas, sugerindo que esta
regido sofreu diferentes pressdes evolutivas nas diferentes espécies (Figura 19). Curioso € o
facto de o GIPR ter sido isolado em tildpia nas pesquisas de similaridade de sequéncias no
genoma desta espécie e nao terem identificado este gene na regido do genoma onde se

encontra o padrdo de genes que acompanha o GIPR de peixe zebra, sendo estes encontrados
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em dois fragmentos de cromossomas diferentes o que indica que o genoma desta espécie
parece que ndo estd bem anotado. O celacanto, um peixe que estd na base da origem dos
tetrapodes, também tem o GIPR ja descrito no seu genoma que se encontra ladeado pelo
EML2 e GPR4 no cromossoma JH126663.1, enquanto que no tubardo elefante (que nao
possui GIPR) todos os genes encontrados mapeiam para regides do genoma distintas € o

mesmo acontece na lampreia (Figura 19).
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Figura 19. Esquema representativo da analise de sintenia de ambiente genémico para o
GIPR. Genes vizinhos do GIPR em humano, galinha, celacanto, spotted gar, peixe zebra,
peixe das cavernas, peixe baldo (fetraodon), esgana-gata (stickleback), tilapia, robalo,
medaka, platyfish, tubardo elefante e lampreia estdo representados com diferentes cores com a
identificacao da posicao e do cromossoma em cada uma das espécies representadas.

Em humano verifica-se a presenca de um bloco de 3 genes (NOVA2, GPR4, EML?2)
todos eles no mesmo cromossoma que também estao muito proximos do GIPR no peixe
zebra. No genoma da galinha o GIPR ¢ ausente apesar de ter 4 genes
(CALN1,TYWI1,TIMM50, NAIF1) dos que existem no ambiente gendmico do peixe zebra

mas muito repartidos (Figura 19).

Para o gene do peptideo GIP uma analise semelhante a realizada para os recetores foi
efetuada e foram identificados 5 genes TTL6, SNF8, CALCOCO2, STX4 e SNX11 que
fazem parte da regido do genoma onde se encontra o GIP de peixes e outros vertebrados,
sendo que o SNF8 encontra-se muito proximo do péptido (Figura 20). Em espécies onde o
GIP nao foi identificado tal como no genoma do tetraodon, stickleback, medaka, platyfish e
spotted gar os genes vizinhos existem e as suas posigdes no genoma sao conservadas. A
posi¢ao do gene GIP foi identificada na tildpia e no celacanto, ainda que nao esteja previsto
no seu DNA gendémico. E importante referenciar ainda que em todos os organismos que nio
revelam ter o peptideo, tal como a lampreia, verificou-se a existéncia do gene SNF8 mas ndo
foi identificado nenhum GIP (Figura 20).

Analise de genes de linkage foi também realizada para compreender como os genes
para o GCGR/GLP identificados no invertebrado Ciona intestinalis se relacionam com os
seus homodlogos em vertebrados e para caracterizar a evolugdo dos membros desta familia em
vertebrados (Figura 21). Em Ciona existem dois genes putativos GCGR-like que se
encontram muito proéximos no cromossoma 2 e isto indica que estes possam ter sido
originados por um evento de duplicacdo em fandem no genoma desta espécie. Os genes
vizinhos para os recetores de Ciona foram identificados nas regides homoélogas (que contém
recetores para 0 GCGR/GLPIR e GIPR) na spotted gar e em humano e um padrao de genes
semelhantes foi identificado. No spotted gar os genes vizinhos encontram-se distribuidos nos
cromossomas LG2 onde mapeia o GIPR e LG10 onde se encontra o GCGR e GLP-2 enquanto
que no humano ficam distribuidos no comossoma 17 onde se encontra 0 GCGR e o GLP2R
mas também em dois cromossomas o 2 e 7 onde ndo existem recetores da familia dos

GCGR/GLPIR (Figura 21).
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Figura 20. Esquema representativo da analise de sintenia de gene do ambiente genémico

do GIP. Genes vizinhos do GIP em humano, gal
peixe das cavernas, peixe baldo (tetraodon), es
platyfish, tubardao elefante e lampreia estdo rep
identificacao da posicao e do cromossoma em cada

inha, celacanto, spotted gar, peixe zebra,
gana-gata (stickleback), tilapia, medaka,
resentados com diferentes cores € com
uma das espécies representadas.

O ambiente gendémico encontrado conservado para o GIPR de spotted gar encontra-se no

cromossoma 2 em humano evidenciando os diferentes eventos de duplicagdo e rearranjos no

genoma que se verificaram durante a evolugdo. Curioso foi identificar conservacdo tanto no

genoma da spotted gar como no humano para uma regido do genoma (no spotted gar LG9 e

no cromossoma 7 de humano) que contém o recetor GHRH que também ¢ um membro da
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familia 2 GPCR e evolutivamente relacionado com os recetores da subfamilia do glucagon

(Figura 21).
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Figura 21. Esquema representativo da anadlise de ambiente genomico entre o
GCGR/GLP identificados no invertebrado Ciona e vertebrados spotted gar e humano.
Cada um dos genes foi representado no cromossoma a que pertence com uma cor diferente, os
genes GCGR, GLP2R,GCGRb e GIPR estdo assinalados a vermelho e a laranja
representamos GHRHR um recetor que também pertence a familia 2 GPCR

4.4 Distribuicao tecidular dos diferentes recetores da subfamilia do

glucagon em peixes

Para melhor caracterizar o papel fisioldgico dos recetores da familia dos GCG/GLPRs
e GIPRs em peixes a distribuigdo tecidular dos cinco recetores identificados em tilapia foi
caracterizada em diferentes tecidos por PCR quantitativo (Figura 22). No entanto, para ter
uma ideia de qual o padrdo de distribui¢do esperado uma pesquisa sobre a origem dos ESTs
foi realizada e verificou-se que estes encontram-se expressos em diferentes tecidos: o0 GCGR
¢ essencialmente expresso ao nivel do rim, figado e fase embrionaria, o GLP1R ¢ expresso
tanto no rim como no musculo, no cérebro, no intestino ¢ nas gonadas; o GLP2R ¢ expresso
no cérebro, no intestino, no figado e nos testiculos; o GIPR encontra-se expresso em varios

tecidos; e 0 GCRPR ndo tem ESTs (seccdo 4.1).
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Figura 22. Distribuicio tecidular dos diferentes recetores da subfamilia do glucagon
obtida por PCR quantitativo em tilapia. A expressdao dos cinco recetores foi obtida a partir
de cDNA sintetizado de gonadas, musculo branco, branquias, coracao, figado, rim, duodeno e
cérebro. Os valores foram normalizados em relacdo a expressao do gene de referéncia 18S.

Em tildpia, de um modo geral, todos os recetores foram amplificados na maioria dos
tecidos testados. Os recetores sdo, na generalidade, relativamente pouco abundantes e
apresentam uma distribuicdo tecidular diferenciada sugerindo que possam ter papéis
funcionais diferentes. O GCGRa, GCGRb e GCRPR sao relativamente mais expressos do que
o recetor para o GIP e para o GLP-2 (Figura 22). A expressao do GCGRa foi detetada em
maior abundéncia no figado e no cérebro, tem uma expressao intermédia no muasculo branco,
branquias e gonadas e muito baixa no rim, duodeno e coracdo. O GCGRb ¢ mais abundante

no cérebro e menos expresso no musculo branco e figado (Figura 22).
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Para a expressdo do GCRPR ¢ notdria a maior abundancia deste recetor no cérebro.
Este recetor esta também presente no figado, no duodeno e nas gonadas com uma expressao
intermédia e no rim, branquias e musculo branco e coragdao apresenta uma expressao muito
baixa. O GIPR tem uma distribuicdo relativamente homogénea em todos os tecidos
amostrados, ainda que evidencie uma maior expressao nas gonadas, rim, musculo branco e
coragdo, apresenta uma menor expressao ao nivel do figado, duodeno, cérebro e branquias. O
GLP2R ¢ mais expresso no duodeno, e apresenta-se também expresso no cérebro, rim e
gbnadas e com uma expressao muito reduzida no coracao, figado, branquias e musculo branco

(Figura 22).

4.5 Distribuiciao dos recetores da subfamilia glucagon em relacio aos niveis

de glicose no plasma em peixes

Para determinar qual a participagdo dos recetores membros da subfamilia do glucagon
na regulacdo da glicose no plasma em peixes teledsteos e comparar com o seu papel ja
descrito em outros vertebrados, a expressdao dos recetores foi determinada e comparada entre
peixes com diferentes niveis de glicose no plasma. Os tecidos utilizados provieram de peixes
que foram submetidos a um jejum até 48h no entanto os dados de glicemia disponiveis
indicavam que os elementos sujeitos ao mesmo periodo de jejum apresentavam valores muito
diferentes. Devido ao este facto e de ndo existirem dados sobre a glicemia inicial os peixes
foram agrupados de acodo com os seus niveis de glicémia baixo indice de glicemia (4.3
mmol/l) e altos nivel de glicemia (11.4 mmol/l) para verificar poténcias diferengas de
expressao por comparagdo entre os dois grupos. Os tecidos escolhidos foram o cérebro, o
figado ¢ o duodeno, uma vez que os recetores que provavelmente estdo envolvidos na
regulacdo da glicose GCGaR, GCGbR e GIPR tém maior expressdao nestes tecidos. Dos
animais experimentais foram recolhidos e anotados antes da disseccdo dos tecidos, o peso e

comprimento.

Dois grupos de peixes (cada um com seis individuos) um com niveis baixos de glicose
(glicose baixa) e outro com niveis elevados (glicose alta) (p < 0.001) foram selecionados a
partir de uma experiéncia previamente realizada no laboratério em robalos (Figura 23). O
robalo foi escolhido pois de acordo com os dados bibliograficos os seus niveis de glicose sdao

bastante variaveis e podem mudar num curto espaco de tempo, como exemplo no jejum, ao
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contrario do que se verifica em tilapia que apos alguns dias de jejum ainda apresenta valores

de glicose semelhantes aos iniciais (Hsieh et al., 2000, Viegas et al., 2011 e Enes et al., 2011).
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Figura 23. Grafico com a variaciao dos niveis de glucose no plasma dos peixes usados. O
plasma foi retirado de peixes com uma média de tamanho de 20.1+/-0.43 cm e de peso
98.08+/-7.03 g. *** p < 0.001. De acordo com a bibliografia os niveis de glicose normal em
robalo variam entre 2-3.5 mmol/l aproximando-se dos valores do grupo “glicose baixa”(Del
Pozo et al., 2012).

A média dos niveis de glicose no plasma no grupo normal ¢ cerca de 4,29 mmol/l e no
grupo com glicose alta ¢ de 11.37 mmol/l (Figura 23) e os tecidos escolhidos foram o figado,
o cérebro e o duodeno que sdo orgdos onde estes recetores sao na generalidade mais
abundantes e que tém um papel importante no metabolismo da glicose em vertebrados. De
acordo com a bibliografia os niveis médios de glicemia em robalo varia entre 2-3.5 mmol/l e
desta forma aproximam-se dos valores do grupo de glicose baixa (Del Pozo et al., 2012). A
expressao dos recetores GCGR, GLPIR e GIPR foi analisada enquanto que os recetores
GLP2R e GCRPR nao foram testados. De uma maneira geral todos os recetores foram
amplificados e a expressdo obtida em robalo ¢ semelhante a de tilapia. Da comparacdo dos
niveis de abundancia relativa dos recetores nos dois grupos de peixes verifica-se que nao
foram detetadas diferencas estatisticamente significativas dos niveis de expressao em relagao
aos diferentes niveis de glicose no plasma (Figura 24).

