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RESUMO 
 

A Atrazina é muito utilizada no controle de erva-daninhas em 
cultivos agrícolas, e como conseqüência de seu uso, tem sido detectada 
no solo, águas superficiais e subterrâneas. Peixes tem sido muito 
utilizados como modelos em estudos de ecotoxicologia, indicando o 
risco biológico de exposição a contaminantes. O objetivo desse trabalho 
foi identificar e validar genes diferencialmente transcritos no fígado de 
Poecilia vivipara expostos a ATZ (100µg/L). Para tanto, foi realizada 
uma primeira exposiçao com 100ug/L de ATZ a peixes P. vivipara 
oriundos de biotério e empregado o método de hibridização subtrativa 
supressiva (SSH). A identificação destes genes foi realizada por 
homologia com o banco de dados NCBI (Blastx), resultando em 34 
sequências que aparentemente tiveram uma repressão na transcrição e 
61 dos genes que apresentaram um aumento na transcrição. Visando a 
análise de alguns genes provenientes da biblioteca subtrativa, uma 
segunda exposição foi realizado com peixes proveninentes de ambiente 
natural e expostos a concentrações crescentes de ATZ (2, 10 e 100 ug/L) 
por 24h.  Os genes selecionados foram fibrinogenio gama e beta, 
inibidor de BAX, vitelogenina A, componente complemento C3 e C9 e 
ligante de ácidos graxos. Os genes C9 e Fibrinogênio Beta 
aparentemente mostraram um aumento na transcriçao nos tratamentos de  
10 e 100 ug/L de ATZ em relaçao ao grupo controle; e Vitelogenina A 
apresentou um aumento na transcrição nos animais do tratamento de 
10ug/L de ATZ em relaçao ao controle. Entretanto, os dois primeiros 
foram identificados na biblioteca dos genes reprimidos por ATZ. De 
forma similar, o gene Inibidor Bax-1 apresentou uma diminuição em sua 
transcrição no fígado dos animais tratados com 10ug/L de ATZ, apesar 
de estar presente na biblioteca dos genes induzidos. Tais discrepâncias 
podem ser atribuídas a possíveis alterações populacionais, uma vez que 
o experimento preparatório para a subtração foi realizado com animais 
provenientes de cultivo no biotério da FURG-RS e os experimentos de 
validação foram realizados com populações de animais de ambiente 
natural em Florianópolis - SC. 

 
 

Palavras-chave: SSH, Atrazina, peixes, marcadores moleculares. 



 



 

ABSTRACT  
 

Many pesticides are used to control grass-weeds in agricultural 
crops, especially atrazine (ATZ). As a consequence of its use, the ATZ 
has been detected in soil, surface water and groundwater. Animals such 
as fish, can be used as models for studies of ecotoxicology, aiding in 
mapping the risk of exposure to organic contaminants. The aim of this 
study was to identify and analyze genes differentially transcribed in the 
liver of Poecilia vivipara exposed to ATZ (100µg / L). For this purpose, 
we performed a first exposition to 100ug.L-1 ATZ fish P. vivipara from 
the animal vivarium and used the method of suppressive subtractive 
hybridization (SSH). The identification of these genes was performed by 
homology with sequences from NCBI database (Blastx), resulting in 34 
sequences that composed the list of genes that apparently had a 
repression in transcription and 61 genes that showed an increase in 
transcription. In order to analyze some genes from the library 
subtractive, a second exposure was performed with fish proveninentes 
natual environment and exposed to increasing concentrations of ATZ (2, 
10 and 100 ug.L-1) in a fixed time of 24 hours. The genes were selected 
fibrinogen gamma and beta, inhibitors of BAX, vitellogenin A, 
complement component C3 and C9 and Liver type fatty acids binding. 
Fibrinogen beta and C9 apparently showed an increase in transcription 
in the treatments of 10 and 100 ug / L of ATZ in relation to the control 
group, and vitellogenin A showed an increase in transcription in the 
treatment of animals 10ug.L-1 of ATZ in relation to the control. 
However, the first two were identified on the list of genes repressed by 
ATZ. Similarly, the gene Bax Inhibitor-1 showed a decrease in its 
transcription in the liver of animals treated with 10ug.L-1 ATZ, but was 
present in the library of genes apparently activated by ATZ. Such 
discrepancies may be attributed to possible changes or experimental 
population, since the preparation for the subtraction experiment was 
conducted with animals from growing in the vivarium of FURG and 
validation experiments were performed with populations of animals in 
natural environment in Florianopolis. In experimental terms, the main 
difference was attributed to the use of anesthetic benzocaine in the first 
experiment and the utilization of different populations of P. vivipara, 
which could have influenced the molecular response of the animals. 
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INTRODUÇÃO 

 
 

A água apresenta uma função paradoxal na sociedade humana, 
pois trata-se de um recurso indispensável à vida e um meio onde são 
descartados poluentes (SCHNURSTEIN e BRAUNBECK, 2001). 

A poluição aquática é definida como qualquer alteração das 
características físicas, químicas e biológicas que pode causar danos à 
saúde, à segurança e ao bem estar das populações, além de dificultar a 
utilização dos recursos hídricos para fins agrícolas, industriais, 
comerciais, recreativos e, também, a existência da fauna e flora aquática 
(BRASIL, 1961).  

Organismos aquáticos têm sido sucessivamente expostos a uma 
variedade de contaminantes provenientes da atividade industrial, 
agrícola e de efluentes urbanos (SCHNURSTEIN e BRAUNBECK, 
2001), tais como, metais pesados, pesticidas, compostos orgânicos, 
hidrocarbonetos, etc. 

O termo pesticida, biocida, defensivo agrícola, praguicida e 
agrotóxico são comumente utilizados com o mesmo significado, embora 
definições mais restritas possam incluir ou excluir dessa classificação 
diferentes grupos de substâncias químicas (MARASCHIN, 2003). 
Segundo a United States Environmental Protection Agency (USEPA) 
um pesticida é qualquer substância ou mistura de substâncias com 
capacidade de prevenir, destruir, repelir ou atenuar qualquer peste 
(USEPA, 2009). 

Para atender a demanda crescente de insumos agrícolas tanto no 
mercado interno, como externo, tem sido verificado um aumento 
significativo no uso de agrotóxicos em diversos cultivos. Estes 
agrotóxicos estão distribuídos em diferentes classes de acordo com a sua 
finalidade e composição, tais como inseticidas, herbicidas, acaricidas, 
mas que comumente apresentam alguma classe de toxicidade 
(AMARANTE, BRITO e RIBEIRO, 2002). 

De acordo com Amarante et al. (2002), o maior problema no 
emprego de herbicidas está relacionado à questão ambiental, uma vez 
que a maioria destes compostos apresenta baixa adsorção em solos e 
apresentam altos potenciais de lixiviação. Os efeitos adversos da 
interação poluente químico - biota pode alcançar diferentes níveis 
tróficos da cadeia alimentar em um sistema aquático. 

A atrazina (ATZ) (Figura 1) é um dos herbicidas mais utilizados 
em todo o mundo e tem sido encontrado em altas concentrações, tanto 
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em águas superficiais, como subterrâneas (LUDOVICE, ROSTON e 
FILHO, 2003). Segundo Ghiselli e Jardim (2007), o herbicida ATZ é 
considerado um interferente endócrino da classe dos xenoestrogênios 
(substâncias produzidas para utilização nas indústrias, na agricultura e 
para os bens de consumo), ou seja, uma substância química que pode 
interferir no funcionamento do sistema endócrino de diferentes espécies, 
incluindo os seres humanos. No entanto, as alterações provocadas por 
ATZ a nível molecular ainda são pouco conhecidas em animais 
aquáticos. 

 

1.1 Herbicida Atrazina 

 
As triazinas são grupos de compostos derivados de anéis 

aromáticos tri-substituídos por átomos de nitrogênio, e são muito 
utilizados como herbicidas. As mais utilizadas apresentam anel 
simétrico (1,3,5 – triazinas), sendo que as de primeira geração, 
representada pela ATZ, são formadas por um átomo de cloro no anel 
(Figura 1). Existem também as triazinas de segunda geração, que são 
formadas pela introdução de grupos metoxila (6-metoxi – 1,3,5-
triazinas, ou metoxitriazinas ou triatonas), como as ametrinas, 
simetrinas, prometonas (MIDIO e MARTINS, 1997). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Estrutura química da Atrazina (formula C8H14ClN5)  
 

Dentre os herbicidas da classe das triazinas, a ATZ é o mais 
conhecido. Foi introduzido no mercado em 1958 pela empresa CIBA-
GEIGY, usado mundialmente como herbicida no controle de plantas 
infestantes de diversas culturas agrícolas. A sua ação se dá pela inibição 
da fotossíntese. Em concentrações elevadas, tem sido utilizada para 
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eliminar todas as plantas vivas, por exemplo, para criar áreas de 
estacionamento de veículos (BAIRD, 2002).  

