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RESUMO

A Atrazina € muito utilizada no controle de ervaridhas em
cultivos agricolas, e como conseqiiéncia de seuteisosido detectada
no solo, aguas superficiais e subterrdneas. Pdixes sido muito
utilizados como modelos em estudos de ecotoxicalogdicando o
risco biolégico de exposicao a contaminantes. @tvioj desse trabalho
foi identificar e validar genes diferencialmentantcritos no figado de
Poecilia viviparaexpostos a ATZ (1Q@/L). Para tanto, foi realizada
uma primeira exposicao com 100ug/L de ATZ a peiResvivipara
oriundos de biotério e empregado o método de lidagdo subtrativa
supressiva (SSH). A identificagcdo destes genesrdalizada por
homologia com o banco de dados NCBI (Blastx), tasdb em 34
sequéncias que aparentemente tiveram uma repreasfanscricdo e
61 dos genes que apresentaram um aumento na itdnsérisando a
andlise de alguns genes provenientes da bibliosetdrativa, uma
segunda exposicéo foi realizado com peixes proeei®s de ambiente
natural e expostos a concentracdes crescentes ZA¢2AT0 e 100 ug/L)
por 24h. Os genes selecionados foroninogenio gamae betg
inibidor de BAX vitelogenina Acomponente complemento X9 e
ligante de &cidos graxosOs genesC9 e Fibrinogénio Beta
aparentemente mostraram um aumento na transciigamatamentos de
10 e 100 ug/L de ATZ em relagao ao grupo contmeMitelogenina A
apresentou um aumento na transcricdo nos animatsatitonento de
10ug/L de ATZ em relacao ao controle. Entretantodois primeiros
foram identificados na biblioteca dos genes replasipor ATZ. De
forma similar, o gentnibidor Bax-lapresentouma diminuicdo em sua
transcricdo no figado dos animais tratados com/LOdeg ATZ, apesar
de estar presente na biblioteca dos genes induZidds discrepancias
podem ser atribuidas a possiveis alteracdes paomodés, uma vez que
0 experimento preparatorio para a subtracdo fdizes com animais
provenientes de cultivo no biotério da FURG-RS exgserimentos de
validacdo foram realizados com populagfes de asimai ambiente
natural em Florianépolis - SC.

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






ABSTRACT

Many pesticides are used to control grass-weedmgiitultural
crops, especially atrazine (ATZ). As a consequarides use, the ATZ
has been detected in soil, surface water and gweated. Animals such
as fish, can be used as models for studies of xcotogy, aiding in
mapping the risk of exposure to organic contammanhe aim of this
study was to identify and analyze genes differdptieanscribed in the
liver of Poecilia viviparaexposed to ATZ (1Q@ / L). For this purpose,
we performed a first exposition to 100ud.ATZ fish P. viviparafrom
the animal vivarium and used the method of suppessubtractive
hybridization (SSH). The identification of thesenge was performed by
homology with sequences from NCBI database (Blasesulting in 34
sequences that composed the list of genes thatreaplya had a
repression in transcription and 61 genes that stioare increase in
transcription. In order to analyze some genes frtm library
subtractive, a second exposure was performed vgth droveninentes
natual environment and exposed to increasing cdrate&ms of ATZ (2,
10 and 100 ug.®) in a fixed time of 24 hours. The genes were setec
fiborinogen gammaand betg inhibitors of BAX vitellogenin A
complement component GBdC9 and Liver type fatty acids binding
Fibrinogen betaand C9 apparently showed an increase in transcription
in the treatments of 10 and 100 ug / L of ATZ itatien to the control
group, and vitellogenin A showed an increase imstaption in the
treatment of animals 10ug'Lof ATZ in relation to the control.
However, the first two were identified on the ldtgenes repressed by
ATZ. Similarly, the gene Bax Inhibitor-1 showed acdease in its
transcription in the liver of animals treated witbug.L'* ATZ, but was
present in the library of genes apparently activaby ATZ. Such
discrepancies may be attributed to possible chawogesxperimental
population, since the preparation for the subtoacttxperiment was
conducted with animals from growing in the vivariwwh FURG and
validation experiments were performed with popolagi of animals in
natural environment in Florianopolis. In experinarterms, the main
difference was attributed to the use of anesthmgitzocaine in the first
experiment and the utilization of different popidas of P. viviparg
which could have influenced the molecular respafitbe animals.

Keywords: SSH, Atrazine, fish, Molecular Biomarkers
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INTRODUCAO

A agua apresenta uma funcéo paradoxal na sociddadana,
pois trata-se de um recurso indispensavel a videnemeio onde séo
descartados poluentes (SCHNURSTEIN e BRAUNBECK 1200

A poluicdo aquatica é definida como qualquer at@vadas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas ppae causar danos a
saude, a seguranca e ao bem estar das populagdegeadificultar a
utilizacdo dos recursos hidricos para fins agr&oladustriais,
comerciais, recreativos e, também, a existéncfaua e flora aquética
(BRASIL, 1961).

Organismos aquéaticos tém sido sucessivamente @spastima
variedade de contaminantes provenientes da atidediustrial,
agricola e de efluentes urbanos (SCHNURSTEIN e BRBECK,
2001), tais como, metais pesados, pesticidas, cstogpwrganicos,
hidrocarbonetos, etc.

O termo pesticida, biocida, defensivo agricola,gpigida e
agrotéxico sdo comumente utilizados com o mesnufiigdo, embora
definicbes mais restritas possam incluir ou exaligssa classificagdo
diferentes grupos de substancias quimicas (MARASCH003).
Segundo aJnited States Environmental Protection Agefic\SEPA)
um pesticida é qualquer substancia ou mistura dest&ocias com
capacidade de prevenir, destruir, repelir ou aterqualquer peste
(USEPA, 2009).

Para atender a demanda crescente de insumos agrianto no
mercado interno, como externo, tem sido verificada aumento
significativo no uso de agrotoxicos em diversostivos. Estes
agrotoxicos estao distribuidos em diferentes ctadeeacordo com a sua
finalidade e composicéo, tais como inseticidasbibitas, acaricidas,
mas que comumente apresentam alguma classe deidaoeic
(AMARANTE, BRITO e RIBEIRO, 2002).

De acordo com Amarante ael. (2002), o maior problema no
emprego de herbicidas esta relacionado a questhemtal, uma vez
gue a maioria destes compostos apresenta baixacadsem solos e
apresentam altos potenciais de lixiviagdo. Os cfeiddversos da
interacdo poluente quimico - biota pode alcancéeratfites niveis
troficos da cadeia alimentar em um sistema aquatico

A atrazina (ATZ) Figura 1) € um dos herbicidas mais utilizados
em todo o mundo e tem sido encontrado em altaseatnagdes, tanto
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em aguas superficiais, como subterraneas (LUDOVIRESTON e
FILHO, 2003). Segundo Ghiselli &ardim (2007), o herbicida ATZ é
considerado um interferente enddcrino da classexdneestrogénios
(substancias produzidas para utilizagdo nas iridéstna agricultura e
para os bens de consumo), ou seja, uma substanioicg que pode
interferir no funcionamento do sistema enddcrindliflerentes espécies,
incluindo os seres humanos. No entanto, as altesagifbvocadas por
ATZ a nivel molecular ainda sdo pouco conhecidas arnmais
aquaticos.

1.1 Herbicida Atrazina

As triazinas sdo grupos de compostos derivados rdds a
aromaticos tri-substituidos por atomos de nitrogérd sdo muito
utilizados como herbicidas. As mais utilizadas spmam anel
simétrico (1,3,5 — triazinas), sendo que as de giran geracgao,
representada pela ATZ, sdo formadas por um atomdode no anel
(Figura 1). Existem também as triazinas de segunda geragénsao
formadas pela introducdo de grupos metoxila (6-rieto 1,3,5-
triazinas, ou metoxitriazinas ou triatonas), come ametrinas,
simetrinas, prometonas (MIDIO e MARTINS, 1997).