No duodeno, o recetor GIPR ¢ o que apresenta maior expressao relativa, o GCGRa

tem valores baixos, e os valores de GCGRb sdao quase indetetdveis. Quando se compara os
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grupos em estudo verifica-se que o GCGRa e o GIPR apresentam valores de expressao
relativa ligeiramente mais elevados no grupo de baixa glicose. No figado de robalo, 0o GCGRa
tém uma expressao relativa bastante superior a expressao obtida para o GIPR, e o GCGRD foi
indetetavel. Os valores do grupo com glicose baixa e glicose alta sdo muito semelhantes tanto
para o GCGRa como para o GIPR. O cDNA de cérebro de robalo apresenta valores de
expressao relativa para o GIPR e o GCGRb mais elevados do que para GCGRa e um aumento
de glicose no plasma parece aumentar os niveis de expressao de todos os recetores mas parece
ser mais notoria para o GCGRb em relagdo ao grupo de glicose baixa, no entanto esta
diferenca ndo ¢ estatisticamente significativa e mais replicados serdo necessarios para validar

este resultado (Figura 24).
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Figura 24. Distribuicio relativa da expressao dos recetores GCGRa, GCGRb e GIPR,
em relacdo aos niveis de glicose no plasma em robalo. A distribuicdo dos recetores no
duodeno, figado e cérebro extraidos de dois grupos de robalos (n=6 por grupo) com diferentes
niveis de glicose no plasma: baixa glicose (similar ao normal, Del Pozo et al., 2012) e elevada
glicose. Os valores foram normalizados em relagdo a expressao do gene de referéncia 18S.
Andlise estatistica foi efetuada utilizando o test t student para amostras independentes
(unpaired t test (two-tail) bilateral e os graficos foram obtidos no GraphPad Software
(PRISM).
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5. Discussao

Os recetores que sao ativados pelo glucagon e pelos péptidos semelhantes ao glucagon
tém um papel importante na regulagdo do metabolismo da glicose em mamiferos. Em outros
vertebrados os mecanismos que regulam a homeostasia da glicose sao pouco conhecidos € o
papel do glucagon e seus recetores neste processo sao na generalidade pouco estudados apesar
de evidéncias de que possam exercer papéis fisioldgicos semelhantes. Neste trabalho
pretendeu-se caracterizar o sistema homodlogo em peixes, caracterizar a sua evolucdo e
determinar qual o seu papel na fisiologia e na regulacdo da glicose no plasma focando em

estudos de expressao dos seus recetores.

5.1 Evolucao dos recetores e péptidos ligandos do sistema glucagon em
peixes

O resultado das pesquisas em diferentes bases de dados permitiu a identificacdo dos
genes para os ligandos e recetores da familia glucagon em peixes e outros vertebrados
(Figura 13 e 16). Na totalidade a familia dos recetores do glucagon apresenta 5 genes em
peixes mas o numero de genes identificados € bastante varidvel entre espécies, 0 que sugere
que estes sofreram diferentes pressdes evolutivas ao longo da radiacdo dos peixes (Figura
13). O GLP2R ¢ o unico gene que parece ser identificado regra geral em todas as espécies, tal
como o GCGR onde dois genes (GCGRa e GCGRDb) duplicados sdo o resultado de uma
duplicagdo especifica no genoma de peixes. Em peixes ndo existe o homologo do gene
humano GLPIR e o correspondente homoélogo GIPR de humano parece apenas existir em
algumas espécies (Hwang et al., 2014, Irwin, 2014). Para além disso, um novo gene para um
membro desta familia, o GCRPR foi também identificado em alguns peixes teledsteos e no
celacanto (Park et al., 2013). Sequéncias dos recetores da familia glucagon foram também
identificados em genomas de peixes ancestrais tal como a lampreia e em invertebrados como
o caso da Ciona e o anfioxo, o que permite dizer que estes recetores sao transversais a muitas
espécies € tém uma origem precoce na evolugdo. A analise filogenética confirma a presenca
de 5 grupos de recetores distintos, que parecem ter uma origem comum, em que o GLP2R foi
o que divergiu mais precocemente na evolucdo, de seguida o GLPIR e posteriormente o
GCGR, GIPR e GCRPR, sendo o GIPR ¢ o GCRPR mais proximos evolutivamente (Irwin et
al.,2014) (Figura 14). Durante a evolucdo dos peixes o gene para o GLPIR parece ter sido

eliminado, contudo o peptideo existe e estudo funcionais utilizando ensaios in vitro com
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células de mamiferos e ativacdo de vias de sinalizagdo intracelular mostram que o recetor
GCGRb ¢ ativado pelo peptideo GLP-1 de peixes e promove funcdes semelhantes ao
glucagon (Musson et al., 2009 e Suzuki et al., 1990). O GIPR também nao existe em aves mas
o gene para o peptideo GIP foi identificado, no entanto o recetor ao qual se pode ligar e o seu
papel funcional em aves permanece por descobrir sugerindo que o GIP possa interagir com

outros recetores da mesma familia (Irwin et al., 2014).

No total 5 genes para os peptideos pertencentes a familia das hormonas do glucagon
foram identificados em peixes e tal como os seus recetores, a sua evolugdo também foi
bastante dindmica (Figura 16). Estes genes dao origem a 7 péptidos maduros cuja fungdo em
peixes encontra-se muito pouco estudada. Entre as diferentes espécies de peixes analisadas o
numero de péptidos € bastante variavel visto que em peixes alguns dos genes ndo foram
identificados, mesmo pesquisando tanto o seu genoma como as bases de dados de
transcriptomas. A molécula percursora do proglucagon ¢é constituida de diferentes formas em
vertebrados (Ng et al., 2010). Enquanto que nos mamiferos, aves e repteis € constituida por
uma unica sequéncia que codifica para exoes diferentes o GCG, GLP-1 e GLP-2, o que parece
sugerir que a origem destes peptideos resultou de processos de duplicagdo de um s6 exao
ancestral (Irwin et al., 2011 e Moon et al., 2012). Em peixes teleosteos existem dois genes
para o proglucagon, talvez devido a duplicagao em peixes. O proglucagon 1 ¢ similar ao dos
mamiferos (GCG, GLP-1, GLP-2) e o proglucagon 2 ¢ mais curto e apenas constituido por
GCG e GLP-1. O proglucagon em lampreia surge devido a eventos de duplicagdo
independentes e por isso apresenta o proglucagon I (GCG, GLP-1, GLP-2) e o proglucagon I1
(GCG, GLP-2) o que sugere a perda especifica de um exdo GLP-1 (Ng et al., 2010 ¢ Hwang
et al., 2014). A analise filogenética do presente estudo ¢ concordante com o anteriormente
descrito e trés grupos de sequéncias principais foram identificados e o proglucagon e o
GCRPR partilham uma origem comum e parecem estar filogeneticamente mais relacionados,

o GIP surge num ramo mais a parte e parece ter divergido primeiro (Figura 17).

A similaridade entre os péptidos maduros dos membros desta familia de peixes com os
mamiferos ¢ bastante elevada e estudos funcionais demonstraram que os péptidos podem ter
funcdes semelhantes que foram mantidas ao longo da evolucdo dos vertebrados (Figura 18).
O glucagon humano tem a capacidade de ativar o GCGR em peixe dourado e em ra devido a
similaridade e a conservagdo de sequéncias entre os recetores (Musson et al., 2009). Em

mamiferos o GLP-1 de peixe ativa o GLPIR em rato e tem a capacidade de estimular a
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producdo de insulina (Musson et al., 2009). Em mamiferos o GLP-1 e GIP partilham uma
elevada identidade (Moon et al., 2012) e isto reflete-se no seu papel funcional, ambas as
hormonas t€ém um papel de incretina. Contudo, em peixes a sequéncia do GLP-1 parece ser
mais semelhante com a sequéncia do GCG, uma vez que estudos indicam que o GLP-1 de
peixes apresenta uma grande afinidade para com o0 GCGR, uma vez que o GLP-1 tem func¢des
similares a0 GCG (Hwang et al., 2014). A sequéncia do GCRP ¢ bastante conservada entre
espécies no entanto o seu papel funcional permanece por descobrir. O GIP ao contrario € o
péptido mais divergente entre os mamiferos e os peixes no entanto estudos parecem indicar
que o GIP de peixe zebra € capaz de estimular e ativar a sinalizagao intracelular no GIPR de

rato (Musson et al., 2009).

Na realidade, quando se analisa em maior pormenor a evolu¢cdo do gene GIPR e GIP
em peixes verifica-se que este par recetor-hormona bem caracterizado em mamiferos, sofreu
pressoes seletivas bastantes distintas ao longo da radiacdo dos peixes, o que em parte pode
explicar a sua nao identificagdo neste trabalho no genoma de varias espécies (Figura 19 e 20).
Nas espécies de peixes onde o gene para o GIPR (peixe zebra, peixe das cavernas, robalo,
spotted gar e no celacanto) foi identificado, este encontra-se ladeado (ou em linkage) por trés
genes (GPR4, EML2 e CLP3) que também se encontram conservados no em humano
(cromossoma 17) (Figura 19). Nos genomas de outras espécies caracterizadas, onde o gene
para o GIPR esta ausente, estes genes em /inkage com o GIPR também foram encontrados
pela mesma ordem ou entdo foram encontrados em segmentos de cromossomas diferentes o
que parece ser indicativo da ocorréncia de diferentes pressoes seletivas nessa regido ao longo
da radiagdo dos peixes teledsteos (Irwin et al., 2014). O gene do peptideo GIP nas espécies
onde foi identificado apresenta genes vizinhos que sdo mantidos (SNF8 e CALCOCQO2) na
generalidade de forma conservada no genoma dos peixes onde o GIP parece nao existir
(Figura 20). Durante a evolugdo o gene para este peptideo, a semelhanga do que aconteceu ao
seu recetor, parece ter sido eliminado do genoma de algumas espécies. As consequéncias
fisiologicas da manutencao e/ou eliminagdo do gene para o recetor e seu péptido ligando em
peixes e outros vertebrados permanece ainda por esclarecer.