Os pesticidas estão divididos em quatro classes toxicológicas. A 
classe I abrange os compostos considerados altamente tóxicos para seres 
humanos; a II, os medianamente tóxicos; a III, os pouco tóxicos e a IV, 
os compostos considerados praticamente não-tóxicos para seres 
humanos. A ATZ é classificada como um herbicida de classe III. 
(SANCHES et al., 2003). 

No Brasil, o ingrediente ativo ATZ compõe formulações 
comerciais de herbicidas registrados e comercializadas para o controle 
de plantas daninhas em diferentes culturas, como milho, cana-de-açúcar 
e sorgo. No entanto, desde 1993 o uso desse ingrediente ativo foi restrito 
nos Estados Unidos da América devido a estudos que constataram riscos 
de efeitos tóxicos em água para consumo humano. Na Europa, houve 
uma baixa na comercialização de ATZ a partir de 1989, devido às 
restrições de seu uso e a competição com novos herbicidas menos 
persistentes no ambiente. Os problemas de contaminações de águas 
subterrâneas e superficiais e as comprovações de que esse herbicida 
provoca distúrbios endócrinos em peixes e anfíbios, levaram ao seu 
banimento na Alemanha, Áustria, Dinamarca, Eslovênia e Itália, estando 
sob restrições em outros países europeus, incluindo a França e a 
Inglaterra (ATRAZINE, 2008). Atualmente, a ATZ continua sendo um 
dos herbicidas mais utilizados em todo o mundo, principalmente nos 
países produtores de grãos, como Argentina e Brasil, onde tem sido 
detectada em elevadas concentrações, tanto em águas superficiais 
quanto subterrâneas (LUDOVICE, ROSTON e FILHO, 2003).  

A meia-vida da ATZ varia, dependendo das condições ambientais 
e das características do solo em questão, sendo os microrganismos os 
principais responsáveis por sua degradação. Os fatores que mais afetam 
a atividade microbiana e a degradação de um pesticida são a umidade e 
a temperatura (WOLF e MARTIN, 1975). De acordo com Walker 
(1996), a meia-vida deste herbicida em alguns solos variou de 
aproximadamente um mês no período quente e solo úmido (25oC) para 
cerca de um ano no período frio e solo úmido (5oC). Segundo Gaynor, 
Mactovish e Findlay (1992), a degradação do pesticida oscila entre 20 
até mais de 100 dias, existindo casos superiores a 300 dias.  

Mandelbaum, Allan e Wackett (1993) constataram que abaixo de 
7oC a degradação da ATZ foi insignificante, mas se acelerou acima de 
15oC, o que mostra que a temperatura ótima para ocorrer a degradação 
está dentro da faixa de atividade metabólica máxima dos 
microrganismos. Estudos de Andrea et al. (1996) demonstraram que a 
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degradação de ATZ é proporcional ao aumento de temperatura e, que 
quanto maior for seu valor comercial, menor quantidade de resíduos 
extraíveis e maior quantidade de resíduos ligados foram detectados.  
Embora persista na maioria dos solos durante apenas alguns meses, 
quando a ATZ e seus metabólitos alcançam os cursos d’água sua meia-
vida é da ordem de anos (BAIRD, 2002). 

Este herbicida é também classificado como um agente 
carcinogênico da classe C, na qual estão incluídos compostos 
potencialmente cancerígenos para o homem (BIRADAR e RAYBURN, 
1995), tendo sido associada a um risco de maior incidência de diferentes 
tipos de câncer, como o linfoma não-Hodgkin, câncer de mama e de 
próstata (MACLENNAN et al., 2002, ROULLAND et al., 2004).  

Também pode retardar o desenvolvimento das glândulas 
mamárias e induzir aborto em roedores de laboratório. Estudos 
epidemiológicos indicam que níveis muito baixos de exposição através 
da água contaminada durante períodos-chaves da gravidez podem 
interferir no desenvolvimento do feto (NAROTSKY et al., 2001). 

No Brasil, o padrão de potabilidade de ATZ em água, 
regulamentado pela Portaria do Ministério da Saúde n° 518/2004 
estabelece como valor máximo permitido em 2 ug/L. 

 
 

1.2 Biomarcadores 

 
Em razão da necessidade de métodos mais precisos e sensíveis na 

avaliação do risco ambiental das atividades antrópicas, o International 
Council for the Exploration of the Sea aconselha que programas de 
biomonitoramento ambiental sejam realizados com o intuito de alertar e 
prevenir impactos irreversíveis nos ecossistemas. Nestes programas, 
recomenda-se: o uso de organismos sentinela, bioindicadores e 
monitores de contaminação (ICES, 2004).  

Biondicadores indicam se um grupo de organismos num dado 
ambiente está dentro de seus padrões fisiológicos normais. Se a resposta 
for negativa, investigações adicionais podem ser justificadas para 
determinar a natureza e o grau de contaminação (WALKER, 1996). Os 
efeitos de xenobióticos podem ser avaliados em diferentes níveis de 
organização biológica (HUGGETT et al., 1992) através da análise de 
biomarcadores, que refletem o status de saúde dos organismos nos 
menores níveis de organização e podem ser utilizados como indicadores 
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precoces de alterações no ecossistema antes da ocorrência de danos 
irreversíveis (HUGGETT et al., 1992). 

Os biomarcadores atuam como sinalizadores da degradação 
ambiental causada pelos contaminantes (RAND, 1995), através de 
alterações biológicas em nível molecular, celular ou fisiológico que 
expressam os efeitos tóxicos causados pelos contaminantes nos 
organismos expostos (WALKER,1996). Podem ser classificados como 
biomarcadores de exposição, indicando a exposição dos organismos aos 
contaminantes, como biomarcadores de efeito, mostrando a magnitude 
da perturbação causada em resposta a poluentes, fornecendo evidências 
do estado de poluição, como resultado de efeitos sinérgicos, de indução, 
antagônicos ou repressão em um biomarcador específico 
(CAJARAVILLE et al., 2000). 

O uso de técnicas de biologia molecular na ecotoxicologia 
permitiu ampliar o conhecimento dos mecanismos de ação dos 
contaminantes nos organismos, pois os padrões de expressão gênica 
podem fornecer informações sobre a interação entre os estressores 
ambientais e o genoma (BRULLE et al., 2008). 

Com base em Bultelle et al. (2002) para se estudar alterações a 
nível molecular pode-se utilizar basicamente duas tecnologias: sistemas 
abertos e fechados. Para a utilização de sistemas fechados é necessário 
que seja conhecido o genoma, ou os genes de estudo da espécie em 
questão; já os sistemas abertos não há necessidade de saber o genoma. 
Como exemplos de sistema fechado temos a técnia dos microarranjos, já 
no aberto descantam-se as técnicas differential display e hibridização 
subtrativa supressiva (SSH).  

Uma das técnicas de biologia molecular aplicada em organismos 
monitores, cujo genoma permanece desconhecido, é a de hibridização 
subtrativa supressiva (SSH). Essa técnica possibilita a construção de 
bibliotecas subtrativas de cDNAs que podem ser comparadas às 
disponíveis em bancos de genes (SEWALL, 1999). 

Dessa forma, a análise da expressão do RNA mensageiro de 
diferentes genes em organismos expostos a um determinado 
contaminante pode ser utilizada em estudos mecanísticos e servir como 
um potencial marcador dos efeitos tóxicos (SEWALL, 1999). 

Programas de biomonitoramento utilizam espécies animais 
escolhidas por apresentarem condições adequadas para o estudo, como: 
elevado nível trófico, autóctone, não migratória e presente nas áreas a 
serem avaliadas (ARIAS, VIANA e INÁCIO, 2002). Os peixes são 
muito utilizados como organismos sentinelas  porque  refletem  
rapidamente á alteraçoes em seu ambiente e os efeitos da exposição a 
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xenobióticos podem ser quantificados em termos de respostas 
bioquímicas ou fisiológicas (MONDON, DUDA e  NOWAK, 2001). 