Cl

N)\\‘-N
)LN/)\N/\CH3

CH

3
H.C N
3 H

Figura 1: Estrutura quimica da Atrazina (formula C8H14CIN5)

Dentre os herbicidas da classe das triazinas, a AT mais
conhecido. Foi introduzido no mercado em 1958 peharesa CIBA-
GEIGY, usado mundialmente como herbicida no coatae plantas
infestantes de diversas culturas agricolas. A gaa se da pela inibigcdo
da fotossintese. Em concentracdes elevadas, temusiizada para
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eliminar todas as plantas vivas, por exemplo, peiar areas de
estacionamento de veiculos (BAIRD, 2002).

Os pesticidas estao divididos em quatro classesalogicas. A
classe | abrange os compostos considerados alatdeitos para seres
humanos; a Il, os medianamente téxicos; a lll, mscp toxicos e a IV,
0s compostos considerados praticamente nao-tOxga® seres
humanos. A ATZ é classificada como um herbicida ctiesse Il
(SANCHESet al, 2003).

No Brasil, o ingrediente ativo ATZ compfe formulagd
comerciais de herbicidas registrados e comercidzgara o controle
de plantas daninhas em diferentes culturas, cortwiana-de-acgucar
e sorgo. No entanto, desde 1993 o uso desse iagteditivo foi restrito
nos Estados Unidos da América devido a estudosapstataram riscos
de efeitos toxicos em agua para consumo humandzuxapa, houve
uma baixa na comercializacdo #8Z a partir de 1989, devido as
restricbes de seu uso e a competicdo com novoscideh menos
persistentes no ambiente. Os problemas de contedgisade aguas
subterraneas e superficialsas comprovacdes de que esse herbicida
provoca distlrbios enddcrinos em peixes e anfidmsram ao seu
banimento na Alemanha, Austria, Dinamarca, Eslavériialia, estando
sob restricdes em outros paises europeus, incluindoaack e a
Inglaterra (ATRAZINE, 2008). Atualmente, a ATZ conta sendo um
dos herbicidas mais utilizados em todo o mundojcgpalmente nos
paises produtores de grédos, como Argentina e Bi@sile tem sido
detectada em elevadas concentracdes, tanto em &ypasficiais
guanto subterraneas (LUDOVICE, ROSTON e FILHO, 2003

A meia-vida da ATZ varia, dependendo das condigbasientais
e das caracteristicas do solo em questdo, senducosrganismos o0s
principais responsaveis por sua degradacdo. Os$atpie mais afetam
a atividade microbiana e a degradacdo de um pstéio a umidade e
a temperatura (WOLF e MARTIN, 1975). De acordo cuvalker
(1996), a meia-vida deste herbicida em alguns selasou de
aproximadamente um més no periodo quente e soldolfREC) para
cerca de um ano no periodo frio e solo iumid€)5Segundo Gaynor,
Mactovish e Findlay (1992), a degradacdo do pestioscila entre 20
até mais de 100 dias, existindo casos superidzés dias.

Mandelbaum, Allan e Wackett (1993) constataramahaixo de
7°C a degradacéo da ATZ foi insignificante, mas sdeaou acima de
15°C, o que mostra que a temperatura 6tima para oc@megradagio
estd dentro da faixa de atividade metabdlica maxicas
microrganismos. Estudos de Andretaal. (1996) demonstraram que a
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degradacdo de ATZ é proporcional ao aumento deesyra e, que
quanto maior for seu valor comercial, menor quaadkédde residuos
extraiveis e maior quantidade de residuos ligadosnt detectados.
Embora persista na maioria dos solos durante apgigass meses,
guando a ATZ e seus metabdlitos alcangam os cdidgsa sua meia-
vida é da ordem de anos (BAIRD, 2002).

Este herbicida é também classificado como um agente
carcinogénico da classe C, na qual estdo incluidospostos
potencialmente cancerigenos para 0 homem (BIRADARE¥BURN,
1995), tendo sido associada a um risco de mai@éncia de diferentes
tipos de cancer, como o linfoma nao-Hodgkin, camteemama e de
préstata (MACLENNANet al, 2002, ROULLANDet al,, 2004).

Também pode retardar o desenvolvimento das glaésdula
mamarias e induzir aborto em roedores de labocatdgstudos
epidemioldgicos indicam que niveis muito baixosedposicdo através
da agua contaminada durante periodos-chaves dadegapodem
interferir no desenvolvimento do feto (NAROTSkKYal.,2001).

No Brasil, o padrdo de potabilidade de ATZ em &gua,
regulamentado pela Portaria do Ministério da Sad8e518/2004
estabelece como valor maximo permitido em 2 ug/L.

1.2 Biomarcadores

Em razado da necessidade de métodos mais precisosigeis na
avaliacdo do risco ambiental das atividades artaSpiolnternational
Council for the Exploration of the Seaconselha que programas de
biomonitoramento ambiental sejam realizados contuwtd de alertar e
prevenir impactos irreversiveis nos ecossistemasted programas,
recomenda-se: 0 uso de organismos sentinela, madates e
monitores de contaminacgdo (ICES, 2004).

Biondicadores indicam se um grupo de organismos dado
ambiente esta dentro de seus padrdes fisiologmusais. Se a resposta
for negativa, investigacdes adicionais podem satifitadas para
determinar a natureza e o grau de contaminacdo {ER.,. 1996). Os
efeitos de xenobidticos podem ser avaliados entedifes niveis de
organizacao biol6gica (HUGGET®@t al, 1992) através da analise de
biomarcadores, que refletem status de salde dos organismos nos
menores niveis de organizagéo e podem ser utikzeoimo indicadores
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precoces de alteracdes no ecossistema antes d@&rmiarde danos
irreversiveis (HUGGETEt al, 1992).

Os biomarcadores atuam como sinalizadores da degiad
ambiental causada pelos contaminantes (RAND, 1986xvés de
alteracBes biologicas em nivel molecular, celularfigiolégico que
expressam o0s efeitos téxicos causados pelos codates nos
organismos expostos (WALKER,1996). Podem ser dlaadbs como
biomarcadores de exposicdo, indicando a exposiga®idjanismos aos
contaminantes, como biomarcadores de efeito, nmuzkira magnitude
da perturbacao causada em resposta a poluentescdéodo evidéncias
do estado de poluicdo, como resultado de efeit@sgcos, de inducdo,
antagbnicos ou repressdo em um biomarcador esuecifi
(CAJARAVILLE et al, 2000).

O uso de técnicas de biologia molecular na ecotpgia
permitiu ampliar o conhecimento dos mecanismos d&o ados
contaminantes nos organismos, pois os padrdes gessdo génica
podem fornecer informacdes sobre a interacdo ev¥reestressores
ambientais e o genoma (BRULI€E al., 2008).

Com base em Bultellet al. (2002) para se estudar alteractes a
nivel molecular pode-se utilizar basicamente daesdlogias: sistemas
abertos e fechados. Para a utilizacio de sisteznhados é necessario
gue seja conhecido o genoma, ou 0s genes de edtudspécie em
guestao; j4 os sistemas abertos ndo ha necessidaiber o0 genoma.
Como exemplos de sistema fechado temos a técnimidosarranjos, ja
no aberto descantam-se as técnidifferential displaye hibridizacdo
subtrativa supressiva (SSH).

Uma das técnicas de biologia molecular aplicadaeyanismos
monitores, cujo genoma permanece desconhecidaje hbridizacao
subtrativa supressiva (SSH). Essa técnica posailaliconstrucdo de
bibliotecas subtrativas de cDNAs que podem ser eoagas as
disponiveis em bancos de genes (SEWALL, 1999).

Dessa forma, a analise da expressdo do RNA mensagei
diferentes genes em organismos expostos a um dedeion
contaminante pode ser utilizada em estudos meitasig servir como
um potencial marcador dos efeitos toxicos (SEWAL299).