Para melhor compreender o perfil evolutivo da familia dos recetores do glucagon e
melhor compreender os resultados obtidos pela analise filogenética que sugere que o GLP2R
foi um dos primeiros membros desta familia a surgir (Figura 14), o ambiente genomico dos
genes homologos identificados em Ciona (que resultam de uma duplicacdo em tandem no

genoma) foram comparados com as regides do genoma que contém 0s genes para os recetores
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em vertebrados (Figura 21). Da anélise resultou a identificagdo de um gene DDXS5 que se
encontra muito proximo dos genes para o GCGR-like de Ciona no cromossoma 2 e que
mapeia também perto do gene para o GLP2R tanto em spotted gar LG10 (teledsteos basal que
nao sofreu o processo de duplicacdo do genoma que afetou os teledsteos) e em humano no
cromossoma 17 o que parece confirmar a ancestralidade do GLP2R (Hwang et al., 2014).
Curioso € notar que, tanto em spotted gar como em humano, o GLP2R encontra-se no mesmo
cromossoma que o0 GCGR, no entanto no peixe, homologia para o GIPR (cromossoma LG2)
foi também identificada mas foi perdida em humano (GIPR em humano mapeia para o
cromossoma 19) o que ¢ também indicador das diferentes pressdes seletivas que este gene
sofreu ao longo do processo evolutivo. Mais ainda, homologia para a regido do genoma que
cont¢ém o GHRHR foi também identificada (Figura 21). O GHRHR ¢ também um membro da
familia 2 ou das secretinas GPCRs e partilha similaridade com os recetores da familia do
glucagon (Siu et al., 2010 e Hwang et al., 2014). Em vertebrados os membros da familia dos
recetores para o glucagon e péptidos semelhantes como o GHRH e membros da sua familia
surgiram a partir de um gene ancestral comum antes da radiacdo dos vertebrados e esta
similaridade observada no seu ambiente gendmico parece indicar que talvez os recetores do
glucagon-like em Ciona possam estar também na base da origem dos GHRH e membros da

sua familia.

5.2 Papel funcional dos recetores da subfamilia do glucagon em peixes

Para determinar qual o papel funcional dos recetores da familia glucagon em peixes
caracterizou-se a sua expressdo em varios tecidos de tilapia e em robalo (Figura 22 e 24). A
tilapia € um teledsteo herbivoro e consegue utilizar na sua dieta até¢ 50 % de hidratos de
carbono (Polakof et al., 2012 e Hsieh et al., 2000) e, no seu genoma, os gene homologos aos
dos mamiferos incluindo o novo recetor GCRPR e péptido ligando foram identificados, o que
parece indicar ndo s6 que este peixe apresenta um sistema de regulacdo semelhante ao
utilizado pelos mamiferos no controlo da homeostasia da glicose mas também que outros
genes desta familia possam intervir neste processo. O estudo de expressdo tecidular permitiu
identificar, por comparacdo relativa dos niveis de expressdao, quais os tecidos onde estes
recetores sdo mais abundantes e ai terem um papel fisiolégico mais ativo. A analise de
expressao dos recetores foi também caracterizada em robalo. O robalo e a tilapia sdo peixes
evolutivamente proximos no entanto devido aos seus distintos tipos de habitat e de

alimentacdo (o robalo ¢ carnivoro-consome mais proteina e a tilapia ¢ herbivora-consome
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mais hidratos de carbono) os seus niveis de regulagdo de glicose sao controlados de maneira
distinta ¢ em robalo pode variar num curto espago de tempo, enquanto que em tilapia pode
demorar até 3 semanas mesmo em periodos de jejum (Hsieh et al., 2000, Viegas et al., 2011 e
Enes et al., 2011). Dai para analisar a variacao dos niveis de glicose no plasma e o papel dos
recetores membros da familia do glucagon o robalo tenha sido escolhido como modelo de
estudo em vez de tilapia.

Em tilapia, o GCGRa apresenta uma maior expressdao ao nivel do figado, o que
também se verifica em robalo e em mamiferos (humano) onde a expressao desse recetor ¢
essencialmente no figado desempenhando um papel importante nos processos de
glicogenolise e gliconeogénese em mamiferos (Kim et al., 2008). A producao do peptideo
GCG em peixes ¢ ao nivel dos corpos de Brockmann, ilhéus que se encontram dispersos no
tecido adiposo localizando-se em redor do ducto biliar, mas este encontra-se armazenado
sobretudo no figado para permitir a disponibilizagcdo da glicose (Polakof et al., 2012).

A expressdo do recetor GCGRb em tildpia € notoriamente no cérebro e o mesmo
acontece em robalo (Figura 22).

Em peixes o GCGRD ¢ o duplicado do GCGRa mas, estudos funcionais de ligagao aos
péptidos revelou que este recetor tem propriedades funcionais idénticas ao GLPIR de
tetrapodes e ¢ ativado pelo péptido GLP-1 de peixe (Irwin et al., 2014). Em peixes e outros
vertebrados o GLP-1 faz parte do mesmo precursor que o GCG e ¢ também produzido nos
corpos de Brockmann e foi isolado em peixes, no trato gastrointestinal, figado e cérebro mas o
péptido parece ter como principal 6érgao de agdo o figado (Polakof, 2012). Em mamiferos o
recetor GLPIR encontra-se expresso nas células  do pancreas onde a sua principal funcao ¢ a
estimulagdo da secrecao de insulina, também ao nivel do sistema nervoso central estd
associado a fungdes neuro-protetoras e na reducao do apetite (Polakof et al., 2011). Em outros
vertebrados as funcdes associadas a este recetor sao relativamente bem conservadas mas em
peixes parece ter uma func¢do semelhante ao GCGR.

Relativamente ao GLP2R em tilapia este recetor foi significativamente mais expresso
no duodeno em comparagdo com os outros tecidos analisados, mas também foi detetada
expressao no cérebro e nas gonadas (Figura 22). A abundancia da expressao do GLP2R no
duodeno de tilapia é consistente com o seu perfil de expressao em humano. Em humano, a
funcdo do GLPR2 e do seu péptido encontra-se muito pouco estudada comparativamente com
os outros membros da familia do glucagon mas estudos indicam que tanto o péptido GLP2
como o seu recetor encontram-se essencialmente no intestino, o péptido ¢ secretado apds a

ingestdo de alimentos, e também permite a proliferacao de células intestinais, e participa na
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regulacao da capacidade de absor¢do (Marathe et al., 2013). Embora o papel funcional do
péptido GLP-2 em peixes seja pouco conhecido, em truta arco-iris este péptido foi transcrito
como parte do gene do proglucagon em intestino e cérebro (Irwin et al., 1995). No nosso
estudo o recetor GLP2R em tilapia tem uma maior expressao ao nivel duodeno e o seu papel
funcional foi possivelmente mantido conservado ao longo da evolugao.

Em tilapia o GIPR apresentou uma distribui¢do equilibrada nos tecidos analisados e ¢
dos recetores desta familia um dos membros menos expressos (Figura 22). Em peixes, o
papel do GIPR ¢ pouco conhecido e isto prende-se com ao facto de este recetor estar ausente
no genoma da maioria dos peixes o que sugere que a sua importancia funcional ¢ relativa de
espécie para espécie. O unico estudo funcional em peixes em que o sistema GIP foi descrito
foi realizado em peixe zebra onde o péptido GIP foi caracterizado e o seu transcrito
amplificado no pancreas e intestino evidenciando a importancia deste péptido e do seu recetor
no aparelho gastrointestinal (Musson et al., 2009). Em mamiferos este recetor ¢ mais expresso
no pancreas, estdmago e tecido adiposo, mas também foi identificado no coragdo, pulmdes e
no sistema nervoso central, considera-se estruturalmente semelhante ao GLP1R humano e
funcionalmente participam ambos na estimulacdo da secrecdo de insulina. Em mamiferos o
GIPR também esta associado a regulacdo do metabolismo dos lipidos mas a sua fungdo em
tecidos ainda ¢ desconhecida (Yabe et al., 2011, Baggio et al.,2007). Em peixe zebra um
aumento do GIP foi detetado em resposta ao jejum e esta resposta fisioldgica ¢ antagonica ao
que observa em mamiferos (Musson et al., 2009). Estudos de Park et al., 2013 parecem
sugerir que o GCRPR ¢ filogeneticamente bastante semelhante como o GIPR e no caso do
peixe zebra que apresenta o sistema GIP/GIPR mas ndo apresenta o GCRP/GCRPR pode
indicar que a presenca de um pode ditar a auséncia de outro. No presente estudo verificou-se
que o GIPR em tilapia tem uma expressao muito diversificada o que parece nao clarificar a
sua func¢do. O novo recetor GCRPR, foi identificado recentemente em peixes tendo por base a
identificacao de homologos em tetrapodes tal como a galinha e anfibio. Em mamiferos este
recetor ndo foi detetado e de acordo com estudos anteriores foi eliminado do genoma dos
mamiferos ao longo da evolugcdo (Hwang et al., 2014). Devido a sua recente identificagao
poucos estudo sobre o seu papel funcional existem e a elevada expressao tecidular no cérebro
em relagdo aos outros tecidos, que também ja foi referenciada noutros estudos (Irwin et
al.,2011 e Irwin et al.,2014), indica que este recetor poderd estar envolvido na regulagdo
neuroenddcrina no cérebro. A sua expressao no duodeno, figado e gonadas indica outros alvos

potenciais para a sua agdo que permanecem por descobrir.
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Existe uma grande diversidade de espécies de peixes e de acordo com os seus hébitos
alimentares eles agrupam em herbivoros, carnivoros e omnivoros. Dependendo do tipo de
alimentagdo os mecanismos envolvidos na regulacao da glicose variam e, enquanto ha peixes
que tém a capacidade de manter niveis constantes de glicose no plasma por longos periodos
de jejum e dai serem considerados intolerantes (ndo regulam a glicose), existem outros em
que a variacdo acontece num curto espago de tempo (Polakof et al., 2012). A elevada
tolerancia de alguns peixes a valores de glicose no plasma baixos sugerem uma melhor
adaptacao destes a longos periodos de privacao de comida em relagdo ao que se verifica nos
mamiferos (Polakof et al., 2011). Teste de tolerancia a glicose através da injecao de glicose no
plasma confirmam a existéncia de um mecanismo de regulagdo da glicose em peixes e este
parece ser dependente de espécie para espécie e nao estd relacionado com o tipo de
alimentagdo. Por exemplo, a carpa e a tilapia sdo dois peixes herbivoros/omnivoros mas
enquanto que a tilapia demora 24 h a repor os niveis normais de glicose, em carpa este
mecanismo ¢ mais rapido e acontece em menos de cinco horas (Figura 10, Polakof et al.,
2012). Isto sugere que existem varios outros fatores independentes da alimentacgdo, tais como
temperatura da agua e o gasto energético que podem influenciar a regulagao da glicose em
peixes (Polakof et al., 2012).