Uma vez no ambiente, os contaminantes entram em contato com 
os peixes através da pele, alimentaçao e branquias, e quando 
incorporados por diferentes vias, podem ser bioacumulados. O fígado é 
indiratamente afetados por estar relacionado com o metabolismo e 
excreção de xenobióticos. Um parte desses compostos puluentes são 
transferidos para o fígado para serem biotransformados em substâncias  
hidrossolúveis e depois, excretadas. 

O peixe Poecilia vivipara (Figura 2), vulgarmente conhecido 
como barrigudinho, ocorre ao longo da costa brasileira. Esta espécie é 
resistente a variações ambientais, possui populações não migratórias e 
está amplamente distribuída em ambientes lênticos salinos na América 
do Sul, na Costa Atlântica, representando um modelo potencial para 
estudos ambientais como proposto por Zanette (2009) e Mattos et al. 
(2009). Trata-se de uma espécie que possui dimorfismo sexual, 
resistente a água poluída, que suporta ambientes com baixos teores de 
oxigênio e são tolerantes a variações de salinidade e temperatura da 
água (GOMES e MONTEIRO, 2008). 
  
 

 
Figura 2: Fotografias de peixes da espécie Poecilia vivipara. Fêmea a esquerda 
e Macho na imagem a direita. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 

 
O objetivo deste estudo foi identificar e analisar genes 

diferencialmente transcritos em Poecilia vivipara expostos a ATZ.  
 

2.2 Objetivos Específicos 

 
Identificar genes diferencialmente transcritos em fígado de 

Poecilia vivipara expostos a ATZ.  
 
Construir uma biblioteca genômica subtrativa de Poecilia 

vivipara expostas a ATZ; 
 
A partir das seqüências de cDNA identificadas, desenhar e validar 

o uso de pares de iniciadores, através da técnica de PCR quantitativo, 
para avaliar alterações na transcrição gênica no fígado de peixes 
Poecilia vivipara expostas à diferentes concentrações de ATZ 

2.3 Revista escolhida para submissão do artigo científico 

O presente estudo deverá ser submetido para ser publicado no 
periódico científico internacional Ecotoxicology and Environmental 
Safety, editado pela Editora Elsevier, que atualmente possui um Fator de 
Impacto equivalente a 2,34. 
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RESUMO 

A atrazina (ATZ) é o herbicida mais comumente utilizado para controlar 
o crescimento de ervas daninhas em áreas de cultivo e muito 
frequentemente detectados em solos, águas superficiais e subterrâneas. 
Poecilia vivipara é um peixe eurialino, encontrado em locais com 
diferentes graus de impacto antrópico. O objetivo deste estudo foi 
identificar genes diferencialmente transcritos no fígado de Poecilia 
vivipara após 24 horas de exposição á ATZ (100µg/L), empregando a 
técnica de hibridização subtrativa supressiva (SSH). De 451 clones 
sequenciados e analisados por homologia com o banco de dados NCBI 
(blastx), foram identificadas 34 sequências genicas que apresentaram 
uma diminuição na transcrição e 61 sequências que apresentaram um 
aumento em sua transcrição. Destes, foram selecionados 8 genes para 
validação dos resultados pela técnica de qPCR. Após uma nova 
exposição com niveis crescentes de ATZ (2, 10 e 100 ug/L), 4 genes 
apresentaram níveis de transcrição diferente no fígado dos animais 
tratados em relação ao grupo controle, sendo eles: Inibidor de BAX, 
Fibrinogeneo Beta, Complemento componente 9 e Vitellogenina A. Os 
três primeiros genes apresentaram resultados opostos ao utilizar estas 
duas metodologias. Tais discrepâncias podem ser atribuídas a possíveis 
alterações populacionais ou experimentais, uma vez que a exposição 
para a subtração foi realizada com populações de peixes de Rio Grande 
e os experimentos de validação com populações de animais de 
Florianópolis. Em termos experimentais, a principal diferença foi 
atribuída a utilização de anestésico benzocaína no experimento realizado 
em Rio Grande, o que poderia ter influenciado na resposta molecular 
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dos animais. Os genes C9 e Fibrinogênio Beta aparentemente 
mostraram um aumento na transcriçao nos tratamentos de  10 e 100 
ug/L de ATZ em relaçao ao grupo controle; e Vitelogenina A apresentou 
um aumento na transcrição nos animais do tratamento de 10ug/L de 
ATZ em relaçao ao controle. Essas variaçoes possivelmente indicam 
alteraçoes no sistema imune e de defesa em peixes, visando controlar os 
efeitos causados pelo contaminante. 

 
Palavras-chave: SSH, Atrazina, peixes, marcadores moleculares. 
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Introdução 
 

A atrazina (ATZ) é um herbicida mundialmente utilizado no 
controle de plantas infestantes de diversas culturas agrícolas. Devido ao 
uso extensivo, persistência, solubilidade em água e adsorção 
relativamente fraca ao solo, a ATZ está presente no ambiente aquático 
pela lixiviação do solo e drenagem durante e após a aplicação do 
herbicida (GFRERER et al., 2002; CHUNG e GU, 2003). É considerado 
um agente potencialmente carcinogênico e desregulador endócrino para 
o homem (LUDOVICE, ROSTON e FILHO, 2003; GHISELLI e 
JARDIM, 2007) e animais aquáticos, com potencial de alterar processos 
fisiológicos, especialmente durante os estágios iniciais da vida. Em 
organismos aquéticos, a ATZ pode causar alterações comportamentais 
(SAGLIO e TRIJASSE, 1998), danos hematológicos (HUSSEIN, EL-
NASSER e AHMED, 1996), distúrbios no metabolismo (PRASAD et al, 
1995), e afetar a reprodução (MOORE e WARING, 2001), 
particularmente interferindo no desenvolvimento gonadal de machos 
através da queda dos níveis de hormônios androgênicos, diminuição da 
produção de sêmen (MOORE e WARING, 1998). 

As populações de peixes desempenham um papel cada vez mais 
importante no monitoramento da poluição da água, porque estes 
organismos respondem com grande sensibilidade a mudanças no 
ambiente aquático (SIROKA e DRASTICHOVA, 2004).  

Biomarcadores são respostas bioquímicas, moleculares, celulares, 
fisiológicas ou comportamentais induzidas na presença de 
contaminantes que têm sido utilizados em diferentes áreas como 
farmacologia, toxicologia e ecotoxicologia (WALKER, 1996). A grande 
vantagem do uso de biomarcadores é o fornecimento de evidências dos 
efeitos tóxicos causados pelos poluentes, como resultado de efeitos 
sinérgicos de ativação ou inibição (CAJARAVILLE et al, 2000). 

Alterações no padrão de transcrição gênica são um reflexo da 
somatória dos efeitos a curto, médio e longo prazo nos animais expostos 
a misturas complexas de contaminantes ou a contaminantes específicos. 
Através da identificação dos genes transcritos diferencialmente em 
animais expostos a detereminados contaminantes, diferentes 
mecanismos de toxicidade podem ser elucidados, assim como a 
caracterização de novos potenciais biomarcadores. 

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a transcrição 
gênica diferencial em peixes Poecilia vivipara, identificada pela 
hibridização subtrativa supressiva (SSH), e avaliada através da análise 
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da transcrição de determinados genes através da técnica de PCR 
quantitativo 

 

3.1 Materiais e Métodos 

 

3.1.1 Delineamento experimental 

 
 

 Os exemplares de P. vivipara foram coletados em duas 
localidades; no Biotério da Fundação Universidade Federal de Rio 
Grande – FURG e em uma lagoa próxima aos tanques de cultivo de 
peixes do Laboratório de Piscicultura Marinha (LAPMAR), 
Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa 
Catarina (UFSC).  Armadilhas de captura tipo MinnowtrapTM, com 
ração para peixe como atrativo, foram utilizadas para a coleta dos peixes 
no LAPMAR. 

Os animais do Biotério da FURG não precisaram de período de 
aclimatação, pois foram produzidos no próprio laboratório. Os 
exemplares coletados no ambiente foram aclimatados no Laboratório de 
Biomarcadores de Contaminação Aquática e Imunoquímica (LABCAI), 
CCA/CCB, UFSC, por 10 dias em água do mar filtrada, utilizando-se 
filtros de 0,45µm, a 21°C e salinidade 24, com aeração constante. 
Durante esse período receberam alimentação peletizada e os aquários 
drenados diariamente. 

Dois experimentos foram realizados. O primeiro foi a exposição á 
ATZ nos animais destinados a análise da transcrição diferencial de 
genes com os animais provenientes da FURG, e o segundo para a 
validação dos genes identificados no primeiro experimento com os 
animais coletados no ambiente e expostos a quantidades crescentes do 
herbicida. 