Programas de biomonitoramento utilizam espéciesnaini
escolhidas por apresentarem condi¢fes adequadas patudo, como:
elevado nivel tréfico, autéctone, ndo migratoripresente nas areas a
serem avaliadas (ARIAS, VIANA e INACIO, 2002). Ogixes sdo
muito utilizados como organismos sentinelas  porquefletem
rapidamente & alteracoes em seu ambiente e ossefkit exposicio a
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xenobidticos podem ser quantificados em termos dspostas
bioguimicas ou fisiolégicas (MONDON, DUDA e NOWARQO01).

Uma vez no ambiente, 0s contaminantes entram etatootom
0S peixes através da pele, alimentacao e brang@asjuando
incorporados por diferentes vias, podem ser bioatadns. O figado &
indiratamente afetados por estar relacionado commetabolismo e
excrecdo de xenobidticos. Um parte desses compgsiogntes séo
transferidos para o figado para serem biotransfdom@m substancias
hidrossollveis e depois, excretadas.

O peixe Poecilia vivipara (Figura 2), vulgarmente conhecido
como barrigudinho, ocorre ao longo da costa biesil&sta espécie é
resistente a variacdes ambientais, possui popudat@e migratérias e
esta amplamente distribuida em ambientes [ént@lisos na América
do Sul, na Costa Atlantica, representando um mogetencial para
estudos ambientais como proposto por Zanette (2009attoset al
(2009). Trata-se de uma espécie que possui dimarfisexual,
resistente a 4gua poluida, que suporta ambientashaixos teores de
oxigénio e sao tolerantes a variacdes de salinidatlemperatura da
agua (GOMES e MONTEIRO, 2008).

@ Felipe Aoki Gongalves

at = " " . . v
Figura 2: Fotografias de peixes da espéeaecilia vivipara Fémea 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 analisgenes
diferencialmente transcritos dPwoecilia viviparaexpostos a ATZ.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar genes diferencialmente transcritos efgado de
Poecilia viviparaexpostos a ATZ.

Construir uma biblioteca genbmica subtrativa Beecilia
viviparaexpostas a ATZ,;

A partir das sequiéncias de cDNA identificadas, wlesiee validar
0 uso de pares de iniciadores, através da téceiddGR quantitativo,
para avaliar alteracBes na transcricdo génica gaddi de peixes
Poecilia viviparaexpostas a diferentes concentragfes de ATZ

2.3 Revista escolhida para submisséo do artigo cieatifi

O presente estudo devera ser submetido para sécguldono
periodico cientifico internacionaEcotoxicology and Environmental
Safety editado pela Editora Elsevier, que atualmentsyiasn Fator de
Impacto equivalente a 2,34.
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3. IQENTIFICACAO E ANALISE DA
TRANSCRICAO DIFERENCIAL DE GENES EM PEIXES
Poecilia vivipara EXPOSTOS AO HERBICIDA ATRAZINA

Elisa C. Ferreiral, Flavia L. Zacchit, Guilhermdebm-Silvaz, Jaco J. Matth<Clei
E. Piazza!, Abel MachadoTalita Migueldo!, Adalto Bianchi®i Afonso C. D.
Bainy*

!Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Agmé# Imunoquimica —
Universidade Federal de Ssanta Catarina.

2Universidade Estadual de Campinas.

3Fundac&o Universidade Federal de Rio Grande

"Autor para correspondéncia: ACD Bainy (e-mail bdhyboxl.ufsc.br).
Departamento de Bioquimica, Centro de Ciénciasdgiohs, Universidade Federal
de Santa Catarina, Florianépolis, SC, 88040-490.

RESUMO

A atrazina (ATZ) é o herbicida mais comumente z4itio para controlar
0 crescimento de ervas daninhas em &reas de cultivmuito
frequentemente detectados em solos, aguas sugisrficisubterraneas.
Poecilia vivipara é um peixe eurialino, encontrado em locais com
diferentes graus de impacto antrépico. O objetiestel estudo foi
identificar genes diferencialmente transcritos igado dePoecilia
vivipara apds 24 horas de exposicdo & ATZ (@), empregando a
técnica de hibridizacdo subtrativa supressiva (S$) 451 clones
sequenciados e analisados por homologia com o licdados NCBI
(blastx), foram identificadas 34 sequéncias gengas apresentaram
uma diminuicdo na transcricdo e 61 sequéncias gresentaram um
aumento em sua transcricdo. Destes, foram selemen® genes para
validacdo dos resultados pela técnica de gPCR. Apda nova
exposi¢do com niveis crescentes de ATZ (2, 10 euiD), 4 genes
apresentaram niveis de transcricdo diferente naddigdos animais
tratados em relagcdo ao grupo controle, sendo kldsdor de BAX,
Fibrinogeneo Beta, Complemento componente 9 eldgaiina A.Os
trés primeiros genes apresentaram resultados apastaitilizar estas
duas metodologias. Tais discrepancias podem sbuiaas a possiveis
alteracbes populacionais ou experimentais, umaquez a exposicao
para a subtragéo foi realizada com populagbes idegpde Rio Grande
e 0s experimentos de validacdo com populacdes dmaian de
Florianépolis. Em termos experimentais, a principifierenca foi
atribuida a utilizacdo de anestésico benzocaireperimento realizado
em Rio Grande, o que poderia ter influenciado pasta molecular
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dos animais. Os gene€9 e Fibrinogénio Beta aparentemente
mostraram um aumento na transcricao nos tratameletoslO e 100
ug/L de ATZ em relagao ao grupo controld/ieelogenina Aapresentou
um aumento na transcrigdo nos animais do tratameét@Oug/L de
ATZ em relacao ao controle. Essas variagcoes pdsswte indicam
alteracoes no sistema imune e de defesa em peigasdo controlar os

efeitos causados pelo contaminante.

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

A atrazina (ATZ) é um herbicida mundialmente uétip no
controle de plantas infestantes de diversas csltagaicolas. Devido ao
uso extensivo, persisténcia, solubilidade em aguaadsorcdo
relativamente fraca ao solo, a ATZ esta presentamigiente aquatico
pela lixiviagdo do solo e drenagem durante e ap@pleacédo do
herbicida (GFRERER al, 2002; CHUNG e GU, 2003). E considerado
um agente potencialmente carcinogénico e desremudandiocrino para
o homem (LUDOVICE, ROSTON e FILHO, 2003; GHISELLI e
JARDIM, 2007) e animais aquéticos, com potenciadltkrar processos
fisiologicos, especialmente durante os estagiosiaisi da vida. Em
organismos aquéticos, a ATZ pode causar alterag@@portamentais
(SAGLIO e TRIJASSE, 1998), danos hematoldgicos (BBISI, EL-
NASSER e AHMED, 1996), disturbios no metabolismBASAD et al,
1995), e afetar a reprodugcdo (MOORE e WARING, 2001)
particularmente interferindo no desenvolvimento agtat de machos
através da queda dos niveis de hormdnios andragérdeninuicdo da
producédo de sémen (MOORE e WARING, 1998).

As populagbes de peixes desempenham um papel eadaais
importante no monitoramento da poluicdo da aguagumo estes
organismos respondem com grande sensibilidade aamgad no
ambiente aquatico (SIROKA e DRASTICHOVA, 2004).

Biomarcadores séo respostas bioquimicas, molesyleetilares,
fisiologicas ou comportamentais induzidas na prEgsende
contaminantes que tém sido utilizados em difererdte=as como
farmacologia, toxicologia e ecotoxicologia (WALKEERQ96). A grande
vantagem do uso de biomarcadores é o fornecimentvidéncias dos
efeitos toxicos causados pelos poluentes, comdtadsude efeitos
sinérgicos de ativagéo ou inibicdo (CAJARAVILIgEal, 2000).