Em peixes, tal como em outros vertebrados a glicose ¢ essencialmente uma importante
fonte de energia para o funcionamento de tecidos como o cérebro, branquias, eritrocitos e
gbénadas e, tal como em mamiferos, os membros da familia do glucagon possuem um papel
importante neste processo. Tanto em peixes como em mamiferos o figado ¢ o 6érgao central na
homeostasia da glicose onde ocorre a metabolizacdo da glicose armazenada (glicogénio)
disponibilizando essa forma de energia para o organismo. O glucagon tanto em peixes como
em mamiferos participa essencialmente disponibilizando a glicose através da gliconeogénese
e glicogenolise (Enes et al., 2008) e o seu recetor GCGR ¢ bastante expresso. No entanto,
apesar da aparente homologia funcional entre peixes e mamiferos existem péptidos que t€ém
comportamentos diferentes e enquanto que em mamiferos o GLP-1 tem funcao de incretina e
aumenta com o aumento de glicose no plasma, em peixes o GLP-1 tem um comportamento
1déntico ao GCG mas estudos utilizando GLP-1 de peixe em ensaios utilizando pancreas de
cdo ¢ de rato canulados verificaram que este tem o papel de incretina sugerindo que a
diferenc¢a do seu papel funcional em peixe esta associado ao seu recetor e as diferengas entre o

GLP1R de mamifero com o0 GCGRb de peixe (Musson et al., 2009).
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Para melhor caracterizar qual o papel funcional dos recetores da familia do glucagon
na regulacao dos niveis de glicose e identificar os recetores “alvo” neste processo em peixes,
a expressao dos recetores foi caracterizada em dois grupos de robalos com diferentes niveis de
glicose em figado (6rgdo central na reposi¢do dos niveis de glicose), duodeno (6rgao onde
ocorre a absor¢do de glicose e que transmite ao cérebro a informagdao sobre a energia
consumida) e no cérebro (centro nervoso da regulacao hormonal de glicose) (Figura 24). O
robalo ¢ um peixe carnivoro e a maior parte de glicose do plasma ¢ obtida por vias
metabolicas e apenas uma pequena parte resulta da absor¢cdo na dieta (Viegas et al., 2011 e
Enes et al., 2011). O robalo tal como a tildpia possui os cinco recetores do sistema glucagon,
0 que sugere que os mecanismos envolvidos na sua regulagdo possam ser semelhantes entre as
duas espécies. Os dados de glicemia obtidos do robalo para os peixes amostrados no mesmo
periodo de tempo de jejum apresentavam valores muito dispares o que pode sugerir que 0s
diferentes individuos ja estariam a regular a glicose mas ndo de uma maneira sincronizada.
Assim sendo e para provar a ideia de que o sistema do glucagon actue no jejum foram
agrupados individuos de acordo com os niveis de glicemia. No figado de robalo o grupo com
glicose mais elevada e o grupo com glicose mais baixa, ndo apresentou alteracdes nos niveis
de expressdo dos recetores GCGRa e GIPR sugerindo que nenhum destes recetores esta
envolvido neste processo para o caso experimental testado. O mesmo acontece para duodeno
e cérebro onde nao se verificaram diferencas estatisticas entre os diferentes grupos de peixes.
Embora o cérebro seja o 6rgao mais afetado e os niveis de expressdo do recetor GCGRb
parece acompanhar os niveis de glicose estas diferencas ndo sdo estatisticamente
significativas (Figura 24). O cérebro de peixes, utiliza como fonte de energia corpos
cetonicos, lactato, acidos gordos, aminoacidos mas também glicose e apesar de ter menos
reservas de glicogénio do que o figado (Schmidt e Wegener, 1988, Foster et al., 1993,
Plisetskaya et al., 1993), também as utiliza como forma de obtencdo de glicose, evitando a
necessidade de recorrer a glicose em circulacao. Estas reservas revelam-se muito importantes,
uma vez que quando os niveis de glicogénio sdao baixos os peixes podem até mesmo morrer,
foi provado que a injecdo de glicose no cérebro de peixe provoca alteragdes no metabolismo
dos hidratos de carbono a nivel hepatico como forma de regular os niveis de glicose (Polakof
et al., 2011 e Polakof et al., 2012). Isto sugere que o cérebro ¢ um dos primeiros 6rgaos a
responder e podemos sugerir que a variagao dos niveis de GCGRb observados podera estar
associada a este processo de degradagdo do glicogénio e producdo de glicose, o que esta de
acordo com os dados obtidos para os niveis de GLP1 em truta que sugere ter funcdes

semelhantes ao glucagon (Figura 11, Polakof et al., 2012) No futuro outros testes usando
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individuos com discrepancias mais acentuadas dos niveis de glicose no plasma, recorrendo a
experiéncias com monitoriza¢ao dos niveis de glicose, glicogénio num estado inicial e apds o
jejum podera clarificar melhor qual a intervencao dos receptores da familia glucagon no
metabolismo da glicose. Em alternativa pode também recorrer-se a um teste de tolerancia de
glicose para obter resultados mais fidedignos do envolvimento e importancia do GCGRb e
outros recetores na regulacdo da glicose em peixes. Outro aspeto importante, seria a

comparacao da expressao do péptido e do receptor nos diferentes tecidos.
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6. Conclusoes

Neste trabalho genes homologos para os recetores que ligam ao glucagon e péptidos
semelhantes em mamiferos foram isolados e caracterizados em peixes bem como o0s seus
potenciais péptidos ativadores. Os recetores e ligandos da familia do glucagon surgiram cedo
no processo evolutivo e foram encontrados desde o genoma do peixe ancestral a lampreia,
bem como nos genomas de Ciona e do anfioxo (invertebrados). Entre peixes o numero de
genes identificados ¢ bastante varidvel. No total, cinco recetores foram isolados e estes
evoluiram de maneira distinta dos genes homologos em humano. Duplicados para o GCGR
foram identificados em todos os peixes teledsteos (a excecdo da spotted gar e celacanto) € o
GIPR apenas foi identificado em algumas espécies sugerindo que a manutencao deste recetor
em peixes foi dependente de espécie para espécie, € as consequéncias funcionais da presenca
e auséncia do GIPR e GIP em peixes permanecem por descobrir. O GCRPR ¢ o novo recetor
desta familia e foi identificado em alguns peixes teledsteos e no celacanto, ndo se encontra em
mamiferos, mas existe em aves e, tal como o GIPR, o gene para este recetor parece nao existir
em alguns peixes.

A analise filogenética sugere que os recetores e péptidos sofreram diferentes pressoes
evolutivas e isto afetou a evolucdo dos pares hormona-recetor. O GLP2R foi o primeiro
recetor a emergir, o que se confirma quando se compara com o genoma de Ciona que contém
dois recetores GCGR-/ike e se identificam genes em /inkage com o GLP2R, enquanto que nos
péptidos a evolucdo do GIP foi distinta dos outros membros e o GCRP emergiu do mesmo
ancestral que o proglucagon que contém os péptidos GCG, GLP-1 e GLP-2.

A distribuigdo tecidular dos recetores em tilapia sugere que estes tém uma abundancia
e distribuicdo distintas e possivelmente tém diferentes papéis funcionais que poderdo ser em
parte semelhante aos mamiferos: o GCGRa ¢ mais abundante no figado, o GCGRb no cérebro
e 0 GLP2R no duodeno. Em tildpia um o GIPR seja notoriamnente mais expresso nao foi
identificado o que sugere um papel pouco especifico e GCRPR foi encontrado no cérebro,
duodeno, figado e génadas mas a sua funcdo em peixes permanece ainda por descobrir.
Comparagao da expressao relativa dos recetores entre dois grupos de robalos com diferentes
niveis de glicose no plasma ndo permitiu identificar os recetores envolvidos neste processo
embora o cérebro seja o tecido mais afetado. A importancia relativa deste sistema na
homeostasia da glicose em peixes, permanece ainda por desvendar e outros estudos

necessitam de ser realizados para melhor caracterizar a sua funcao em peixes.
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Tabela anexo 1. Tabela com nimeros de acesso da subfamilia dos recetores glucagon em
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Tabela anexo 3. Percentagens de identidade e similaridade da sequéncia completa de
proteina deduzida dos recetores da subfamilia do glucagon em Tilapia.

GCGRb GLP2R GIPR GCRPR
GCGRa 54 31 43 33
68 47 55 47
GCGRb 100 33 42 33
50 54 47
GLP2R 100 31 29
47 43
GIPR 100 35
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Tabela anexo 4. Tabela com nimeros de acesso dos péptidos da familia glucagon.

w.: w.: _d @.: @m wcﬁ.:&\ GSS,G.Eu:E%
M.: :H _.: _d EO MSQEE&E SS.G
ru ru [ ([159301d)196500000000VINSNA |  (189501d) 98120000000OVINISNA | ewd SnuLpu SNZAu04oJ
ru [ 967£0000000OWYINIS #L100000000DINVONIS | 1w) 11t SHYOUNYIO][D)
9 91 yOTpIoffvos ru 70$800000009007TSNT | 90T njp[N0 SN2JS0S1AT
I'u I'u ru Iru ely votodpl vjjm3uy
I'u I'u ru I'u uey jjm3up vjjnsuy
w.: M.: _.c M.: EQ §$E w:&ué&:m&Q
ru | 90LZh0NTSS/1"€0SLLMEY L81ST0NTSS 102290NTSS | eSS AD]DS ouljpg
ru [ 1$$80000000DXNYSNA £0001000000OXNYSNH FZSE1000000OXNVSNA | owy SHUpIIXaU XOUDAISY
w.: w.: _d _.c :mm Snpinn w:xc&w
M.: M.: _d ﬁ.moomhm :mU snpinp memScb
195 €0pI0ffpos owny ru 60671000000D0WDSNA $86£0000000DOWDSNI |  own Dny.0Ul SNPpD)
ThP6vEE-S9ESPES 6 UL ru #1900000000DINLSNA 8LTE1000000DINLSNA | WL |  siprudossiu uopovja]
ru 1'90L9YIVV L060¥0000009YYASNA 9676L0000009YYASNT | 21 oL oD
9 poffpas e ru 9095000000090YOSNA LL8ET000000D0YOSNA | 9D | smwajnov snajso.aisn
691P10ffpos ru 168910000009 TIOSNA 78L70000000OTYOSNE | ®I0 sadiv] svizdi()
ru ru 18711000000OVINXSNA 618€1000000OVINXSNA | ewy | smwjnovu snioydoydry
ru ru I'H0LLSSH00 dX I'b8P0LSH00 X | 9ZIN 0.4Gaz DIpUD|ADJY
1'9611€81D ['00Z1€81D Plojyeas 61680000000OINOSNA L0€81000000OINOSNA | 1WO SOLO]IU SIUIOY202.1()
99 pjoffvas ru £€9+00000000NYLSNA 12£80000000ONYLSNT | miL sadugn. nanfiyn |
7 909014 [ 909014
1"€9S9TTHI ru I'L0VF00900 dX | WOT DUURDYD DLOULDT
1'€0LTLI'TD 1'16L060100 dN 8LIE1000000DLAXSNA | BX sypardoy sndouay
ru 1'€15021900 dX T1L01000000DI1SdSNA 15 S1SudUIS SNISIPOJ
1'€90€7€1D ru 781¥1000000OVIVSNA | ey SISUdUI0.V) SjOUY
I'6ETSLEHS 1'99¢01 14V FOTT1000000OTVOSNA | €80 snjv3 snjpo)
ru 1'50091 104 ['SL6TTHYY | nwpy SISt Snjy
ru I'67196HYV I'$LZSOHVY | ®SH sua1dos ouiogy
4409 d19 10802194 909-04d | IqY sonadsy