A primeira exposição a ATZ foi realizada em 2 aquários de 15 
litros, contendo 9 peixes em cada aquário, e foram mantidos por 24h a 
temperatura 25oC e salinidade 24. Ao primeiro aquário foi adicionado 
100 µg/L de ATZ (Fluka Pestanal cod.45330) diluída em metanol 
absoluto (solução mãe de 10 mg/ml). No segundo aquário, os animais 
foram mantidos somente com água do mar filtrada, acrescido com a 
mesma quantidade de metanol utilizada para diluir a ATZ, grupo 
controle. 
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No experimento de validação dos genes diferencialmente 
transcritos, grupos de 14 animais foram colocados, respectivamente, em 
4 aquários, a temperatura 25oC e salinidade 24. Um grupo controle foi 
mantido sem a adição de ATZ e outros três grupos foram expostos a 
concentrações crescentes do herbicida (2, 10 e 100 µg / L), durante 24h. 
A concentração de 2ug/L foi escolhida por ser a quantidade máxima 
permitida na água potável pelo Ministério da Saúde (N. 518/2004), 10 
ug/L por ser um valor inferior ao indicado para a agricultura (25ug/L) e 
100ug/L por ser superior ao utilizado a agricultura e que não leva o 
animal a óbito.  

 

3.1.2 Transcrição diferencial de genes 

 
Após o período de exposição, os animais (provenientes do 

biotério da FURG) foram anestesiados com Benzocaína, sacrificados e 
dissecados para a retirada do fígado. As amostras foram agrupadas em 
pools de 3 fígados (n=3), preservados em RNA later (Qiagen®) e 
armazenadas em freezer -80°C depois de 24h. Para a extração de RNA 
total do fígado foi utilizado o reagente TRIzol (Invitrogen®), de acordo 
com o protocolo do fabricante. 

O RNA mensageiro foi isolado e purificado usando o kit 
MicropolyA mRNA (Ambion®), a partir do RNA total de acordo com 
instruções do fabricante. A concentração e pureza do RNA total e 
mRNA foram checadas em espectrofotômetro  Nanodrop 2000 (Thermo 
Scientific) a 260nm e através da verificação da razão 260/280nm e 
230/260nm.  

Os fragmentos diferencialmente transcritos foram selecionados 
por Hibridização Supressiva Subtrativa utilizando o kit Clontech PCR-
Select cDNA Subtraction (Clontech®). Primeiramente o mRNA foi 
reversamente transcrito seguindo as instruções do fabricante, depois os 
fragmentos diferencialmente transcritos foram selecionados por 
hibridização e amplificados por NESTED-PCR, utilizando iniciadores 
específicos e o produto final foi visualizado por eletroforese em gel de 
agarose 2%. O produto do NESTED-PCR foi purificado pelo Kit DNA 
Clean & Concentrator (Zymo Research®) de acordo com protocolo 
específico e o cDNA  purificado foi ligado a vetores pGEM-T Easy kit 
Vector (Promega, Madison) e inseridos em células DH5-α por choque 
térmico, plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani agar (40g/L), 
contendo ampicilina (100mM). Logo após, as células contendo o vetor e 
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o inserto, foram selecionadas e transferidas para um meio líquido 
Superbroth e cultivadas em incubadora de bancada a 240rpm a 37ºC por 
até 18 horas. Após esse período a purificação do DNA plasmidial foi 
realizada pelo método de lise alcalina, modificado de Sambrook (1989). 

Os produtos foram seqüenciados no seqüenciador ABI 3130 
Genetic Analizer (Aplied Biosystems®) para 4 capilares, utilizando o Kit 
ET Dye Terminator DYEnamic® com os iniciadores M13F ou M13R  A 
qualidade das sequências foram analisadas no software BioEdit 
(Biological Sequence Alignment editor). Para a identificação das 
sequências consensos, ou contigs, foi utilizado o programa CAP3 
(Sequence Assembler Program) (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) e a 
identificação das sequências foram comparadas ao banco de dados 
disponível (Genebank) com auxílio do software BLAST2Go 
(http://www.blast2go.org/). 

 

3.1.3 Análise dos genes diferencialmente transcritos 

 
Após a exposição, os animais foram mortos através de uma 

secção no cordão nervoso da medula espinhal (decapitação) e o fígado 
foi retirado. Neste experimento, não foi utilizado anestésico para evitar 
uma possível interferência a nível de transcrição gênica. As amostras de 
fígado foram agrupadas em pool de dois por microtubo (n=6), 
imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados em 
freezer -80°C. A extração de RNA total foi realizada de acordo com o 
protocolo para o reagente TRIzol (Invitrogen®) e 2µg desse RNA total 
foram reversamente transcritos para cDNA pelo kit Quantitect Reverse 
Transcription (Qiagen®). Dos animais dissecados, foi observada 
hemorragia próxima a nadadeira ventral em 4 indivíduos 

Os iniciadores específicos para cada gene selecionado, baseado 
nos genes identificados na biblioteca de cDNA diferencialmente 
transcrita no experimento 1 (Tabela 1 e Tabela 2). Os iniciadores foram 
desenhados com o auxílio do programa Primer Quest (Integrated DNA 
Technology, IDT) e FASTPCR, analisando os resultados de hairpin e a 
formação de dímeros. Para normalizar os dados da qPCR em tempo real 
foram desenhados iniciadores para os genes constitutivos s2 ribosomal 
protein e elongation factor 2. 

Entre a lista dos genes induzidos (up-regulated), selecionamos 
bax inhibitor 1, fibrinogen gamma chain precursor, vitellogenin A e 
complement component c3. Dentre os reprimidos (down-regulated) 
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selecionamos: - Liver- type fatty acid- binding protein, glutathione s-
transferase a, - fibrinogen beta chain precursor, complement component 
c9.  Os iniciadores utilizados estão mostrados na Tabela 3. 

Os experimentos foram realizados no aparelho Rotor GeneTM 
6000 (Corbett Lifesciences®) com rotor de 72 poços seguindo 
parâmetros padronizados para cada gene estudado. O kit utilizado foi o 
Rotor-Gene SYBR Green Kit (Qiagen®), garantindo o mínimo de óptica 
e variações de temperatura entre os tubos e alta precisão na 
quantificação de PCR em tempo real.  

Para a amplificação dos produtos da qPCR foram utilizados 
20uM de cada iniciador e 100ng de amostra. As condições da PCR 
foram: 95°C por 5 min, 40 ciclos de 10s a 95°C e 30s a 60°C, fase onde 
ocorreu a aquisição da fluorescência. Todas as amostras foram 
analisadas em duplicatas e através da curva de dissociação (Melting) foi 
possivel confirmar a amplificação de um único produto.  

Para a definição do threshold utilizado para cada par de 
iniciadores específicos foi realizada uma curva padrão. O threshold foi 
definido como a menor fluorescência em que a reação apresentou uma 
eficiência de amplificação de 100% e a curva com linearidade (r2) 
superior a 98%. A curva padrão foi montada usando-se um pool das 
amostras de todos os grupos diluidas de forma seriadas: 2, 10, 100 e 
1000 vezes.  

Os dados foram analisados no software Rotor Gene 6000 
Analysis version 1.7 (Corbett Research®) e encontrado o valor de Ct 
(ciclo Threshold) que representa o numero do ciclo no qual a 
fluorescência passa o Threshold.  

Para análise da eficiência da curva, o software correlacionou a 
quantidade de cDNA predita na reação com o Ct da amostra. A partir 
dos pontos gerados foi feita a regressão linear e a eficiência da curva foi 
analisada através dos dados da equação como linearidade (R2) e do 
coeficiente angular (M). 

 
. 

3.1.4 Análises Estatísticas 

 
O calculo da transcrição dos genes e a análise estatística foram 

realizadas utilizando o software REST através dos dados de Ct de cada 
gene e os gráficos confeccionados pelo programa estatístico 
GraphPad.Prism versão 5.01 
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3.2 Resultados 

3.2.1 Genes diferencialmente transcritos identificados através da 
metodologia da SSHs 

 
Duas bibliotecas foram geradas através da técnica da SSH em 

fígado de peixes Poecilia vivipara, uma de genes induzidos em resposta  
ao contaminante ATZ e outra dos genes reprimidos. 

Através do software CAP3, de 451 clones seqüenciados, foram 
formados 85 Contigs e 69 sequências únicas. Por meio do Blastx no 
banco de dados do NCBI, 95 genes foram identificados, 61 genes que 
tiveram a sua transcrição aumentada (Tabela 1) e 34 genes que tiveram 
sua transcrição reprimida (Tabela 2). As sequências restantes (59) não 
tiveram similaridade com genes conhecidos.  