Alteracdes no padrdo de transcricdo génica sdoefiexo da
somatdria dos efeitos a curto, médio e longo pnamoanimais expostos
a misturas complexas de contaminantes ou a cordate especificos.
Através da identificacdo dos genes transcritosrafifdalmente em
animais expostos a detereminados contaminanteserendiés
mecanismos de toxicidade podem ser elucidadosmassimo a
caracterizacdo de novos potenciais biomarcadores.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avadi transcricdo
génica diferencial em peixefoecilia viviparg identificada pela
hibridizacdo subtrativa supressiva (SSH), e avalialavés da andlise
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da transcricdo de determinados genes através daécadéde PCR
quantitativo

3.1 Materiais e Métodos

3.1.1 Delineamento experimental

Os exemplares dP. vivipara foram coletados em duas
localidades; no Biotério da Fundacdo UniversidadeleFal de Rio
Grande — FURG e em uma lagoa proxima aos tanquesiitieo de
peixes do Laboratério de Piscicultura Marinha (LAKR),
Departamento de Aquicultura da Universidade Feda®ml Santa
Catarina (UFSC). Armadilhas de captura tigtinnowtrap™, com
racao para peixe como atrativo, foram utilizadasa pacoleta dos peixes
no LAPMAR.

Os animais do Biotério da FURG nao precisaram dioge de
aclimatagdo, pois foram produzidos no proprio labtio. Os
exemplares coletados no ambiente foram aclimataddsaboratorio de
Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e ImunogaifiABCALI),
CCAJ/CCB, UFSC, por 10 dias em 4gua do mar filtraddizando-se
filtros de 0,45um, a 21°C e salinidade 24, com giraconstante.
Durante esse periodo receberam alimentagcéo peleteeos aquérios
drenados diariamente.

Dois experimentos foram realizados. O primeircef@xposicdo a
ATZ nos animais destinados a andlise da transcrifsvencial de
genes com os animais provenientes da FURG, e ondegpara a
validacdo dos genes identificados no primeiro erpEto com 0S
animais coletados no ambiente e expostos a qudatidarescentes do
herbicida.

A primeira exposi¢do a ATZ foi realizada em 2 amsade 15
litros, contendo 9 peixes em cada aquario, e faremtidos por 24h a
temperatura 2& e salinidade 24. Ao primeiro aquario foi adicidna
100 pg/L de ATZ (Fluka Pestanal cod.45330) diluida emtamel
absoluto (solucdo mée de 10 mg/ml). No segundoriaqu@s animais
foram mantidos somente com agua do mar filtradeesalo com a
mesma quantidade de metanol utilizada para diluiAT&, grupo
controle.
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No experimento de validacdo dos genes diferenciabne
transcritos, grupos de 14 animais foram colocagkspectivamente, em
4 aquarios, a temperatura®@5e salinidade 24. Um grupo controle foi
mantido sem a adicdo de ATZ e outros trés grupaarfexpostos a
concentracdes crescentes do herbicida (2, 10 @d.00Q), durante 24h.
A concentracdo de 2ug/L foi escolhida por ser antigade maxima
permitida na agua potavel pelo Ministério da Sa{iNie518/2004), 10
ug/L por ser um valor inferior ao indicado paragacultura (25ug/L) e
100ug/L por ser superior ao utilizado a agricultergue nédo leva o
animal a 6bito.

3.1.2 Transcri¢ao diferencial de genes

Apbés o periodo de exposicdo, os animais (provessemio
biotério da FURG) foram anestesiados com Benzocaawificados e
dissecados para a retirada do figado. As amogiramfagrupadas em
pools de 3 figados (n=3), preservados em RNA later (&i@) e
armazenadas em freezer -80°C depois de 24h. Ratsagdo de RNA
total do figado foi utilizado o reagente TRIzolilnogen®), de acordo
com o protocolo do fabricante.

O RNA mensageiro foi isolado e purificado usandokib
MicropolyA mRNA(Ambion®), a partir do RNA total de acordo com
instrugbes do fabricante. A concentracdo e purezeRNA total e
mRNA foram checadas em espectrofotbmetro Nanc2B6p (Thermo
Scientific) a 260nm e através da verificacdo d&i@ga260/280nm e
230/260nm.

Os fragmentos diferencialmente transcritos foratecgenados
por Hibridizacdo Supressiva Subtrativa utilizandkitoClontech PCR-
Select cDNA SubtractioiClontecl?). Primeiramente o0 mRNA foi
reversamente transcrito seguindo as instru¢gbesluticante, depois os
fragmentos diferencialmente transcritos foram s$efexlos por
hibridizacdo e amplificados por NESTED-PCR, utiida iniciadores
especificos e o produto final foi visualizado ptat®forese em gel de
agarose 2%. O produto do NESTED-PCR foi purificadto Kit DNA
Clean & Concentrator(Zymo Researd de acordo com protocolo
especifico e o cDNA purificado foi ligado a vetop&SEM-T Easwy kit
Vector (Promega, Madison) e inseridos em células bHiBr choque
térmico, plagueadas em meio de cultutaia Bertani agar (40g/L),
contendo ampicilina (L00mM). Logo apés, as célatagendo o vetor e
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o inserto, foram selecionadas e transferidas pamameio liquido
Superbrothe cultivadas em incubadora de bancada a 240rprfGador
até 18 horas. ApoOs esse periodo a purificacdo da plidsmidial foi
realizada pelo método de lise alcalina, modificdeddambrook (1989).

Os produtos foram seqlienciados no sequenciador 348D
Genetic AnalizefAplied BiosystemS) para 4 capilares, utilizandokit
ET Dye Terminator DYEnanficom os iniciadores M13F ou M13R A
qualidade das sequéncias foram analisadas software BioEdit
(Biological Sequence Alignment edjtorPara a identificacdo das
sequéncias consensos, oantigs, foi utilizado o programa CAP3
(Sequence Assembler Progathttp:/pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php) e a
identificacdo das sequéncias foram comparadas aocobde dados
disponivel Genebank com auxilio do software BLAST2Go
(http://www.blast2go.org/).

3.1.3 Analise dos genes diferencialmente transcritos

Apbs a exposicdo, os animais foram mortos atrawurda
seccao no cordao nervoso da medula espinhal (daecép) e o figado
foi retirado. Neste experimento, néo foi utilizaalzestésico para evitar
uma possivel interferéncia a nivel de transcriggmag. As amostras de
figado foram agrupadas emool de dois por microtubo (n=6),
imediatamente congelados em nitrogénio liquido rmaaenados em
freezer -80°C. A extracdo de RNA total foi realizate acordo com o
protocolo para o reagenidRlzol (Invitrogen®) e 2g desse RNA total
foram reversamente transcritos para cDNA peldkiantitect Reverse
Transcription (Qiagen®). Dos animais dissecados, foi observada
hemorragia proxima a nadadeira ventral em 4 indsgd

Os iniciadores especificos para cada gene selepi@seado
nos genes identificados na biblioteca de cDNA dieralmente
transcrita no experimento ITgbela 1eTabela 2. Os iniciadores foram
desenhados com o auxilio do prograamamer Quest(Integrated DNA
Technology, IDT) &ASTPCRanalisando os resultados llgrpin e a
formacgéo de dimeros. Para normalizar os dados QR gen tempo real
foram desenhados iniciadores para os genes cdnsiig2 ribosomal
proteine elongation factor 2.

Entre a lista dos genes induzidagp-{fegulatef, selecionamos
bax inhibitor 1 fibrinogen gamma chain precursovitellogenin Ae
complement component cBentre os reprimidosdfwn-regulatejl
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selecionamos: Liver- type fatty acid- binding protein, glutathiers-
transferase a, - fibrinogen beta chain precursamplement component
¢9. Os iniciadores utilizados estdo mostrados na Tdbela

Os experimentos foram realizados no aparéfmor Gené"
6000 (Corbett Lifesciences®) com rotor de 72 pogaEguindo
parametros padronizados para cada gene estudaddbutiizado foi o
Rotor-Gene SYBR Green K@iagen®), garantindo o minimo de 6ptica
e variagcbes de temperatura entre os tubos e akaisfo na
gquantificacdo de PCR em tempo real.