83



Membros da familia do glucagon em peixes

038q 3 WK "01G2133) 1'29£95d 10smoid 4 DD DYISIAMDIYS] SNYOUAY.L0DUQ)
SOPI93) SOUEA 1'19€296714 7398014
I'PEIEYTHO T SO0PYTHO ‘1 186L9THOT FEIEYTHO T'SO0PYTHO ‘1" 186L9THD
0B5%100 3 sermbupiq ‘odeg ‘wry _,.Moxth:O ,_ .mow»vNIO ,ﬁHowowomxo,_.ooovaIO,ﬁmm_mvaO 41D snion] xosg
’ . 1'€999¥THD 1'098CTSTHO 1 198TSTHO I'STTTYTHD T'91TTYTHD
‘1'9v16VTHD 1" SSETYTHO “1'98€THTHO ‘1'6680¥THD * 1'0060¥THD
opedig 1'50Sz6£94 780501 Snip.1 S11dA501gon
BAIE[ O OBLIqUIF 1'19SL¥TOA T°ZS1SETOA 189301g Snupo1Xou XvunAjSy
01Qa19) 1" 18L0EEVD 7598014 sadiign.t n3nfiyn ]
sembugig 1'0EPPTS MO T'8TLETSMD T'960PT8MD T P8PHT8MD T'S68ET8MD 7895014 Dpnp sn.pdg
O)[NPE d OBLIQUID ‘SOPIOd) SOLIEA 408
. o e o o P 5301
so[noRss) ‘euznnd ‘OupAo ‘o[nosnu “opeSy ‘WL ‘ounsAuI €'LTSLEXE "1°90S€L0ND "1'T8YEGYED "1'0THOY XD memwwmwmwwmwwwmwm mowohm ss1ydu snyoudy.10ou0)
‘sembugiq ‘sepeuod sep 0edRIOUAIRJIP 01qa19d ‘Onues ‘osodipe oprod |,
ounsapuy 1'8E€16ELXH 7398014 priytow Snpp)
ounsaup 1'908LLIXH ‘10VE6ELXH T ETYOPLXT T YE6S I vdd * 1'SE6LLIXA 1" 1TTOLIXH 1823014
0deq 9 ounsAuUI ‘opesIy ‘WLl op edqe) 1'8LSTETHD T BULIOJOSI D)D) S142D]1UDS SNSSO]BOUL)
9pIOIN} *05eq "W "01qaI) [OTIPPSOA T LITHFEDT T €988700D T ¥988700D dI9
ounsay 1'0EPEESMA “T°€8SH0STD 7808014 AD[DS oupg
ounsou] 1'€28TH0VO 1808014
0pdeI0d 3 ounsaul ‘semnbugiq ‘Opedy ‘Oyjo ‘O[nISNU ‘01Ga1d ‘0deq ‘WY 1°00€0¥LOf 15803014 A2[11D2IDD SAIDT
BUNAI “BAIE] “SEPRUOT ‘[IuoANl a5k, T'TO00E9AD T 6LLYTOAD THOI86SAD T 9760€9AD “1'6€L8EYAD T HTITTISII T'LTEITIAD 7895014 SOTOJIU SIUO.AY202.4()
SO[NONSa ], 1°6T820LAD dID o
1°S9€9ETZI T T6EL6TZI T 99E9ETZI T TOELOTZI
oxaI [ewIny . I nmﬁmNmN.: mnmmNmN,_. ,ﬁ owmmNmN,_. .ﬁ NRX&N"_. ‘ﬁ MRS&N.C om_mNmNmﬁowomomN_. 7898014 LIOZINS SNIYOUDIGOYION
1'180SOEZI “1'PEYI8TZL "1"SEYIBTZL "1°'661LSTZI "1'00TLSTZL “1'TTSYTEZL "1'€TSRTEZSL 1808014 :
1'6£81¥TZI°1'8E8IHTZI “1'896SYTZI* 1 T666LTZI
WL Op 09UOI) ‘0J8J[0 OP OPId?) ‘O[NdSNW ‘0TewQ)SH 1°912060A4°1°L12060A4 7895014 Snp2ANf SN[

dos.

Tabela anexo S. Tabela com os ESTs dos péptidos ligandos da familia glucagon

pesquisa
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Membros da familia do glucagon em peixes

laridade do ligando GCG

imi

Tabela anexo 6. Percentagens de identidade e s

completo; GCG 1 (GCG+GLP1+GLP2) e GCG 2 (GCG+GLPI), na lampreia I

(GCG+GLP1+GLP2) e lampreia II (GCG+GLP2).
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Membros da familia do glucagon em peixes

Tabela anexo 7. Percentagem de identidade e similaridade para o GIP.

Galinha  Tilapia Peixe Peixe das

zebra cavernas
Humano 20 11 13 15
34 16 22 26
Galinha 100 12 15 19
26 29 30
Tilapia 100 13 36
17 46
Peixe Zebra 100 20
22

Tabela anexo 8. Percentagem de identidade e similaridade para o péptido preditivo
GCRP

Celacanto Tilapia Takifugu  Spotted gar

Galinha 93 68 62 69
96 75 75 78

Celacanto 100 68 65 66
75 75 78

Tilapia 100 62 63
75 75

Takifugu 100 63
75
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Membros da familia do glucagon em peixes

laridade do péptido maduro

GGC. 1 e 2 refere-se ao facto de nos peixes existirem duas sequéncias para o0 GCG.

imi

Tabela anexo 9. Percentagens de identidade e s
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Membros da familia do glucagon em peixes

Tabela anexo 10. Percentagens de identidade e similaridade do péptido maduro
GLP1. 1 e 2 refere-se ao facto de nos peixes existirem duas sequéncias para o GLPI.

. Tilapia  Takifugn  °*¢  Tilipia Takifugu  Lox¢  Spoued .
Galinha zebra zebra gar Lampreia
() () 0@ @ o

Humano 87 61 64 67 74 67 74 64 48

96 80 80 83 90 87 90 87 83

Galinha 100 51 54 64 70 64 70 61 48

83 80 87 90 87 90 83 80

Tilapia (1) 100 90 70 67 64 67 70 48

96 87 90 87 90 80 70

T]aklf“g“ 100 70 70 67 70 74 51

M 87 87 83 87 80 70

Pel‘)’;e 0 100 77 74 77 80 48

zebra 93 90 93 87 74

Tilapia (2) 100 93 100 83 54

96 100 93 77

Tzakif“g“ 100 93 80 51

&) 9% 90 77
Peixe

100 83 54

zebra (2) 93 77

Spotted 100 51

gar

71
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Membros da familia do glucagon em peixes

Tabela anexo 11. Percentagens de identidade e similaridade do péptido maduro
GLP2. I e Il referem-se ao facto de na lampreia existirem duas sequéncias para o GLP2.

Galinha Celacanto Tilapia Takifugu Peixe Spotted Lampreia I Lampreia
zebra gar 11
Humano 54 48 34 31 34 42 25 40
82 80 74 77 74 80 48 68
Galinha 100 71 54 57 54 54 25 45
85 77 77 82 82 40 65
Celacanto 100 62 62 68 68 25 45
80 82 82 85 37 62
Tilapia 100 91 85 77 22 42
94 88 88 42 60
Takifugu 100 80 71 22 40
85 85 40 60
Peixe zebra 100 77 22 40
82 45 62
Spotted gar 100 28 40
45 62
Lampreia I 34
100 48

Tabela anexo 12. Percentagens de identidade e similaridade para o péptido
maduro GIP em galinha, tilapia, peixe zebra e peixe das cavernas.

Galinha Tilapia Peixe Peixe das

zebra cavernas
Humano 42 35 40 4
66 57 59 57
Galinha 100 40 47 5
78 76 73
78 80
Peixe zebra 20
100 %3

Peixe das

cavernas 100
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Membros da familia do glucagon em peixes

Tabela anexo 13. Percentagens de identidade e similaridade para o péptido
maduro GCRP em galinha, celacanto, tilapia, takifugu, spotted gar.

Celacanto Tilapia Takifugu Spotted gar

Galinha 96 84 73 88
96 92 84 100

Celacanto 100 84 73 84
92 84 96

Tilapia 100 73 80
84 92

Takifugu 76
100 34
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Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 1. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos do recetor
GCGR/GCGRa e GCGRb/GLPIR no humano (Hsa), celacante (Lch), tilapia
(Oni), robalo (Dla), takifugu (Tru), peixe zebra (Dre) e spotted gar (Loc).
Identificagdo das 6 cisteinas e outros dominios conservados e das 7 regides
transmembranares. As letras marcadas a vermelho correspondem aos locais de interacao
com os ligandos, as letras assinaladas a negrito correspondem aos locais de glicosilagao.
A sublinhado encontra-se a regido do péptido sinal e em caixas estdo 0os motivos
funcionais.

GCGR_Hsa : MPPCQPQRE’LLLLLLLLACQPQVPSAQVMDFLFEKWKLYGDQCH}DESLLPP—PIELVCNRIFD"'YS;M—.ULPANMANJ.SCPWYLPWHHKVQHRF :
GLPIR Hsa: -MAGAPGPLRLALLLLGMVGRAGPRPQGATVSLWETVQKWREYRRQCQRSLTEDPPPATDLECNRTF DEY ACWRDGEPGSFVNVSCPWYLPWASSVPQGH :
GCGR_Lch : -------———-———-] MSEGTTNEGCHSCESCVLLAVSLELQGHAAE SLDVIYEGWKRYMDECQKNMSRE PP-AKVLVCNRT S DKFSCWEDALENTTVNLSCPWYLPWYKKVQHGY @
GLP1R Lch: WSEYENECMRKMETE PPPSAALFCNRTF DNYACWPDAVGDVMVKVPCPPYLPWIDKVSTIGH :
GCGRa_Oni: MSQLELFLAVLIVSCSIQVSAVVSLOKVIERWKLYREECERNNSRDPP-STGLVCNRTFNNYACWRDGLPNTTVVVPCPWYLPWHRKVQHGY :
GCGRb_Oni: MSQVCLLLALLMLCSCKKVS SANSLELVKEQWS SYKNQCLDHLGAT PP-ATGLVCNRTF DLYACWRDGHPGTTVNVSCE!