Cinco genes apareceram em ambas bibliotecas: complement c4, 
complement component c3, cytochrome c oxidase subunit i, nadh 
dehydrogenase subunit 1 e vitellogenin a.  

Das sequencias identificadas, somente três não tiveram 
similariedade com sequências gênicas de outros peixes. 

As atividades biológicas daqueles genes identificados como 
ativados pela técnica de SSH estão associadas ao alongamento na 
tradução, cadeia respiratória, cascata de coagulação, desenvolvimento 
do fígado, homeostase do colesterol, ligação proteína-cromóforo, 
metabolismo de lipídios, metabolismo de lipoproteínas, morfogênese do 
vaso sanguíneo, oxi-redução, formação de corpos cetônicos, 
metabolismo de carboidratos, proteólis, apoptose, estresse, sistema 
imunológico, síntese protéica, transporte de hexoses, transporte de 
lipídios, transporte de proteínas, vasodilatação (Tabela 1). 

Os genes identificados como reprimidos pela técnica de SSH 
apresentaram as atividades biológicas relacionadas com a adesão 
celular, cascata de coagulação, fase II de biotransformação, 
metabolismo de lipídios, metabolismo de lipoproteínas, metabolismo de 
carboidratos, reações de oxidação, regulação da transcrição, regulação 
negativa da atividade das peptidases, resposta a danos no DNA, 
respiração aeróbica, resposta ao estímulo químico, sistema imune, 
síntese de proteínas, transdução de sinal, transporte de lipídios, 
vasodilatação e via de sinalização de neuropeptídeo (Tabela 2). 
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Tabela 1: Lista dos genes identificados como induzidos através da técnica de 
hibridização subtrativa supressiva. 

 
Atividade 
Biológica 

Descrição Espécie Contig N Tamanho e-Value 

 
fc receptor-like 
protein 5-like 

Oreochromis 
niloticus 

 1 194 3,66E-03 

 sc:d0144 protein 
Tetraodon 
nigroviridis 

1 4 334 2,00E-29 

 
d-serine deaminase 
activator 

Oreochromis 
niloticus 

 1 870 4,54E-18 

Alongamento da 
tradução 

eukaryotic translation 
elongation factor 2 

Fundulus 
heteroclitus 

 1 920 6,30E-98 

Cyprinodontiformes 
sp 

1 14 219 2,54E-32 
cytochrome oxidase 
subunit 1 Fundulus 

heteroclitus 
1 3 310 3,00E-57 

Cadeia 
respiratória 

cytochrome c oxidase 
subunit iii 

Xiphophorus 
maculatus  

1 3 223 1,97E-28 

fibrinogen gamma 
chain precursor 

 1 904 1,41E-115 

fgg protein  1 884 1,27E-86 

c1 inhibitor  1 242 9,49E-09 

coagulation factor ii 
precursor 

Oreochromis 
niloticus 

1 4 610 1,46E-86 

Cascata de 
coagulação 

heparin cofactor ii 
Oplegnathus 

fasciatus 
1 2 910 9,30E-129 

 1 698 6,16E-55 Desenvolvimento 
do fígado 

alpha-2-
macroglobulin-like 
protein 1-like 

Oreochromis 
niloticus 1 5 370 1,07E-54 

Homeostase do 
colesterol 

transmembrane 
protein 97 

Oreochromis 
niloticus 

1 2 620 7,98E-66 

Oreochromis 
niloticus 

1 3 468 1,36E-45 
Ligação Proteína-
cromóforo 

protein ambp-like 
Tetraodon 
nigroviridis 

1 5 225 2,44E-36 

Metabolismo de 
lipídios 

lipoprotein lipase Siniperca chuatsi 1 3 114 8,15E-09 

Metabolismo de 
lipoproteínas 

apolipoprotein b-100-
like 

Oreochromis 
niloticus 

1 2 549 1,65E-18 

Morfogênese do 
vaso sanguíneo 

complement c1q 
tumor necrosis factor-
related protein 3-like 

Tetraodon 
nigroviridis 

1 3 374 1,27E-15 

Oxidação e 
redução 

homogentisate -
dioxygenase 

Oreochromis 
niloticus 

1 2 368 7,23E-16 

Metabolismo de 
corpos-cetônicos 

3-oxoacid transferase 
1 

Danio rerio  1 4 327 6,85E-53 
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Continuação... 
Fructose-bisphosphate 
aldolase b 

Poecilia reticulata 1 7 601 5,54E-121 
Metabolismo de 
carboidratos fructose-bisphosphate 

aldolase b 
Poecilia reticulata  1 820 3,30E-69 

Estabilização da 
matriz extra-
celular 

inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain 
h3-like 

Oreochromis 
niloticus  1 906 6,39E-33 

Processo 
metabólico 
hialurônico 

novel protein 
(zgc:56119) 

Oreochromis 
niloticus  1 938 5,27E-11 

Proteólise elastase 1 precursor 
Epinephelus 

coioides 
1 2 516 7,17E-82 

Regulação 
negativa da 
apoptose 

bax inhibitor 1 
Oreochromis 

niloticus 
 1 225 9,29E-25 

Resposta ao 
estresse 

7-alpha-
hydroxycholest-4-en-
3-one 12-alpha-
hydroxylase-like 

Oreochromis 
niloticus 

 1 259 5,98E-32 

 1 366 2,47E-70 complement factor 
partial 

Xiphophorus 
hellerii  1 832 2,60E-69 

Fundulus 
heteroclitus 

 1 154 9,86E-22 

Xiphophorus 
hellerii 

 1 771 3,64E-79 

Epinephelus 
bruneus 

 1 909 7,21E-100 

Fundulus 
heteroclitus 

1 3 201 3,07E-06 

Sistema Imune 
complement 
component c3 

Tetraodon 
nigroviridis 

 1 271 4,99E-27 

complement 
component c3 

Oryzias latipes 1 2 695 1,40E-79 

Oreochromis 
niloticus 

 1 727 1,44E-51 

Oryzias latipes  1 265 6,80E-23 complement c4 

Fundulus 
heteroclitus 

1 9 612 1,18E-58 

Oreochromis 
niloticus 

 1 465 1,89E-41 

Sistema Imune 

apolipoprotein a-i 
Morone saxatilis 1 4 991 4,82E-10 

Síntese protéica elongation factor 2 
Fundulus 

heteroclitus 
1 2 329 3,07E-64 

 1 919 1,01E-63 
Transporte de 
hexoses 

solute carrier family 
37 (glucose-6-
phosphate 
transporter) 

Oreochromis 
niloticus  1 732 5,57E-52 
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Continuação... 
1 2 213 1,24E-15 

Poecilia latipinna 
 1 163 1,14E-07 

1 2 428 3,66E-70 
vitellogenin a 

Poecilia reticulata 
1 7 657 9,62E-137 

 1 381 3,42E-79 
Poecilia reticulata 

 1 617 4,26E-109 vitellogenin b 

Gambusia affinis 1 2 346 9,18E-50 

 1 895 8,33E-42 
Gambusia affinis 

 1 274 3,77E-22 

Transporte de 
lipídio 

vitellogenin c 

Poecilia reticulata 1 3 312 1,95E-55 

Transporte de 
proteínas 

nascent polypeptide-
associated complex 
subunit alpha 

Pagrus major 1 5 626 3,38E-68 

1 3 871 6,26E-62 Transporte 
mitocondrial. 

mitochondrial 
uncoupling protein 1 

 

Oreochromis 
niloticus 1 3 176 1,22E-15 

Transporte de 
elétrons 

nadh dehydrogenase 
subunit 1 

Poecilia caucana 1 3 320 3,72E-53 

Transporte 
transmembrana 

solute carrier family 
37 (glucose-6-
phosphate 
transporter) 

Oreochromis 
niloticus 

 1 732 5,57E-52 

vasodilatação kininogen-1 isoform 1 
Oreochromis 

niloticus 
 1 290 1,37E-24 

 
 

Legenda: Primeira coluna está a atividade biológica, 2 º coluna é a descrição do gene 
no Genbank, 3º a espécie ao qual foi relatada, 4 º indica a quantidade de contigs, 5 º  
indica o número de clones, 6 º  é o tamanho do fragmento (pb) e na última coluna 
indica o índice de e-Value. 
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Tabela 2: Lista dos genes identificados como reprimidos através da técnica de 
hibridização subtrativa supressiva. 