Para a amplificacdo dos produtos da gPCR foranzadibs
20uM de cada iniciador e 100ng de amostra. As ¢oedi da PCR
foram: 95°C por 5 min, 40 ciclos de 10s a 95°C £ 880°C, fase onde
ocorreu a aquisicdo da fluorescéncia. Todas as temmogoram
analisadas em duplicatas e através da curva decidigdo ¥elting) foi
possivel confirmar a amplificacdo de um Gnico ptodu

Para a definicdo ddhreshold utilizado para cada par de
iniciadores especificos foi realizada uma curvarg@adOthresholdfoi
definido como a menor fluorescéncia em que a reapéesentou uma
eficiéncia de amplificacdo de 100% e a curva camediidade @)
superior a 98%. A curva padrdo foi montada usaedors pool das
amostras de todos os grupos diluidas de formadsexia2, 10, 100 e
1000 vezes.

Os dados foram analisados rsoftware Rotor Gene 6000
Analysis versionl.7 (Corbett Research®) e encontrado o valor de Ct
(ciclo Threshold) que representa 0 numero do ciclo no qual a
fluorescéncia passaldreshold

Para analise da eficiéncia da curvasaftware correlacionou a
quantidade de cDNA predita na reacdo com o Ct dastamm A partir
dos pontos gerados foi feita a regresséo lineagfici@ncia da curva foi
analisada através dos dados da equacdo como diagariR) e do
coeficiente angular (M).

3.1.4 Andlises Estatisticas

O calculo da transcricdo dos genes e a andlisdstista foram
realizadas utilizando software REShtravés dos dados de Ct de cada
gene e os graficos confeccionados pelo programatisito
GraphPad.Prisnverséo 5.01
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3.2 Resultados

3.2.1 Genes diferencialmente transcritos identificados\ags da
metodologia da SSHs

Duas bibliotecas foram geradas através da técrac83H em
figado de peixePoecilia viviparg uma de genes induzidos em resposta
ao contaminante ATZ e outra dos genes reprimidos.

Através do software CAP3, de 451 clones seqliensiddoam
formados 85Contigse 69 sequéncias Unicas. Por meio do Blastx no
banco de dados do NCBI, 95 genes foram identifisa@t genes que
tiveram a sua transcricdo aumentdatiazbéla 1) e 34 genes que tiveram
sua transcricao reprimidddbela 2. As sequéncias restantes (59) nédo
tiveram similaridade com genes conhecidos.

Cinco genes apareceram em ambas bibliotemaaplement c4,
complement component ¢3, cytochrome c oxidase Bubumadh
dehydrogenase subunitelitellogenin a

Das sequencias identificadas, somente trés né&orative
similariedade com sequéncias génicas de outrosgeix

As atividades biologicas daqueles genes identifisadomo
ativados pela técnica de SSH estdo associadasoagaaiento na
traducéo, cadeia respiratéria, cascata de coagulag&envolvimento
do figado, homeostase do colesterol, ligacdo prateiomdforo,
metabolismo de lipidios, metabolismo de lipoprasjrmorfogénese do
vaso sanguineo, oxi-redu¢do, formacdo de corposinices,
metabolismo de carboidratos, protedlis, apoptostresse, sistema
imunologico, sintese protéica, transporte de hexos@nsporte de
lipidios, transporte de proteinas, vasodilatagabdla 1).

Os genes identificados como reprimidos pela técdieaSSH
apresentaram as atividades biologicas relacionadss a adeséo
celular, cascata de coagulacdo, fase Il de bidbanacao,
metabolismo de lipidios, metabolismo de lipoprasjmetabolismo de
carboidratos, reacdes de oxidacéo, regulacéo dactigdo, regulacdo
negativa da atividade das peptidases, respostanasdao DNA,
respiracdo aerdbica, resposta ao estimulo quindsbema imune,
sintese de proteinas, transducdo de sinal, traesmi lipidios,
vasodilatacao e via de sinalizacdo de neuropepfitdela 2).
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Tabela 1: Lista dos genes identificados como induzidos agralet técnica de
hibridizacéo subtrativa supressiva.

At_|V|('ja_de Descricédo Espécie ContigN |Tamanho| e-Value
Bioldgica
fc receptor-like Oreochromis A
protein 5-like niloticus 1 194 3,66E-03
sc:d0144 protein Tetraodon 1 4 334  200E-2
nigroviridis
d—s_erlne deaminase Ore_oc_hromls 1 870 4.54E-18
activator niloticus
AIongaimento da eukaryc_)tlc translation Fundulgs 1 920 6,30E-04
traducéo elongation factor 2 heteroclitus
' Cyprinodontiforme: 1 14 219 2.54E-32
cytochrome oxidase sp
Cadeia subunit 1 Bundulus 1 3 310 300E5]
respiratoria heteroclitus
cytochrome c oxidase  Xiphophorus 1 3 223  197E-28
subunit iii maculatus
fibrinogen gamma 1 904 141E-115
chain precursor
fgg protein Oreochromis 1 884  1,27E-84
Cascata de c1 inhibitor niloticus 1 242 9,49E-09
coagulacéo : w
coagulation factor ii 1 4 610 1,46E-8¢
precursor
heparin cofactor i %O'—egms 1 2 910 930E-120
asciatus
DesenvoIvimentoamlzz‘:‘c;sl'obuIin_"ke Oreochromis 698 6,16E-58
do figado protein 1-like niloticus 1 5 370 1,07E-54
Homeostase do transmembrane Orepc_hromls 1 P 620 7 .98E-64
colesterol protein 97 niloticus
o ) Oreochromis -y 5 468 1 36E48
Ligacéo Proteina- . bk niloticus
croméforo protein ambp-like Tetracdon
Iy 1 5 225 2,44E-34
nigroviridis
m?é?gsohsmo de lipoprotein lipase Siniperca chuatsi 1 3 114 8,15E-0¢
Metabolismo de apolipoprotein b-100-  Oreochromis 3
lipoproteinas  like niloticus 1 2 549 1.65E-18
A complement clq
Morfogénese do : Tetraodon
p tumor necrosis factor- =~ = 1 3 374 1,27E-1%
Vaso sanguineo o |ated protein 3-like nigroviridis
Oxidag&o e homogentisate - Oreochromis 1 2 368  723E-14
reducéo dioxygenase niloticus
Metabohsnjo'de 3-oxoacid transferase Danio rerio 1 4 327 6,85E-54
corpos-cetonicos 1 I
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Continuagéo...
. Fructosebisphosphal b s reticulata 1 7 601 5,54E-121
Metabolismo de aldolase b
carboidratos -bi
fructose-bisphosphate b s reticulata 1 820  3,30E-6¢
aldolase b
Estabilizacéo da inter-alpha-trypsin .
matriz extra- _ inhibitor heavy chain  reochromis 1 906  639E-33
- niloticus
celular h3-like
Processo novel protein Oreochromis
metabolico ; Err— 1 938 5,27E-11
hialurénico (zgc:56119) niloticus
Protedlise elastase 1 precursor Em!mjs 1 2 516 7,17E-83
coioides
Regulacéo .
negativada  bax inhibitor 1 Oreochromis 1 225  929E-24
niloticus
apoptose
7-alpha-
Resposta ao hydroxycholest-4-en- Orepc_hroms 1 259 5 98E-32
estresse 3-one 12-alpha- niloticus
hydroxylase-like
complement factor Xiphophorus 1 366 2,47E-7(
partial hellerii 1 832 2,60E-69
Fundulus 1 154  986E-22
heteroclitus
Mﬁ@h&s 1 771 364E-TS
Sistema Imune complement E—'eeL"I
pinephelus :
component c3 bruneus L 909  7,21E-10D
Fundulus 1 3 201 307E-04
heteroclitus
Tetraodon 1 271 499E-27
nigroviridis
complement " ' :
component ¢3 Oryzias latipes 1 2 695 1,40E-79
Oreochromis 1 727 144E-5]
niloticus
. complement c4 Oryzias latipes 1 265 6,80E-23
Sistema Imune Fundul
Eunduius 612  1,18E-5§
heteroclitus
_ o Oreochromis 1 465  189E-4]
apolipoprotein a-i niloticus
Morone saxatilis 1 4 991 4,82E-1
. . . Fundulus
Sintese protéica elongation factor 2 heteroclitus 2 329 3,07E-64
solute carrier family 1 919 1,01E-63
Transporte de 37 (glucose-6- Oreochromis
hexoses phosphate niloticus 1 732 5,57E-52