GCGRa_Dla: HSRLFLLLAALIVYSSIQVSEAAILDKLEESWKL'I’MMECDMSRDPP-S'IGLVCNRIFD}:’VA"W:JDGLPNTI’VSVSCP YLPWHHKVQHGM
GCGRb_Dla: MSQVCLLLALLMLCSCTKVSSANSLELVKEQWS SYKNQCLDYLNATPP-TTGLVCNRTF DLYACWBDGLPGTTVNVSCP! :
GCGRa_Tru: MECDHNNSQQPP-STGLVCNRMF DNYACWPRDGLPNTTVSVECP .L’WHHQVQHGV :
GCGRb_Tru: MGKFGVSNQPNVQVCKRKPDLFIIACQISFSRPSNACLYTKFSSANSLELVKEQWSSYKNQCLDYLSSAEP-STGLVCNRTFDLYACWRDGLPGTTVNVSCP

GCGRa_Dre: MSQVVLLLTLLSFNSCIQVSSAVSLKTMMERWMMYRDECFRNMSREAP-MTGVVCNRTF DRYACWODALPNTTVSVACE! .LDWHKE»/RHGL :
GCGRb_Dre: MSVCLLLVLFILTTHTQVSSGKSLKLLQEQWRIYTNECIQSFISTPP-AAGLVCNRTFDQYVCWEDGLPGTTVNVSCPWYLPWY SKVDHGL
GCGR_Loc : MSQAFLLLTLLTFSTSIQVRSELTLTDIVKNWVSYKDECNHNISSEPP-ATGLVCNRTE D} VB'W:JDGLPNTVVNVSCP YLPWHDRVRHGV :

GCGR_Hsa : VFKRCGPDGOWYRGPRGQPWRDASQCQMDG-EEIEVQKEV)
GLP1R Hsa: VYRFCTAEGLWLOKDNSSLPWRDLSECEE--SKRGERSSP!
GCGR_Lch : LFKKCGPDGQWYLGPDGRPWRDDSQCRRDE-SELQAQEEF]
GLPIR Lch: VYRKCTLNGIWLLLENSSLPWRDFSECQEDSATGQERETQ

GCGRa_Oni: VYQECDVNGQW} T ILIFFRKLHCMIMFAS!’IWIS-NIAQGLN :
GCGRb_Oni: VYRFCSEDGKW. ILIFFRKLHCMRNNIAMNLEASEILRAVSILVKDALLTLT---——-—— :
GCGRa_Dla: VYQECDANGQ ILIFFR_’LHCWIMHSFIMISHMIAINITSQDLG :
GCGRb_Dla: VHRVCKEDGQW. ILITFRKLHECMRNNIHMNLFASEILRAVSILVKDALLTL
GCGRa_Tru: LYQECDATGQ E E ILIFFRKLHCMMSI’IWIN—-
GCGRb_Tru: SSVIK: K ¥ ILIAFRKLHCMRNNIHMNLEFASFTILRAVSILVKDAFLTLT
GCGRa_Dre: VHVECDADGQYSKQKDASECLSR- K ILVAFRKLHCMRNNIAMNLFASETILRASSILIKDALSER?
GCGRb_Dre: VYRVCGADGRWYHGKNISECEQD- ILVSFRKLHCMRNNIHMNLEGSEMVRALSILIKDTLLDQM
GCGR_Loc : VYRVCGLDGQWYLGPDKHPWKNITECEV-
TM1
GCGR_Hsa : -YSQKIGDDLSVSTWLSDGAVAGC INLLGLATLPERS CLFENVQCWI SNDNMG!
GLPIR Hsa: ST-AAQQHQWDGLLSYQDSLSCI TLLAFSVFSEQWI] LYEDEGCWIRNSNMN
GCGR_Lch : KKKIDYENKVQVWLSGEAMVGC INLLVIAVFSEKSY] LYENIECWSKNENMG!
GLPIR Lch: YSAPYVSPPDWQTFPNTKALFSC ALLSASNLSKNN
GCGRa_Oni: RDQEQGFPPASIAPVEQLVNNETMISCI NLLVITVFTERNY]
GCGRb_Oni: ---LDPRSN-SDSQARSWVNIPAVMWCI SLLVITVFSERKY
GCGRa_Dla: GDQEQGFPQASMPPVELLVNNETTVSCI INLLVITVFTERNY]
GCGRb_Dla: ---LDPKSS-SDSQTQAWVNIPAVIWCI SLLVITVFSERKY LYEWEECWERNI\IMG-
GCGRa_Tru: EKISHWSTTVNNETIMICC NLLVITVFTERNY] ENHMCWELTTSMNI]
GCGRb_Tru: ---LDSRSS-NNTQAQAPVNTTGITWCI SLLVITVFSERKY LYENEECWERNINMG!
GCGRa_Dre: DIFPVGQDITTELEVEWLVKNETAVGC! SLLVVIVLIERNY YLYENEECWEQNNHMEY]
GCGRb_Dre: NRARSGPSHYQSTRWLDTIQTVVGC! SLLVITVFSERNY YLYENEECWERNMNMGY|

GCGR_Loc : -SSNFTLPKDNEVEKWLNSTDETPVGC] NLLVITVFTERNY] LYENIQCWERNLNMAV
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Membros da familia do glucagon em peixes

GCGR_Hsa :
GLP1R Hsa:
GCGR_Lch :
GLP1R Lch:
GCGRa_Oni:
GCGRb_Oni:
GCGRa_Dla:
GCGRb_Dla:
GCGRa_Tru:

GCGRb_Tru:

GCGRa_Dre:
GCGRb_Dre:
GCGR_Loc :

GCGR_Hsa

GLP1R Hsa:
GCGR_Lch :
GLP1R Lch:
GCGRa_Oni:
GCGRb_Oni:
GCGRa_Dla:
GCGRb_Dla:
GCGRa_Tru:

GCGRb_Tru:

GCGRa_Dre:
GCGRb_Dre:
GCGR_Loc :

GCGR_Hsa

GCGRb_Tru:
GCGRa_Dre:
GCGRb_Dre:
GCGR_Loc :

LLVAKLRRRQMHHTDYKFRLAKSTLILIPLLGVHEVVEAFVIDEHAQG--~TLRS NKEVQSELRRRWHRWRLGKVL :
IVVSKLKANLMCKTDIKCRLAKSTLTLIPLLGTHEVIFAFVMDEHARG VNNEVQLEFRKSWERWRLEHLH :
ILVSKLRAHQMRYTDYKFRLAK. NKEVQSELLKKWKRWKLGKDI :
LLVSRLHSNRLTFSNSKQRLAKV] TNPEVQPELRKFWEKLRGK--- :
AHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHNVVEIFATDE STSG-SIGLRL! NKEVQSEILKKWKRWKLGRN.
LRAHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHATLFTFVIDESVPK-GSVLRL [VNKEVQSEMLKKWKRWKLG

LRAHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHQVVFIFVIDESTKT-TI VNKEVQSEI LKKWKRWKLGRN

LRAHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHHMVIIFVIDESTHS-TISLRLT! KEVQSEILKTWKRWKLGRN.
LRAHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHATLFTEVIDESVQK-GSLLRLI! KEVQSEMLKKWKRWKLG!
LRAHQMRYSDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHSVLFSFVIDESTSHGALPLRLT!
LKAHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHAVLFTFVIDESVPK-ESLLRLI
LRAHQMRYTDYKFRLAKSTLTLIPLLGIHEVVFAFVIDEHAQG---SLRL

TMS TM6
: WEERNISN HRASSSPG HGPPSKELQFGRGGGSQDSSAETPLAGGLERL :
IQ RDSSMKPLKCPTSSLSSGATAGSSMYTATCQ :
DEEYKHTYSQMPQAKTG 55 SNQDKHRLVSSHNNG------~ TGKSKQAPHADPHDNGKNGSSATEQITLSEKLHCYEFPQE :
RDSRTEVFHTQSGSESVGCASQFE------- :
EEEYRHTYSN-TPNTKTASLLNHAP-———----——--] RMPHLPDIAKTTAPVCSPEERHMLVASNQNG-----] MVHSTEEGKCASLLHEGTISNYFLVEDISITDXKLQCYEVQKE :

DEEYRHTHSQTPHVKSGSIATGNVENTISD-

EEEYRHTYSN-TPNTKTGSLLNHVS--------———-] RLPHLPDIAKTSAPVCTPEERHMLVAGCHNG-----] MLHSKEENQCASPLHEGTISNCTLVEDISLTDKVQCYEGQRE :
DEEYRHTHSQTPHIKSGSIATGNLPYLHDNNASDPSGDSPRLNKADRAPTCSAAPEENRRLVVSYSNGTIGKGRPAKSRHT LQF SFLPHRGAASHVSTATEDVCLEEKAPCRTYPL :
EEEYRHTYSN-THNTKTGSLLNHVS--------———~! QLPHLPDVAKTSQPICNPEETHMLVAECYNG----- SAHGGVEEHGPPTACEGNVSRCTLVEDISLTDRAPCCEGHRE :
DEEYRHTYSQTPHLKSGSIATGNLLLHENN-ASDPSGDSPRLGRANREPLCSIAPEENRRLVVSYRNGSQKGRPARG--SLRFSFLVQTGTAGRVSTTTEDARLEGKE----LPL :
EEEYRHTYSQSLQIQKSGSIMVHPT------------] NLPRLPDIATTTSRLGSPEEKQMLVSSSQNG-----] MGIGQGCLQFTSTQQDG-STCSSITEDMVVVDRERYCRVAQG :
DEEYRHTHSQTPHAKSSTAPP- -AAHDCPDTSSSLESQRLVIGLQNGLSRSR---GRARLQFTSQTQEGASNCSSLTEDICLEERPLNNEGSAA :
EEEYRHTYSQTPQVRNGSTARGAAP: -APGEEHKLVGSYQNG------ TGHSKHSLQPPAPLEGAACTSTLKESSSLGDKAHCYEFPLE :

i RESPF-- : 477
GLP1R Hsa:
GCGR_Lch :
GLP1R Lch:
GCGRa_Oni:
GCGRb_Oni:
GCGRa_Dla:
GCGRb_Dla:
GCGRa_Tru:

ASCS--- : 463
TAESNF- : 508
NMESHL- : 528
EGEEINV : 526
NVESHL- : 523
EGQEINV : 533
NVESHM- : 474
EGEEINV : 530
NAESNL- : 520
VLEEINV : 509
SRESNF- : 507
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Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 2. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos do recetor GLP2R.
Identificagdo das 6 cisteinas e outras regides/motivos conservadas das 7 regides
transmembranares. A negrito encontram-se assinalados os locais de glicosilagdo, as
letras vermelhas correspondem aos locais de interagdo com o ligando no humano e o
sublinhado representa a regido do péptido sinal, e em caixas estdo os motivos

Peixe zebra:
Spotted gar:

EVSGSVLDDLIYKRSEYQENCTRFLTATLPAGTGTFCNGTE
NTSNAQSAWQAIMNVKARKQVCLMVMGSGLKETMRKWSEYRANCTNMLANKSLQGTGVYCKGSE|

funcionais.