 
Atividade 
Biológica 

Descrição Espécie Contig
s 

N Tamanho e-Value 

 
hypothetical 
loc792613 

Epinephelus 
bruneus 

1 2 652 1,08E-23 

Adesão celular f-type lectin 
Oreochromis 

niloticus 
1 2 623 2,27E-32 

Cascata de 
coagulação 

fibrinogen beta chain 
precursor 

Epinephelus 
coioides 

1 4 165 1,47E-24 

Fase II de 
Biotransformaç
ão 

glutathione s-
transferase a 

Atherina boyeri 1 3 627 7,13E-21 

alanine-glyoxylate 
aminotransferase 

 2 462 1,68E-78 

4-
hydroxyphenylpyruvat
e dioxygenase 

1 3 637 4,52E-38 

inter-alpha-trypsin 
inhibitor heavy chain 
h2-like 

1 2 637 1,22E-27 

Processo 
metabólico 

alanine-glyoxylate 
aminotransferase 

Oreochromis 
niloticus 

1 2 578 4,83E-30 

Processo 
metabólico 
lipídico 

2-acylglycerol o-
acyltransferase 1 

Oreochromis 
niloticus 

1 5 658 5,54E-93 

Processos 
metabólicos de 
carboidratos 

fructose- -
bisphosphatase 

Cyprinus carpio 1 3 625 7,70E-26 

aldehyde oxidase-like Poecilia reticulata 1 8 641 4,72E-23 
nadh dehydrogenase 
subunit 1 

Poecilia caucana 1 2 655 2,72E-51 

Reação de 
oxidação 

a chain 
thermodynamic and 
structure guided 
design of statin hmg-
coa reductase 
inhibitors 

Fundulus 
heteroclitus 

1 2 663 3,69E-58 

Regulação da 
transcrição 

tripartite motif-
containing 33 

Oreochromis 
niloticus 

1 4 668 5,83E-62 

Regulação 
negativa da 
atividade 
catalítica 

si:ch73- protein Danio rerio  1 627 5,48E-37 

Esox lucius 1 4 634 5,76E-13 
Síntese de 
proteínas  

cystatin precursor Burkholderia 
cepacia 

 1 654 9,61E-04 

Continuação... 
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Resposta a 
danos no DNA 

replication protein a 
70 kda dna-binding 
subunit 

Tetraodon 
nigroviridis 

1 5 659 6,78E-80 

Respiração 
aeróbica 

cytochrome c oxidase 
subunit i 

Epinephelus 
bruneus 

1 3 665 1,24E-26 

Resposta ao 
estímulo 
químico 

warm temperature 
acclimation-related 65 
kda protein 

Fundulus 
heteroclitus 

1 7 936 2,20E-19 

acyl- desaturase 
Dicentrarchus 

labrax 
 1 620 8,41E-84 

complement 
component c9 

Xiphophorus 
hellerii 

 1 618 2,44E-94 

complement 
component c3 

Platichthys flesus 1 5 664 3,00E-46 

complement c4 
Fundulus 

heteroclitus 
1 17 613 1,66E-68 

complement 
component alpha 
polypeptide 

Epinephelus 
bruneus 

 1 574 9,66E-50 

Sistema Imune 

apolipoprotein c-i 
Oreochromis 

niloticus 
1 4 643 2,16E-11 

Transdução de 
sinal 

microfibril-associated 
glycoprotein 4-like 

Epinephelus 
coioides 

 1 267 1,12E-25 

liver-type fatty acid-
binding protein 

Fundulus 
heteroclitus 

1 2 629 3,34E-67 
Transporte de 
lipídios 

vitellogenin a Poecilia latipinna  1 612 
6,23E-
123 

 1 582 6,21E-34 
Vasodilatação kininogen 1 

Oreochromis 
niloticus 1 2 653 2,70E-33 

Via de 
sinalização de 
neuropeptídeo 

allatotropin 
neuropeptide 
precursor 

Spodoptera 
frugiperda 

1 2 632 7,38E-02 

Legenda: Primeira coluna está a atividade biológica, 2 º coluna é a descrição do gene 
no Genbank, 3º a espécie ao qual foi relatada, 4 º indica a quantidade de contigs, 5 º  
indica o número de clones, 6 º  é o tamanho do fragmento (pb) e na última coluna 
indica o índice de e-Value. 
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3.2.2 Transcrição de genes de Poecilia vivipara exposto a ATZ 
por 24h 

 
Oito genes foram selecionados a partir dos dados obtidos através 

da técnica de SSH, 4 da biblioteca dos genes induzidos e 4 entre os 
reprimidos. Esses genes foram selecionados de acordo com suas funções 
biológicas e moleculares. Os níveis na transcrição diferencial foram 
avaliados por PCR quantitativo em fígados de peixes Poecilia vivipara 
expostos a ATZ, mantidos sob condições experimentais similares. Os 
iniciadores específicos de cada sequência estão mostrados na Tabela 3. 

As sequências selecionadas estão envolvidas em processos, 
como: cascata de coaguação, resposta inflamatória, transporte de 
lipídios, apoptose, sistema imune e fase II de biotransformação de 
xenobióticos. 

A eficiência das reações se manteve entre 96 a 110%, permitindo 
o uso do método de comparação por CT ou Delta Delta CT (LIVAK, 
2001). 

Nenhuma diferença nas transcrições dos genes S2 ribosomal 
protein (S2) e Elongation Factor 2 (EF2) foram observadas no fígado 
dos peixes expostos a ATZ, sendo ambos utilizados como genes 
normalizadores da expressão. 

A transcrição dos genes complement component c9 (C9), liver-
type fatty acid- binding protein (FABP), fibrinogen beta chain precursor 
(FibroB) e vitellogenin a (VitA) (Figura 1) apresentaram diferenças 
significativas com relação ao controle, possivelmente aumentando o 
nível de transcrição. O gene bax inhibitor 1 (BAX) apresentou uma 
diminuição significativa em sua transcrição no fígado dos animais 
expostos ao herbicida. 

Os demais genes não apresentaram diferenças significativas em 
na transcrição gênica quando comparadas ao grupo controle, podendo se 
enquadrar possivelmente como falsos positivos da técnica. 
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Tabela 3: Sequência dos iniciadores senso (F) e anti-senso (R) dos genes de 
Poecilia vivipara selecionados para a validação da técnica de SSH. 

 
Gene Iniciador Seqüências 

REV GGAGTTTGTCACAGTCTTTCCAGGCGTC Liver-type fatty acid 
binding protein FWD ACTACGAAGCGTTCCTCCGAGCCAT 

REV ACCAGCGCATGATGGAGGGTCTTT glutathione s-
transferase a FWD ACGTTCTCCAGGTAGCTCTCCCAGA 

REV TCAGACCACCCAGAATGGAGGATG fibrinogen beta chain 
precursor FWD GCTGGACTTGAAGGCGATGTTTCC 

REV CGCTCTCAACCAGAACACCATCAG complement 
component c9 FWD GCCTTCCCATCAGCACTAACTGTC 

REV TGGCACGGGAACTACACACC Complement 
component c3 FWD GCAACACTTGGCAGAGAAGGAACC 

REV GAACAAGTCCACACAGTGCCACAC 
bax inhibitor 1 

FWD GCTTCGTCCTCTTTGACACTCAGC 

REV ATCCAGCCTACCACAGGAACAGAC fibrinogen gamma 
chain precursor FWD AGTGAAGCCACGACCGAAGTTGTC 

REV GTCCACAGGTCTTTCCTTTCATCCAGTC 
vitellogenin a- 

FWD TGCCTTACCGCCACCCAACA 

REV TACTTGTCAGCGAGGTAACGGG 
elongation factor 2 

FWD ACTGTAAGCGAGGAATCAGAGGTG 

REV GCGAATGTCTTTGGATGAGCCC 
s2 ribosomal protein 

FWD GGAAGGAACAGATGAGCAGGTAGAAG 
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Figura 3: Transcrição dos genes complement component C3 (C3), BAX 1-
inhibitor, fibrinogen gamma chain precursor (FibroG) e vitellogenin a (VitA), 
por PCR quantitativo no grupo de peixes Poecilia vivipara expostos a diferentes 
concentrações de Atrazina (2ug/L, 10ug/L e 100ug/L) após 24h. O asterisco (*) 
representa diferença significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle. O eixo 
Y demonstra a variação da expressão do grupo em relação ao controle. Os dados 
estão mostrados na forma de média e erro padrão. 
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Figura 4: Transcrição dos genes complement component c9 (C9), liver-type 
fatty acid- binding protein (FABP), glutathione S-transferase (GST), fibrinogen 
beta chain precursor (FibroB) por PCR quantitativo no grupo de peixes 
Poecilia vivipara expostos a diferentes concentrações de Atrazina (2ug/L, 
10ug/L e 100ug/L) após 24h. O asterisco (*) representa diferença significativa 
(p<0,05) em relação ao grupo controle. O eixo Y demonstra a variação da 
expressão do grupo em relação ao controle. Os dados estão mostrados na forma 
de média e erro padrão. 
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3.3 Discussão 