transporter)
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Continuagéo...
. 1 2 213 1,24E-15
Poecilia latipinna i
. . 1 163 1,14E-0
vitellogenin a
- . 2 428 3,66E-7(
Poecilia reticulata
7 657 9,62E-137
1 381 3,42E-79
.T“?“?Sp"”e de ) ) Poecilia reticulata
lipidio vitellogenin b 1 617  4,26E-10p
Gambusia affinis 1 2 346 9,18E-5
. 1 895 8,33E-42
. . Gambusia affinis
vitellogenin ¢ 1 274 3,77E-22
Poecilia reticulata 1 3 312 1,95E-54
nascent polypeptide-
T:str; siﬁgge de associated complex Pagrus major 1 5 626 3,38E-64
p subunit alpha
Transporte umAE:O:SoI%dna:otein 1 Oreochromis 1 3 871 6,26E-6
mitocondrial piing p niloticus 1 3 176 1,22E-14
Transporte de  nadh dehydrogenase - 4
elétrons subunit 1 Poecilia caucana 1 3 320 3,72E-53
solute carrier family
Transporte 37 (glucose-6- Orepc_hroms 1 732 557E-5
transmembrana phosphate niloticus
transporter)
vasodilatagdo  kininogen-1 isoform 1 ms 1 290 1,37E-24
niloticus

Legenda:Primeira coluna estd a atividade biolégicac@una é a descricéo do gene
no Genbank, 3 espécie ao qual foi relatada,iddica a quantidade de contigs, 5
indica o nimero de clones,” 66 o tamanho do fragmento (pb) e na dltima coluna
indica o indice de e-Value.
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Tabela 2 Lista dos genes identificados como reprimidos ésada técnica de
hibridizacéo subtrativa supressiva.

Atvidade Descrigdo Espécie Contig| | Tamanho | e-value
Biologica S
hypothetical Epinephelus g
10c792613 bruneus ! 2 652 1,08E-23
Adeséo celular f-type lectin ms 1 2 623 2,27E-3R
niloticus
Cascata ge fibrinogen beta chain Epln_eg_ helus 1 4 165 1,47E-24
coagulacdo  precursor coioides
Fase Il de .
Biotransformag JUathione s- Atherinaboyeri 1 3 627  7,13E-2L
30 transferase a
alanine-glyoxylate 5 462 1 68E-78
aminotransferase ’
4-
hydroxyphenylpyruvat 1 3 637 4,52E-38
Processo e dioxygenase Oreochromis
metabdlico inter-alpha-trypsin niloticus
inhibitor heavy chain 1 2 637 1,22E-2f
h2-like
alanine-glyoxylate 1 2 578 483E3D
aminotransferase '
Processo 2-acylglycerol o- Oreochromis
r_ngtgbohco acyltransferase 1 niloticus 1 5 658 5,54E-98
lipidico
Processos
metabolicos de TUCtOSe: - Cyprinuscarpio 1 3 625  7,70E-2p
: bisphosphatase
carboidratos
aldehyde oxidase-like Poecilia reticulata 1 8 641 4,72E-2B
nadndehydrogenase  poeiiia caucana 1 2 655  2,72E-5L
subunit 1
Reacdode  &chain )
oxidagdo thermodynamic and
structure guided Fundulus g
design of statin hmg- heteroclitus 1 2 663 3,69E-58
coa reductase
inhibitors
Regula_ggo da tripartite motif- Orepc_hroms 1 4 668 5.83E-60
transcri¢ao containing 33 niloticus
Regulacéo
ngg_atlva da si:ch73- protein Danio rerio 1 627 5,48E-3Y
atividade
catalitica
. Esox lucius 1 4 634 5,76E-1B
Sintese de cystatin precursor
proteinas Y p Burkholderia 1 654 9 61E-04
cepacia ’

Continuagéo...
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Resposta a replication protein a Tetraodon
danos no DNA ZSbkud:iltdna-bmdmg nigroviridis 1 5 659 6,78E-8D
Re;plragao cytoch_rqme coxidase  Epinephelus 1 3 665 1.24E-26
aerdbica subunit i bruneus
Re;posta ao  warm temperature Fundulus
estimulo acclimation-related 65 e 1 7 936 2,20E-1P
- ; heteroclitus
quimico kda protein
acyl- desaturase Dicentrarchus 1 620 841E-8H
labrax
complement Xiphophorus 1 618 2.44E-04
component c9 hellerii
complement Plaichthysflesus 1 5 664  3,00E-4p
component c3
Sistema Imune . mplement c4 Fundulus 1 17 613  166E-6B
heteroclitus
complement Epinephelus
component alpha _%_p_ 1 574 9,66E-50
- runeus
polypeptide
apolipoprotein c-i ms 1 4 643 2,16E-11
niloticus
T_ransdugao de mlcroflbrll—gssoqated Epln_eg_ helus 1 267 112E-26
sinal glycoprotein 4-like coioides
liver-type fatty acid- Fundulus :
Transporte de binding protein heteroclitus ! 2 629 3,34E-61
lipidios vitellogenin a Poecilia latipinna 1 612 6’122335
i 1 582 6,21E-3¢
Vasodilatagdo kininogen 1 ms
niloticus 1 2 653  2,70E-38
Via de allatotropin Spodoptera
sinalizac8o de neuropeptide e 1 2 632 7,38E-02
neuropeptideo precursor frugiperda

Legenda Primeira coluna esta a atividade biolégicac@una é a descrigéo do gene
no Genbank, 3 espécie ao qual foi relatada,iddica a quantidade de contigs, 5
indica o nimero de clones,” 66 o tamanho do fragmento (pb) e na dltima coluna
indica o indice de e-Value.
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3.2.2 Transcricdo de genes deoecilia viviparaexposto a ATZ
por 24h

Oito genes foram selecionados a partir dos dadtidosbatravés
da técnica de SSH, 4 da biblioteca dos genes iddsizt 4 entre 0s
reprimidos. Esses genes foram selecionados deacond suas fungdes
biolégicas e moleculares. Os niveis na transcrigiéerencial foram
avaliados por PCR quantitativo em figados de pdaecilia vivipara
expostos a ATZ, mantidos sob condi¢gbes experingesianilares. Os
iniciadores especificos de cada sequéncia estéwanos na Tabela 3.

As sequéncias selecionadas estdo envolvidas emessax;
como: cascata de coaguacdo, resposta inflamattraasporte de
lipidios, apoptose, sistema imune e fase |l derdmsformacéo de
xenobidticos.

A eficiéncia das rea¢des se manteve entre 96 a ,1Ji@%hitindo
0 uso do método de comparacdo por CT ou Delta @Itg{LIVAK,
2001).

Nenhuma diferenca nas transcricbes dos g&fgibosomal
protein (S2)e Elongation Factor 2 (EFRforam observadas no figado
dos peixes expostos a ATZ, sendo ambos utilizadoeocgenes
normalizadores da expressao.

A transcricdo dos genemmplement component c9 (C9), liver-
type fatty acid- binding protein (FABP), fibrinogbata chain precursor
(FibroB) e vitellogenin a (VitA)(Figura 1) apresentaram diferencas
significativas com relagdo ao controle, possivel@meaumentando o
nivel de transcricdo. O ger®x inhibitor 1 (BAX apresentou uma
diminuicdo significativa em sua transcricdo no digados animais
expostos ao herbicida.

Os demais genes ndo apresentaram diferencas iginds em
na transcricdo génica quando comparadas ao grupmlen podendo se
enquadrar possivelmente como falsos positivos atadz.



40

Tabela 3: Sequéncia dos iniciadores senso (F) e anti-sensdd® genes de
Poecilia viviparaselecionados para a validacéo da técnica de SSH.