Humano H MKLGSSRAGPGRGSAGLLPGVHELPMGIPAPWGTSPLSFHRKCSLWAPGRPFLTLVLLVSIKQVTGSLLEETTRKWAQYKQACLRDLLKE———PSGIFCNGTFE;
Celacanto PIFKLMDLLIFLQAKGASLEDTIRMWFEYKEQCLNTITSESVYRTGVYCNGTED
Tildpia MPAPLPAWHKRT----- KLLLTLLFIIYNNQKVTGSLLESLIAKRNEYSKNCNKTLVASALSITGNYCKGAEF[DI
Robalo MPTLLPTWHKRTRTTAGHTFLLSLVFVIFNHQVSGSELETLIAKRTEYWENCNR--TLSALLETGIYCKGTED'
Takifugu 5SMLESLIMKRAEYLESCNTS--LGMLSQTGIYCKGTE]DI

D

D

Humano
Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Peixe zebra:
Spotted gar:

Humano
Celacanto
Tildpia
Robalo
Takifugu

Peixe zebra:
Spotted gar:

Humano
Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Peixe zebra:
Spotted gar:

Humano
Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Peixe zebra:
Spotted gar:

H NVSVPEEEYLPWWSEESSGRAYRHCLAQEEWBTIENATDIWQDDSECSEN—HSFKQNVDRY
: NVSVPCPWYLPWVKKGSTGRVYRVCSHKGLWDTVONSTQVWRDHSECSQHNQYFNQTEQEHL)
: NVSVPCPSFLPWISDDTSRSAHRECLENGRWRQMENSSEPWRDVSECEEH-HY FKDKEDEMLY

: VRFLLARHSGCRACVLGKNFRFLGKCPKKLSEGDGAEKLRKLQPSLNSGRLLHLAMRGLGELGAQPQQ
: KLLFLANHFDCTDCIFSKPFKYLGKYLKQRRNRYFDGKGFHSKSKRPSSVQLLQVTVKVISDFQSPQP
: QLFLFTNHFKVRTCFRGMPLKHLWKCTRGHHPRCSRQSDSYDEGGISTVHPHLLQVAVHGRGRVLGIG-EVKGQALNGYDVTGLEFLTRKSLS-SSDGEMTLGETMEEILEESEF
: QLFLFTNHFQVRSCFGGVPLKHLWKCTRGHRPRCSRQSDSYDEGGTSTTHPHLLQVAVHGGGGGLGLG-EVKGQGLKGFDTTGLDFLTRKSLS-SSDGEITLGETMEEILEESEF

YLPWIKEDVSRRVHRECLENGRWRORENSSEPWRDDSECKED-DYFKDKEDELH
5YLPWISEDGSRRAHRECLENGTWRERENSSEPWRDDSECKEE-HYFKDKEDEMH|
YLPWIREGATGNVYKECTVNGTWKTEENSSSVWRNQSECENH-YFFKSEVNI

BYLPIFTEGRTGYLYRNCTDGGTWLT IENSSEIWRNHSECAEFSHHFRPQEEEKT! ILLLLRKLHCTRNFIHINLFTSFILRAV
™1 ™2
: AVLVKDVVFYNSYSKRPDNENGWMSYLS-EMSTSC HTLLEPTVLPERRL RAHLENTGCWTTNGNKK--

: AVEVKDSILDHTYSKRPNNEMGWTSYFKSQLSMAC HTLLVTVVLSEKRL KALYENKGCWTAQGSFKSG
: AILSKEIIMHIMYSNLPKDDPGWNTYSSSPIVIMC HTLLFTAVLTKRCL [KILYENTECWS- IINR
: AVISKEITILYIMYSNLPKDDPGWNSYSSSVIALMCK]
: AVILKEITFYIKHFNLPKDDPGWKSYADSAIVLSCR

HTLLFTAVLTKRRI
HTLLFSAVLTKRRI
HTLLFTAVLTRKTL
HTLLVTPVLSEKRL

M3 T™M4

l—
LAKS

[KILFENTGCWS----IVNR :
[KILHENTGCWS----IMNK :
KTLYENKSCWM----NNIR :
[KALYENEGCWRR---NTNM :

AVITKEVILQVAYSNLPRDEVGWNSYTKSAISFICK]
VILAKEIILYETYSKRPKDETGWIYILNSENSPFC:

KLLIS:EEAHQMCFRDYKY TLVLIPLLGVHEILFSFITDDQVEGFAKLI
[KLLLSKLKARQLRFSDYKHRLARSTLVLISVFGIQEVVFAFVTDDQVEGLSRIT
LLLSKLKADQVKFTDYRYBLARATLVLIPLLGIHEVVEFTVLIDECVDGSSRYA!
LLLSKLKADQVKFTDYRYBLARATLVLIPLLGIHEVVETVLIDECVEGSSRYA!
LLLSKLKADQLKFTDYRYBLVRATLVLIPLLGIHEVVEFMVLTDECMEGRSLYA!
RLLLSKLKADQVKFTDYRYBSLARATLVLIPLLGVH-IVFTLIIDESVEGSNRYA
KLLLWEE%AEKMTFNDYKF;EégéTLVLIPLMGIHEIVFAFMPDEQIKG——RYT

M5 TM6 ™7

NGEVKAELRKYW :
LEFQVQTELKKRW :
NGEVQAELKKRW :
NGEVQAELKKRW :
IANGEVQAELKKRW :
IANGEVQAELKKRW :
ANREVKTELKKRW :

DHARWPRGSSLSECSEGDVIMANTMEEILEESET :
IPLEYFARESLSESSNWDITLGETLEESQI---- :

: QLFLFTNHFQVRGCFQGKPLKQLWKCTQGRRPQCSRQSDSCDEGEASTTHPQLLQVAVHRGGRAVGVRGEVKGQGSGGCDSAGLDLLTRKSLS-SSDGELTLGETMGEILEESEF
QLLVSSSSFEVHSCFSDIHPKHLWKFSQKSPRPHPQHTDTNEEGDQDTSQPHPLQLDQSAEAVACGRS - -=--=---—----~ SGLELYMRKSLS-SSDGEMTLGETMEEITEESEF :
QLYLFANHFDYRECIVGQRLRCLGKYSKRRPTHYFDHSKSHGERKRSSNVQLLQVTMRSSGNLKLQRP-============ VGLEHFTRGSVS-SSEGEGTLGETLEEILEESDE
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: 193
: 196
: 162
: 167
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338
295
304
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273
278
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451

418
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387
392
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516



Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 3. Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos do recetor
GIPR. Identificacdo das 6 cisteinas ¢ outros dominios/motivos conservados, das 7
regioes transmembranares. Os locais de glicosilagdo estdo assinalados a negrito, a
vermelho estdo marcados os locais de interacdo com o ligando e a sublinhado encontra-
se a regido do péptido sinal. Os motivos funcionais caracteristicos encontram-se dentro
de caixas.

Humano : MTTSPILQLLLRLSLCGLLLQRAETGSKGQTAGELYQRWERYRRECQETLAAAEPPSGLACNGSHDMYVICWDYAAPNATARASCP YLPWHHHVAAGFVLRQCGSDE@QG ————— . 110
Celacanto : ------ MVELPRTFLLAVLLLSHAESIAGKTAQDMFQEWKRYEKECEQKMATDPYPTGLFCNRTHDMY' PDGPPNTTVKVECPWFLPWQEKVQNGSVFRKCGPGGHWVTDSSG : 109
Tilépia : MVAEWMRYRNECLVRMSTEPGPNELVCSRMEDEYACWSDGQPNSTVKVECPWYLPWYNQVRSGFVLRECGPDGKWATRNSS : 81
Robalo B ---MVEEWNRYRNECLLRMSTEPTPKGVFCGRTHDMYACWSDGKPNSTVKVECPWYLPWYNQVRNGFVLRECGPNGQWTTSNSS : 81
Peixe zebra: ------ MKSTSTIFLLTLAVLCRAERVSGKTVKDTVQEWNRYRSECILKISSQPTP ISDGVPNTTVKVECPWYLPWHDQVRNGFVSRECGPDGQWLTVNHS : 94
Spotted gar: -----| MCGALAAFLLLTVSVLWRTEFASGKTMKDTVEEWNAYRNECLSKMRSDPSP r-1t DGLPNTTVKVHCPWYLPWYEQVQSGFVLRECGPDGQWLTNNTS : 95
Humano : -LWRDHTQCE-NPEKNEAFLDQRLILERLQ FRRLHCTRNYIHINLEFTSFMLRAAAILSRDRLLPRPGP----YLGDQALALWNQALAAC: 2 219
Celacanto : LPWRDHSQCG-YVDEEIQIQKKVKILDHF FRKLRCTRNYITHMNLFASFILRATISILMRDALLKTHIKQEIKNEGDIFNLLSDQAAVGC: 2 223
Tildpia : QTWRDHSQCQPEDSQQE-EEKQITIYACF FSKLHCTRNYIHSNLFASFILRALSILTKDALLGKTYL-EFTDNRDVFEVNSNQALSSCL : 194
Robalo : RTWRDHSQCNEDTSKQA-AQKQMMILAHF FRKLHCTRNYIHSNLFASFILRAVSILTRDALLSRDTP-EIN--RVLSTVFSNQTLSGCH] : 192
Peixe zebra: STWRDHSQCNADGRQQIAQENQMMVLAYF FRKLRCTRNYIHTNLFASFILRAVSILTRDALLMKDAP-EFRDNKDVSIVLSDQVMSGC: . 208
Spotted gar: ATWRDHSQC--DWADSLQQEKQMMILAYF' FRKLRCTRNYIHTNLFASFILRAVSILTRDALLMREAR-EFGDNR--DFVLSDQALSGC: . 205
T™2
Humano : SLLVLVGGSEEG] YLYENTQCWERNEV! REQTRQMRCRD . 334
Celacanto : INLLVVMVLSEKS] 'YFHENTQCWERNDNI KLRBRHQMRYNN : 338
Tilédpia : INLLALMAFSENH| [YMYEDTRCWE INENI ILISKLKRHQMRYTD : 309
Robalo : IN--LLVVFSDSC| 'Y LFENTRCWEINEN! LKAHQMRYTD : 305
Peixe zebra: INLLVLMVFSENS] YLYENTRCWEINENI KLKRHQMRYTD : 323
Spotted gar: INLLVLMVFSENS] Y LYENKKCWEMNENI LTAHQMRYTD : 320
T™3 TM4 TM5 -
Humano : STLTLVPLLGVHEVVFAPVTEEQARGALRFAKLGFE] [VQSEIRRGWHHCRLRRSLGEEQRQLPERAFRALPSGSGPGEVPTSR----- . 444
Celacanto : STLTLIPLLGIHKLVFEFVTEEQAKGTLRYVKLFFE] [VQSETSKKWQRRKLGMSLLEENRHTCSNAPQGQGTGSGHRHHRPGSSCKAC : 453
Tilépia : STLTLIPLLGIHEVVFAVLTNVQTDGVFRNINLFFQ [VOAETIKTTWQRLKLWLTYLDELRNSGSNTLQTPVSMPPSSQCHQLS--LYK : 422
Robalo : [VOAE IKKKWQRWKLGMTDLDDLRNTGSNTPQVGTSIPPSSQCHHPQ--CPC : 418
Peixe zebra: STLTLIPLLGIHEVVFAVMTEEQTEGVLRNVNLFFE] [VQSEIKKKWQRWKLGISILDDQRNTGSNTQPVGTG----~ PQCHHD--PAC : 431
Spotted gar: STLTLIPLLGIHEVVFAFITEEQAAGTLRNVKLFFE] [VQSETKKKWQRWKLGMSLLEEYRLTCSNVPQGGAGNSTGRCHCHLK--PPG : 433
TM6 ™7
Humano Do GLSSGTLPGPGNEASRELESYC : 466
Celacanto : QREKNGKLSNDSNYSSENSSSGHHHSGAKNSKSFCYISTKKLPPATN--HTDRVMGEKPLVKVSESYC : 519
Tildpia : LPDGCPEVSHLSPMLHTSLSPAPHPQVPIPNSYVYHQDKMGDK 1 465
Robalo : LPLTHCQEDSRLSALPHPSAPLHN-QLPLPQPCTHHQDQLGRK : 460

Peixe zebra: SPECPLDSGSQLSSDPTPSIQHHYHPGAKKGKAYCYISARKQVVNGLDVPALPQCGGEGAGMYSESYC : 499
Spotted gar: QGRRHCNAGCTCSSD-SSSCNQHLHPSAKMGKSYCYFSAHKQAPSNLNCSPQDNGGEGVLAMYTESYC : 500
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Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 4. Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos do recetor
GCRPR. Identificagdo das 6 cisteinas ¢ outros dominios/motivos conservados ¢ das 7
regidoes transmembranares. A sublinhado encontra-se a regido do péptido sinal das
espécies que foi possivel prever, as letras assinaladas a negrito correspondem aos locais
de glicosilagcao. Os motivos funcionais caracteristicos encontram-se dentro de caixas.

Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Spotted gar:

: KHGTVSKKCGLDGLWVLLNSSRPWRDYSQCEDEPEVTMEEEGTR ILGTFRKLHCTRNYIHANLFASFALRAVSVIAKDALLEKRWGMET :
: SQGVVRRRCGYDGHWEREDNGQVWRDMTQCEEEKEVASQELWEK LLSFRKLHCTRNYIHANLFLSFILRAVAVIVKDIMLEHHWGREI :
: SQGVVRRRCGSDGLWEREDSGQVWRDMTQCEEEKEVTSQELWEFK ILLSFRKLHCTRNYTHANLFLSLILRAVSVITKDTMLERHWGRET :
: SQGVVRRRCGSDGLWERDDSGHVWRDKSQCEEEEEVTS----HEE| ILLSFRKLRCSRNYIHANLFLSLILRAVSVIIKDTMLERHWGREI :

RLGVVRRRCGPEGQWV SQDGGQPWRDDSQCEDEKEVTSEEVWYK ILLGFRKLHCTRNYTHANLEVSFVLRAVSVIVKDALLEHHWGREL :

Spotted gar:

Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Spotted gar:

Celacanto
Tilédpia
Robalo
Takifugu

Spotted gar:

Celacanto
Tilépia
Robalo
Takifugu

oo ----GLYCNRTEDMYACWPDGVPGMMVNVSCPSYLPWYEKV :
: MEEWERVDIPTVWLADRGDVGKGGPSRGTCDANSAFIYSEVEKVSGKVLEETYRKWVQYKEDCFNTIRNDCFLFGLPAGLFCNRTEDRYACWPDTPAGVMINISCREYLPWYDKY
H ittt MDMTQDIMALICLLFLKLPKFEMVASGKVLEETYRKWVQYKEDCVKMIENEPLLQ---EGLFCNRTEDRYACWPDSPASSVVNISCPFYLPWYDKV
e VVLEETYQKWIQYKDDCIQMIMNEPLSP---GGLFCNRTEDRYACWPDAPAGSLVNISCREYLPWYEKV :
—————————————— MRKTPKSRSRAGMLPEALTGLLLLLWFQAVLGRVLEETYQKWLKYQEDCVKQMESEPYPS----GIYCNRTEDMYACWPDGLPGSLVNVSCRSYLPWEEKV :

M1 TM2

: MDVTDWGILLSDEAAIGC YKLLIGAVFSEKNY] KYLKENTECWGLNENVMAY]
: MKPTDVSEMLSHQAAVGC YSVLIASVFIDSN! KMLKENKECWAVNENMNY|
: MKQTDVREMLSHQAAIGC YSVLIASVFIDNN! KLLKENKECWAVNENMNY|
: VKQTDVGEMLSHQAAIGC YSVLIASVFIDNN! KLLKENKECWAFNENMNY]|

TMESDLGEILSHORAIGC [YTVLIGSVFSEKNS
TM3 T™4 M5

TM6 ™7

: CDGTSPASMTTAARAEAGTNKTQRSPQ : 433
Spotted gar: :

95

KLRANQ-KGYADYKIRLAKATLTLIPLFGIHEVVEIFATDEQTTGTLRYI ANKEVKYEIKKKWQLWKLDNTPSCCSQLYSQVP :

LRASNPTHYPDYKFRLAKATLTLIPLEGIHEVIFVFATDEQTTGVLRYI GNKEVQAELKRKVGSWRMGTETVCCGQ------ :
KLRANNQSGYPDYKIRLAKATLTLIPLEGIHEIIFIFATDEQTTGVLRYI ANKEVCCFISYSHFIFIP--------------- :
KLRANKIKCLLSYVORLAKATLTLIPLFGIHEITFIFATDEQTTGILRYI ANKEVRTELRRKWHIWRTEGFSLARDTSLPRIT :
-

37

152
230
208
177
212

1 267
t 345
1323
1292
1 283

381
454
423
407



Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 5. Alinhamento das sequéncias em aminoacidos do proglucagon, com
indicacao dos péptidos GLP1 e GLP2 no humano, galinha, celacanto, tilapia,
takifugu, peixe zebra, spotted gar, e lampreia. Assinalado a sublinhado temos a regido
do peptideo sinal, a vermelho os residuos responsaveis pela interacdo com o recetor no

humano.

Humano
Galinha
Celacanto
Tildpia 1
Takifugu 1
Peixe zebra
Tilépia 2
Takifugu 2
Peixe zebra
Spotted gar
Lampreia I
Lampreia II

—

o

Humano
Galinha
Celacanto
Tildpia 1
Takifugu 1
Peixe zebra
Tildpia 2
Takifugu 2
Peixe zebra
Spotted gar
Lampreia I
Lampreia II

: --MKTTHSVAGIIVLMLIQGSWONPLQDIENKSRLFKAANTEPIDEPRELTEVKRHSQGTEFTSDYTKYLDTIRAQDFVQWLMSTKRS

—

o

GCG

: --MKSIYFVAG-LFVMLVQGSWQRSLQDTEEKSRSFSASQADPLSDPDOMNEDKRHSQGTETSDY SKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRN - === ===========--=
: MKMKSIYFIAG-LLLMIVQGSWONPLQDTEEKSRSFKASQSEPLDESRQLNEVKRHSQGTEFTSDYSKYLDSRRAQDFVOWLMSTKRNGOQGQEDKENDKFPDQLSSNAISKRHSEFE

RNNIAKRHDEFE :

AEK :

RRDFPEEVAIV-EELGRRHADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITDRK------~ :
RRDFPEKALMA-EEMGRRHADGTFTSDINKILDDMAAKEFLKWLINTKVTIORDLLGEYQ- :
--GFPNEISET-EGMDRRHADGSETSDINKVLDTIAAKEFLNWLINSKDSOPRDPFSENQ :
ORES--EMERWGERFSKRHVDGSFTSDVNKVLDSMAAKEY LLWVMT SKPSGESKRQADE- :
RRELRSETNRRVEAFNRRHVDGTFTSDVNKVLDSMAAKEYLLWVMASKPSGERKKRQADQ :
KPDV--ANNKGANMAQRRHVDGSFTSDVNKVLDSTAAKEYLOWVMNSKASGTSGKRGGNQ :
RRD
RRE
RRE
RRDFSEESSETEEMYRR-HADGSFTSDVNNVLDSTAAKEFI TWVMNSKPSEESEPFNV-- :
SRRDGGDHLAENSEDKR-HAED---~--- VNALLDRTMAKTFIEWLEKQNSNDQAR------

180
206

96

: -MKSIHSLAGILLVLGFVQSSWQVPLRDADDSLSFESDNTL--NDEPVELSSMKRHSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNNKRSGA
: ---MRSSLAGILLLLGFIQNSWQVPLLETGDSSSLAADDTL--QDDSRELSNMKRHSEGTFSNDYSKYLEDRKAQDFVRWLMNNKRSGS AEK
: -MKGVQYFASLLLLLFVHKCICVPLQGDS---TSTETADSF--LARAPGLTTMKRHSEGTFSNDY SKYLETRRAQDFVQWLMNAKRNGG SVK
: --MNSAHSLAGLLLLIIIQSSWQVPDQDTDRHSMLLTENSI--LNEPIEIQNMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNSKRNG
: --MNSAYSLAGLLLFITIQSSWQFPEQ--DRNSMLLNENSV--LTEPSELSNMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLKNSKRNGS LFR
: --MVRIYAFIGLLLLILIQSSLQIPLQDTEENGSLMSEDVL--FNDPREVNTMKRHSEGTFSNDYSKYLETRRAQDFVQWLMNSKRSGV PTR
: --MKGIHSLAGLLLLIIVQGSWQVPLQDTEDNSRLLTEDSS--IDEPRELTNVKRHSQGTFTNDYSKYLDTRRAQDEVQWLMSTKRSGG ITR
: --MSDAGFLAAPVLLLLLVSLASASLEQAASRD-DDSAERP---------- LSKRHSEGTFTSDYSKYLENKQAKDFVRWLMNAKRG GSELQR
: --MSNASGTLLSYMFMMLLGLTLASLVPHETDDGDLSAEIS---------- LANRHSQGSFTSDYSKHLDVKQAKDFVTWLLNTKRGGVDAQ
GLP1 GLP2

R :



Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 6. Alinhamento da sequéncia preditiva em aminoacidos da hormona
GIP no humano, galinha, tilapia (sequéncia preditiva imcompleta), peixe zebra e Peixe
das cavernas. A sublinhado encontra-se a regido do peptideo sinal e a amarelo residuos
responsaveis pela interagdo com o recetor no humano.

Humano : MVATKTFALLLLSLFLAVGLGEKKEGHFSALPSLPVGSHAKVSSPQPRGPR REARALELASQANRKEEEAVEPQS : 117
Galinha Hitetty MSLRVLSLLFAS------- LSFVLMEENVSGLSIRTPGARPMHRR REAEPQLSAVSDQS--------~- L: 9
Tildpia : SLLPHSEDEQDLRK R S S DS 0 S O O e, - — -~~~ —— -~~~ —————-———-~ 50
Peixe zebra : -MKAAMFALVLICLGSVW------- SSAGSQPLDSSIIHSSPNDIQKLSRR HGGLPGQAASAHGGGQGQAGACGP : 109
Peixe das cavernas: DFCATNSPADDVQHLGR R SRS DS DS O S O RS BB - - - - - - - - - - - —- - - -——- -~ E: 59
Humano : SPAKNPSDEDLLRDLLIQELLACLLDQTNLCRLRSR: : 153
Galinha : DPRSHEAKDFLAWLLKAKENQSSASLEGSEDVKDVVN----=============-=== QEFLTWLMSTDLCRPRAA : 150
Tilépia -

Peixe zebra

: QPEGEDPTQLGGDQVQADAHPGGHPRQGGGERAGAEDHAGALRPGVQGPDGEGSLGVOREGEVWRTEERADRAGRAGEATLRGHLOGPPEVROQGVKRPFCTPSHPPLSTASLRA @ 224

Peixe das cavernas: DPEVHIFNDLLTKDFTMWVHSKGDRSK
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Membros da familia do glucagon em peixes

Figura anexo 7. Alinhamento da sequéncia prevista em aminoacidos do péptido
GCREP na galinha, celacanto, tilapia, takifugu e sprotted gar.

GCRP
Galinha : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVHWLINT---- : 29
Celacanto : HSEGTFTSDFTRYLDKMKAKDFVRWLIST---- : 29
Til4pia : HSDGTFTSDFTHYLDKIKAKDFVEWLTGPKQE- : 32
Takifugu : HSEGTFSHDFSRYLDKIKTKAFVEWLASTKER- : 32

Spotted Gar: HSEGTFSSDFTRYLDRIKAKDEVHWLQTGTKRQ : 33

98