 
Vários estudos realizados com peixes, anfíbios, répteis e 

mamíferos (humanos e cobaias), sugerem que a ATZ pode alterar o 
sistema endócrino, as respostas neuroendócrinas e também afetar as 
respostas imunes.  Em mamíferos, os efeitos incluem encurtamento do 
ciclo estral, a atenuação do pico de LH (hormônio luteinizante), 
diminuição dos níveis de hormônios da hipófise, alterações no tecido do 
ovário, alterações hepáticas, incluindo aumento na deposição de lípidos 
e enzimas hepáticas, e modificações na histopatologia hepática 
(ATSDR, 2003). Estudos em camundongos mostram que a ATZ 
provoca efeitos tóxicos em tecidos hematopoiéticos e sistema 
imunológico e pode induzir a produção de citoquininas, tais como o 
interferon c ou fator de necrose tumoral (MENCOBONI et al., 1992).  

Exposição  de anfíbios a ATZ causou uma maior incidência de 
sapos hermafroditas (HAYES et al, 2002) e deficiências no 
desenvolvimento gonadal (TAVERA-MENDONZA et al, 2002). Em 
peixes a ATZ pode ser acumulada no fígado onde é observado um 
aumento no tamanho de inclusões lipídicas seguido pela degeneração 
lipóide, aumento do volume dos lisossomas secundários, malformação 
mitocondrial, vacuolização e uma redução no teor de glicogênio 
(BIAGIANTI-RISBOURG e BASTIDE, 1995), além de alterações no 
comportamento natatório (STEINBERG, LORENZ E LORENZ, 1995), 
distúrbios no sistema reprodutivo (THIBAUT E PORTE, 2004), e ainda  
alterações no desenvolvimento fisiológico e morfológico de embriões 
(WIEGAND et al.,2001). 

Das sequências identificadas no atual trabalho, poucas estavam 
relacionadas com a detoxificação de xenobióticos, sendo uma delas 
aquela que codifica a GST. Muitos dos poluentes ambientais são 
detoxificados por isoenzimas das GSTs, incluindo os hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos, pesticidas e intermediários reativos produzidos 
na fase I da biotransformação (RICHARDSON et al., 2009). A 
biotransformação da ATZ envolve diferentes sistemas enzimáticos, que 
incluem a GST, a qual é determinante para sua eliminação do organismo 
(THOM et al., 2001). Apesar de ter sido identificado um transcrito da 
GST na biblioteca subtrativa, a transcrição deste gene não variou no 
fígado dos peixes expostos a concentrações crescentes de ATZ por um 
período de 24h. Por outro lado, a ausência de diferença na transcrição do 
gene nesse período não significa que este nível não seja diferente após 
períodos maiores de exposição. Além disso, deve ser considerada a 
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possibilidade de que apesar de não ter havido um aumento na 
transcrição, a atividade da GST no momento poderia estar sendo 
suficiente para conjugar a glutationa com ATZ ou seus metabólitos e 
posterior eliminação. No entanto não foi quantificada a atividade desta 
enzima neste experimento.  

Os lipídios são essenciais para o funcionamento celular, como 
fontes de combustível, moléculas sinalizadoras e componentes de 
membrana. Deficiências no processamento de lipídios e de transporte 
acarretam em muitas doenças metabólicas (CARTEN, BRADFORD e 
FARBER, 2011). O gene liver type fatty acid binding protein (FABP) 
codifica proteínas que tem a capacidade de se ligar ao colesterol, 
alterando a concentração de colesterol hepático (MCINTOSH et al., 
2012), atuando na absorção, metabolismo e excreção intracelular de 
ácidos graxos de cadeia longa (ZIMMERMAN e VEERKAMP, 2002). 
No presente estudo não foram observadas alterações significativas na 
transcrição do gene da FABP nos animais tratados, apesar de haver um 
pequeno aumento não significativo entre os tratamentos. 

Experimentos realizados em animais coletados no campo e 
expostos em laboratório revelam que contaminantes orgânicos são 
capazes de reduzir a concentração plasmática de estradiol e assim 
reduzir a expressão do gene vitelogenina via receptor de estrógeno -ER 
(NICOLAS, 1999). Tanaka et al. (2004) sugere que a ATZ pode ser um  
“agente estrogênico” ou agir como “estrogênio ambiental”. Outros 
estudos toxicológicos sugerem que a ATZ pode ser um agente anti-
estrogênico e inibir  as respostas estimuladas por estrógeno (COOPER 
et al., 2007). Alvos potenciais da ATZ podem estar no sítio de ligação 
aos receptores, também podendo interagir com outros fatores, menos 
específicos, que são necessários para a realização da resposta mediada 
por estrogênio (ELDRIDGE, STEVENS e BRECKENRIDGE, 2008).  

A indução da vitelogenina (VTG) ou a supressão da mesma vem 
sendo muito estudada já que a sua produção nos hepatócitos é regulada 
por β-estradiol, e sofre influência de outras substâncias com ação 
estrogênica e antiestrogênicas. Geralmente só é encontrada nas fêmeas, 
porém os peixes machos podem apresentar a expressão hepática da 
vitelogenina induzida, quando expostos a ambientes contaminados com 
substâncias estrogênicas. (KRAMER et al. 1998). Pinto et al. (2006) em 
experimento com machos de Sparus auratus expostos a doses de 
estrógeno – E2, identificou o aumento da expressão das vitelogeninas 
(VgA, VgB, VgC), sendo totalmente ausente esta expressão nos animais 
controle. No presente estudo a transcrição de VgA nos peixes tratados 
com ATZ apresentou um aumento em relação ao grupo controle, porém 
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este gene foi identificado nas duas bibliotecas subtrativas. Na validação, 
para esse gene, foram utilizadas somente fêmeas de P. vivipara. O 
aumento na expressão sugere que a ATZ pode estar afetando a produção 
da vitelogenina, ou a quantidade de estrogênio circulante, que regula 
essa produção. 

Os níveis de fibrinogênio são um reflexo da capacidade de 
ativação da coagulação no organismo. São principalmente expressa em 
hepatócitos e secretada na circulação. O fibrinogênio (Fb) é um dímero, 
composto por duas partes iguais cada uma contendo três proteínas 
distintas (alfa-A, beta-B e gama-G). Em condições normais, o Fb só é 
liberado na corrente sanguínea na forma de hexâmero, e não há 
indicações de fibrinogênio livre ou outras formas precursoras 
(BLOMBACK, 1996). Excessiva geração de fibrina devido à ativação 
da cascata de coagulação leva a trombose, enquanto a falta da fibrina, ou 
formação ineficaz leva a uma predisposição para a hemorragia 
(MOSESSON, SIEBENLIST e MEH, 2001). Xie. et al. ( 2009), citam 
que um aumento na transcrição do gene FbB sugere uma a existência de 
uma resposta inflamatória sistêmica. Neste contexto, Zhang e Loker 
(2004) identificaram um aumento na transcrição de fibrinogênio no 
molusco de água doce, Biomphalaria glabrata, quando desafiado com 
trematóides digenéticos. No presente estudo, foram observadas lesões 
hemorrágicas em alguns animais expostos a ATZ, sugerindo uma maior 
pré-disposição a hemorragia nestes peixes, seja pela nao formação ou 
formação ineficaz da fibrina. Os níveis de transcrição de FbB 
apresentaram um aumento nos peixes expostos a ATZ com relação ao 
grupo controle, o que não foi visto para a sequência referente ao FbG, 
sugerindo a existência de um mecanismo de ativação da transcrição 
diferencial entre os dois genes, que permanece por ser elucidado em 
estudos posteriores. 

Outros genes envolvidos em mecanismos de inflamação e com 
sistema imune inato, são os genes do sistema complemento, C3 e C9. O 
C3 desempenha um papel central na ativação das vias clássica do 
complemento e pertence às proteínas de fase aguda, cuja síntese 
aumenta devido a estímulos inflamatórios (KATAGIRI, HINDRA e 
AOKI, 1999 apud KINOSHITA, 1991). Estudos anteriores realizados 
por Mattos et al. (2008) mostraram que a transcrição deste gene foi 
ativada em fígado de Poecilia vivipara expostas à fração acomodada em 
óleo diesel.  