Gene Iniciador Seqliéncias
Liver-type fatty acid ~ REV GGAGTTTGTCACAGTCTTTCCAGGCGTC
binding protein FWD ACTACGAAGCGTTCCTCCGAGCCAT
glutathione s- REV ACCAGCGCATGATGGAGGGTCTTT
transferase a FWD ACGTTCTCCAGGTAGCTCTCCCAGA
fibrinogen beta chain REV TCAGACCACCCAGAATGGAGGATG
precursor FWD GCTGGACTTGAAGGCGATGTTTCC
complement REV CGCTCTCAACCAGAACACCATCAG
component c9 FWD GCCTTCCCATCAGCACTAACTGTC
Complement REV TGGCACGGGAACTACACACC
component c3 FWD GCAACACTTGGCAGAGAAGGAACC
REV GAACAAGTCCACACAGTGCCACAC
bax inhibitor 1
FWD GCTTCGTCCTCTTTGACACTCAGC
fibrinogen gamma REV ATCCAGCCTACCACAGGAACAGAC
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: Transcricdo dos genemplement component G&3), BAX 1-
inhibitor, fibrinogen gamma chain precurs@FibroG) e vitellogenin a(VitA),
por PCR quantitativo no grupo de peiResecilia viviparaexpostos a diferentes
concentracdes de Atrazina (2ug/L, 10ug/L e 100ugfigs 24h. O asterisco (*)
representa diferenca significativa (p<0,05) emg&@aao grupo controle. O eixo
Y demonstra a varia¢do da expresséo do grupo egéreho controle. Os dados
estdo mostrados na forma de média e erro padrao.
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Figura 4: Transcricao dos genemmplement component c9 (C9), liver-type
fatty acid- binding proteifFABP), glutathione S-transferag&ST) fibrinogen
beta chain precursor(FibroB) por PCR quantitativo no grupo de peixes
Poecilia vivipara expostos a diferentes concentracbes de Atrazing/L(2u
10ug/L e 100ug/L) ap6s 24h. O asterisco (*) represéiferenca significativa
(p<0,05) em relagéo ao grupo controle. O eixo Y alestra a variagcdo da
expressao do grupo em relagédo ao controle. Os ami&s mostrados na forma
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3.3 Discusséao

Véarios estudos realizados com peixes, anfibiosteigpe
mamiferos (humanos e cobaias), sugerem que a ATE ptierar o
sistema enddcrino, as respostas neuroendocrinamieéin afetar as
respostas imunes. Em mamiferos, os efeitos inckereenrtamento do
ciclo estral, a atenuagdo do pico de LH (hormoéniteihizante),
diminui¢édo dos niveis de horménios da hipofiseraltdes no tecido do
ovario, altera¢des hepaticas, incluindo aumentdapsicédo de lipidos
e enzimas hepdéticas, e modificacdes na histopddoldeppatica
(ATSDR, 2003). Estudos em camundongos mostram quaTa
provoca efeitos tdxicos em tecidos hematopoiétias sistema
imunolégico e pode induzir a produgédo de citogwsjntais como o
interferon c¢ ou fator de necrose tumoral (MENCOB@N&4I, 1992).

Exposicdo de anfibios a ATZ causou uma maior ériih de
sapos hermafroditas (HAYESet al, 2002) e deficiéncias no
desenvolvimento gonadal (TAVERA-MENDONZAt al 2002). Em
peixes a ATZ pode ser acumulada no figado ondeséreddo um
aumento no tamanho de inclus@es lipidicas seguitd gegeneracéo
lipéide, aumento do volume dos lisossomas secusjamalformacao
mitocondrial, vacuolizacdo e uma reducdo no teor gtleogénio
(BIAGIANTI-RISBOURG e BASTIDE, 1995), além de altsdes no
comportamento natatorio (STEINBERG, LORENZ E LORENZ95),
distarbios no sistema reprodutivo (THIBAUT E PORPRQ4), e ainda
alteracBes no desenvolvimento fisiologico e mod@dé de embribes
(WIEGAND et al.2001).

Das sequéncias identificadas no atual trabalho¢cgmestavam
relacionadas com a detoxificacdo de xenobidticesds uma delas
aquela que codifica a GST. Muitos dos poluentes iemtdis sao
detoxificados por isoenzimas das GSTs, incluinddiidsocarbonetos
aromaticos policiclicos, pesticidas e intermed&neativos produzidos
na fase | da biotransformagdo (RICHARDSG#M al., 2009). A
biotransformacgéo da ATZ envolve diferentes sisteeramaticos, que
incluem a GST, a qual é determinante para suarglgéb do organismo
(THOM et al., 2001). Apesar de ter sido identificado um transalia
GST na biblioteca subtrativa, a transcricdo destgegndo variou no
figado dos peixes expostos a concentracdes crescaatATZ por um
periodo de 24h. Por outro lado, a auséncia deetiiferna transcricdo do
gene nesse periodo nao significa que este niveseaaodiferente apos
periodos maiores de exposicdo. Além disso, devecaesiderada a
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possibilidade de que apesar de ndo ter havido umerio na

transcricdo, a atividade da GST no momento podesiar sendo
suficiente para conjugar a glutationa com ATZ oussmetabdlitos e
posterior eliminacdo. No entanto ndo foi quantifica atividade desta
enzima neste experimento.

Os lipidios sdo essenciais para o funcionamentolacglcomo
fontes de combustivel, moléculas sinalizadoras mpooentes de
membrana. Deficiéncias no processamento de lipigioe transporte
acarretam em muitas doencas metabdlicas (CARTEMIB®ORD e
FARBER, 2011). O genkver type fatty acid binding protei(FABP)
codifica proteinas que tem a capacidade de se #garcolesterol,
alterando a concentracdo de colesterol hepéticol\WIQSH et al,
2012), atuando na absorcdo, metabolismo e excrie¢éxelular de
acidos graxos de cadeia longa (ZIMMERMAN e VEERKANZBO02).
No presente estudo ndo foram observadas alteragfeificativas na
transcricdo do gene d8ABP nos animais tratados, apesar de haver um
pequeno aumento ndo significativo entre os tratémsen

Experimentos realizados em animais coletados nopcam
expostos em laboratério revelam que contaminantg@n@os sé&o
capazes de reduzir a concentracdo plasmatica dadieste assim
reduzir a expressdo do gene vitelogenina via receigt estrégeno -ER
(NICOLAS, 1999).Tanakaet al. (2004) sugere que a ATZ pode ser um
“agente estrogénico” ou agir como “estrogénio amthi® Outros
estudos toxicoldgicos sugerem que a ATZ pode seragemte anti-
estrogénico e inibir as respostas estimuladaeswdégeno (COOPER
et al, 2007). Alvos potenciais da ATZ podem estar nio sié ligacao
aos receptores, também podendo interagir com ofgtoses, menos
especificos, que sdo necessarios para a realidacéesposta mediada
por estrogénioELDRIDGE, STEVENS e BRECKENRIDGE, 208

A inducéo da vitelogenina (VTG) ou a supressao dama vem
sendo muito estudada ja que a sua producédo nofbitps é regulada
por B-estradiol, e sofre influéncia de outras subst&ndam acgéo
estrogénica e antiestrogénicas. Geralmente sédneada nas fémeas,
porém o0s peixes machos podem apresentar a exprhspatica da
vitelogenina induzida, quando expostos a ambiesdataminados com
substancias estrogénicas. (KRAMERal 1998). Pintcet al. (2006) em
experimento com machos d&parus auratusexpostos a doses de
estrégeno — E2, identificou o aumento da express&ovitelogeninas
(VgA, VgB, Vg{; sendo totalmente ausente esta expressdo noaisnim
controle No presente estudoteanscricdo dé&/gA nos peixes tratados
com ATZ apresentou um aumento em relacéo ao groipimade, porém
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este gene foi identificado nas duas bibliotecasrativas. Na validacgéo,
para esse gene, foram utilizadas somente fémed?. dévipara O
aumento na expressao sugere que a ATZ pode estandd a producéo
da vitelogenina, ou a quantidade de estrogénialeinte, que regula
essa producao.