Os resultados do PCR quantitativo mostram que a transcrição do 
componente C3 não apresentou diferença estatística entre os grupos, 
além de ter sido identificado nas duas bibliotecas subtrativas. A ausência 
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de resposta no experimento de validação pode estar associada a 
pequenas alterações nas condições em que foram realizados os 
tratamentos dos peixes para a realização da biblioteca subtrativa e 
validação dos genes identificados. Enquanto o primeiro foi realizado em 
laboratório na FURG em que, antes de serem mortos, os animais eram 
anestesiados com benzocaína, no segundo experimento realizado no 
Labcai, optou-se pela técnica de decapitação a fim de evitar possíveis 
interferências do anestésico na resposta moleculares dos animais. 

Desreguladores do sistema imunológico podem agir tanto sobre a 
imunidade inata, quanto na adquirida. Um desregulador pode suprimir a 
imunidade inata, diminuindo a resposta inflamatória, reduzindo a 
atividade fagocítica, e interromper as redes de citocina. Em anfíbios 
Rana pipiens a ATZ se mostrou como um desregulador imune mesmo 
em baixas concentrações (BRODKIN et al., 2007). Segundo Gilbertson 
et al. (2003), os pesticidas podem estimular ou suprimir diferentes 
fatores resposta imune. O complemento C9 é muito importante na 
formação do complexo de ataque a membrana (MAC), desencadeado 
pela via alternativa do sistema complemento. È montado por adição 
sequencial de uma única molécula de cada componente C5, C6, C7, C8 
e, várias moléculas de C9, com a finalidade de formar canais 
transmembranas na célula alvo, pertubando a bicamada fosfolipídica e 
levando a célula a lise e morte. (LICHTENHELD et al, 1988). Neste 
trabalho, observamos um aumento na transcrição do gene C9 em dois 
grupos de peixes tratados com ATZ, apesar do gene estar entre a 
biblioteca subtrativa de genes reprimidos. Esse aumento pode estar 
relacionado a uma resposta imune desencadeada pelo herbicida ATZ, ou 
alguma condição externa, como a presença de patógenos. 

Danos ao DNA podem ativar mecanismos de reparo e induzir 
várias vias de sinalização. Um certo número de genes e enzimas 
envolvidos nos mecanismos de reparo de DNA, têm importantes papéis 
celulares para manter a estabilidade genômica e estes genes são 
normalmente induzidos, em consequência da exposição a agentes 
prejudiciais (LEREBOURS et al., 2009). Conhecido como a morte 
celular programada, a apoptose pode ocorrer na sequência da disfunção 
da maquinaria celular normal para remover a célula danificadas e 
proteger o funcionamento celular normal (DELONG, 1998). O inibidor 
Bax (BAX-I) é uma proteína anti-apoptótica bem conservada em 
diferentes espécies localizada na membrana do retículo endoplasmático 
e atua na proteção das células contra a apoptose induzida pelo estresse 
(LEE et al., 2007). No presente estudo, a transcrição do gene BAX-I 
apresentou uma diminuição no fígado dos animais tratados com ATZ 
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em relação ao grupo controle, indicando um possível aumento na 
atividade apoptótica neste animais. Um estudo realizado por Zhu et al 
(2010) mostrou que peixes zebra tratados com concentrações e tempo de 
exposição crescentes a ATZ apresentaram uma maior taxa de danos no 
DNA avaliado pelo teste do cometa, o que comprova a genotoxicidade 
deste herbicida. 

Os genes que não mostraram diferenças estatísticas na qPCR 
podem representar falsos positivos da técnica. O sucesso parcial da 
técnica da SSH foi relatada por Reyes, Salazar e Granja (2007), quando 
avaliaram as sequencias transcritas (EST) por qRT-PCR e identificaram 
falsos positivos neste procedimento.  Hansen (2007) em estudo com 
Calanus finmarchicus exposto a uma mistura de estressores e 
selecionando as EST através da SSH, identificou sequências comuns, 
nas duas bibliotecas subtrativas, ressaltando que a técnica não tem 100% 
de eficiência. 

O sucesso da metodologia da SSH é limitada por fatores como a 
necessidade de uma grande quantidade de mRNA para realizar as 
hibridizações, a pequena quantidade de cDNA após a segunda 
hibridização, a dificuldade da clonagem (JI et al, 2002) e o número de 
diferenças entre as amostras alvos de cDNA (REBRIKOV et al., 2000). 

A escolha de anestésicos em experimentos pode ter importância 
crítica no resultado experimental, mesmo que as alterações não sejam 
aparentes. A benzocaína é um anestésico local que, embora atue de 
forma sistêmica em peixes, também age no sistema nervoso central, 
bloqueando os canais de sódio e reduzindo os potenciais de ação dos 
nervos (ARIAS, 1999). Os efeitos do anestésico vão desde leve sedação 
até colapso medular, dose e tempo dependente (HOLLOWAY et al., 
2004). Estudos indicam que quanto mais breve for a exposição menor é 
a liberação dos corticosteroides e catecolaminas, relacionada à ação do 
anestésico (ROTHWELL et al., 2005). Davis, Greenfield e Brewer 
(1993) verificaram que a utilização do anestésico benzocaína de uso 
tópico em algumas espécies de mamíferos está associado com uma 
deficiência nas hemoglobinas, a metemoglobinemia. Em condições 
normais, a metemoglobina é convertida novamente em hemoglobina, em 
condições adversas a conversão não acontece, o que acarreta em falta de 
oxigenação nos tecidos, alterando substancialmente as funções 
sistêmicas. 

No presente experimento o tempo de exposição à benzocaína foi 
de até 15 minutos. Okamura et al (2010) verificaram que tilápias 
anestesiadas com benzocaína demoraram até 2,5 minutos para o mínimo 
de movimento opercular (estado de anestesia), prolongando esse período 
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o organismo atingiria o colapso total. Portanto, estudos mais específicos 
sobre a alteração da expressão gênica por benzocaína devem ser 
realizados em peixes da espécie P.vivipara, a fim de elucidar os efeitos a 
nível molecular, vericando as possíveis alterações sobre os resultados 
obtidos nesse trabalho, e sobre estudos ecotoxicológicos. 

Outro ponto importante a se considerar é que peixes, assim como 
em outras espécies animais, apresentam diferenças significativas no 
metabolismo entre os indivíduos dentro de uma população, bem como 
entre as populações, relacionadas a fatores como sexo, dieta, estação do 
ano e exposição pretérita a contaminantes (PERKINS e SCHLENK, 
1998). Então, as respostas aos xenobióticos em peixes podem diferir 
entre outras populações. Este fato evidencia uma possível limitação no 
uso de técnicas moleculares para comparações interpopulacionais. Por 
outro lado, abre uma linha de investigação muito interessante e 
necessária que vise avaliar diferenças na susceptibilidade à presença de 
misturas complexas de contaminantes, e identificar uma variabilidade 
genética em possíveis estratégias adaptativas de sobrevivência entre 
populações de indivíduos mais resistentes e mais sensíveis a 
contaminação ambiental. A compreensão de tais mecanismos poderia 
auxiliar na elucidação de possíveis fatores que estão contribuindo para a 
diminuição da biodiversidade ictiológica dos ecossistemas aquáticos. 
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3.4 Conclusões 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir: 
 
- Os peixes Poecilia vivipara responderam bem às condições 

experimentais corroborando sua utilização como organismo-modelo 
para estudos que visem avaliar os efeitos tóxicos causados pela ATZ, 
bem como outros contaminantes. 

- O aumento nos níveis de expressão dos genes FibroB e C9 e a 
diminuição de BAX inhibitor indicam uma alteração no sistema 
imune e de defesa em peixes, provavelmente visando controlar os 
efeitos causados pela ação do contaminante no organismo.  

- As diferenças nas respostas observadas entre as bibliotecas subtrativas 
de cDNA e os dados da qPCR podem ser atribuídas à pequenas 
diferenças nos protocolos de exposição da atrazina, ao “n” amostral 
pequeno, às falhas inerentes da própria técnica da SSH, à utilização 
ou não de Benzocaína durante a morte dos animais, ou à utilização de 
populações de P.vivipara que apresentem diferentes níveis de 
sensibilidades ao contaminante.  
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