Os niveis de fibrinogénio sdo um reflexo da capatad de
ativacdo da coagulacdo no organismo. S8o princgrdakmexpressa em
hepatocitos e secretada na circulagdo. O fibrinog&) € um dimero,
composto por duas partes iguais cada uma contaddoptoteinas
distintas (alfa-A, beta-B e gama-G). Em condi¢cdesmais, o Fb sé é
liberado na corrente sanguinea na forma de hexangerndo ha
indicacbes de fibrinogénio livre ou outras formasecprsoras
(BLOMBACK, 1996). Excessiva geracao de fibrina deva ativagéo
da cascata de coagulacéo leva a trombose, encuéalta da fibrina, ou
formacdo ineficaz leva a uma predisposicdo paraemolragia
(MOSESSON, SIEBENLIST e MEH, 2001). Xiet al. ( 2009), citam
gue um aumento na transcricdo do gebB sugere uma a existéncia de
uma resposta inflamatodria sistémica. Neste contexang e Loker
(2004) identificaram um aumento na transcricao idenbgénio no
molusco de agua docBjomphalaria glabrata quando desafiado com
trematoides digenéticos. No presente estudo, fabservadas lesdes
hemorragicas em alguns animais expostos a ATZ riswlgeuma maior
pré-disposicdo a hemorragia nestes peixes, seganael formacao ou
formacdo ineficaz da fibrina. Os niveis de tragswi de FbB
apresentaram um aumento nos peixes expostos a éfiZrelacdo ao
grupo controle, o que nao foi visto para a seqaéreferente aébG,
sugerindo a existéncia de um mecanismo de ativdedtranscricao
diferencial entre os dois genes, que permanecesgroelucidado em
estudos posteriores.

Outros genes envolvidos em mecanismos de inflamagéom
sistema imune inato, sdo os genes do sistema caomple, C3 e C9. O
C3 desempenha um papel central na ativacdo dascldasica do
complemento e pertence as proteinas de fase agug, sintese
aumenta devido a estimulos inflamatérios (KATAGIRIINDRA e
AOKI, 1999 apud KINOSHITA, 1991). Estudos anterpnealizados
por Mattoset al. (2008) mostraram que a transcricdo deste gene foi
ativada em figado d@oecilia viviparaexpostas a fracdo acomodada em
Oleo diesel.

Os resultados do PCR quantitativo mostram querasdregdo do
componente C3hado apresentou diferenca estatistica entre oogjrup
além de ter sido identificado nas duas bibliotetdrrativas. A auséncia
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de resposta no experimento de validacdo pode essociada a
pequenas alteracdes nas condicbes em que foranzades os
tratamentos dos peixes para a realizacdo da leibliosubtrativa e
validacdo dos genes identificados. Enquanto o [monfiei realizado em
laboratério na FURG em que, antes de serem martoanimais eram
anestesiados com benzocaina, no segundo experimegitpado no
Labcai, optou-se pela técnica de decapitacao aléinevitar possiveis
interferéncias do anestésico na resposta molesufaseanimais.

Desreguladores do sistema imunoldgico podem agfio tsobre a
imunidade inata, quanto na adquirida. Um desregulpdde suprimir a
imunidade inata, diminuindo a resposta inflamatéreduzindo a
atividade fagocitica, e interromper as redes decicid. Em anfibios
Rana pipiensa ATZ se mostrou como um desregulador imune mesmo
em baixas concentracdes (BRODK#ual, 2007). Segundo Gilbertson
et al (2003), os pesticidas podem estimular ou supritiferentes
fatores resposta imune. O complemento C9 é muifooitante na
formacdo do complexo de ataque a membrana (MAGerbadeado
pela via alternativa do sistema complemento. E asmtpor adic&o
sequencial de uma Unica molécula de cada compo@é&nte€e, C7, C8
e, vérias moléculas de C9, com a finalidade de dorroanais
transmembranas na célula alvo, pertubando a bicarfiesfolipidica e
levando a célula a lise e morte. (LICHTENHEI€D al, 1988). Neste
trabalho, observamos um aumento na transcricdcede @9 em dois
grupos de peixes tratados com ATZ, apesar do gete entre a
biblioteca subtrativa de genes reprimidos. Esseeatonpode estar
relacionado a uma resposta imune desencadeadhgubloida ATZ, ou
alguma condicéo externa, como a presenca de pagen

Danos ao DNA podem ativar mecanismos de reparadeziin
varias vias de sinalizacdo. Um certo nimero de gjeneenzimas
envolvidos nos mecanismos de reparo de DNA, ténoitaptes papéis
celulares para manter a estabilidade genbmica es egtnes séao
normalmente induzidos, em consequéncia da exposicdagentes
prejudiciais (LEREBOURSet al, 2009). Conhecido como a morte
celular programada, a apoptose pode ocorrer na&geiguda disfuncéo
da maquinaria celular normal para remover a cétldaificadas e
proteger o funcionamento celular normal (DELONG98)9 O inibidor
Bax (BAX-l) é uma proteina anti-apoptética bem @mada em
diferentes espécies localizada na membrana dalegndoplasmatico
e atua na protecdo das células contra a apoptdseida pelo estresse
(LEE et al, 2007).No presente estudo, a transcricdo do geAX-I
apresentou uma diminuicdo no figado dos animaiados com ATZ
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em relacdo ao grupo controle, indicando um possivehento na
atividade apoptética neste animais. Um estudozazddi por Zhwet al
(2010) mostrou que peixes zebra tratados com ctacées e tempo de
exposi¢ao crescentes a ATZ apresentaram uma naxi@rde danos no
DNA avaliado pelo teste do cometa, 0 que comprogaretoxicidade
deste herbicida.

Os genes que ndo mostraram diferencas estatistcagPCR
podem representar falsos positivos da técnica. €@sso parcial da
técnica da SSH foi relatada por Reyes, Salazalaaj&(2007), quando
avaliaram as sequencias transcritas (EST) por BH-® identificaram
falsos positivos neste procedimento. Hansen (2@@T)estudo com
Calanus finmarchicusexposto a uma mistura de estressores
selecionando as EST através da SSH, identificouéseips comuns,
nas duas bibliotecas subtrativas, ressaltando ¢gmica ndo tem 100%
de eficiéncia.

O sucesso da metodologia da SSH é limitada porefattomo a
necessidade de uma grande quantidade de mRNA pataar as
hibridizacdes, a pequena quantidade de cDNA apdsegunda
hibridizacao, a dificuldade da clonagem éflal, 2002) e o numero de
diferencas entre as amostras alvos de cDNA (REBRIi€Qal, 2000).

A escolha de anestésicos em experimentos podenpartancia
critica no resultado experimental, mesmo que &sagibes ndo sejam
aparentes. A benzocaina é um anestésico local equieora atue de
forma sistémica em peixes, também age no sistemapswe central,
blogueando os canais de sddio e reduzindo os paigme acdo dos
nervos (ARIAS, 1999). Os efeitos do anestésicodesule leve sedacao
até colapso medular, dose e tempo dependente (HBIAYD et al,
2004). Estudos indicam que quanto mais breve &pasicdo menor é
a liberacdo dos corticosteroides e catecolamiedecionada a acdo do
anestésico (ROTHWELLet al., 2005). Davis, Greenfield e Brewer
(1993) verificaram que a utilizacdo do anestésienzbcaina de uso
tépico em algumas espécies de mamiferos estd ageocbom uma
deficiéncia nas hemoglobinas, a metemoglobinemia. ¢ondi¢des
normais, a metemoglobina é convertida novamentbhamoglobina, em
condi¢cBes adversas a conversdo ndo acontece,azagueta em falta de
oxigenagcdo nos tecidos, alterando substancialmexge fungdes
sistémicas.

No presente experimento o tempo de exposi¢cdo baima foi
de até 15 minutos. Okamumet al (2010) verificaram que tilapias
anestesiadas com benzocaina demoraram até 2,%mpara 0 minimo
de movimento opercular (estado de anestesia),qatwo esse periodo
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0 organismo atingiria o colapso total. Portanttydss mais especificos
sobre a alteracdo da expressdo génica por benaodaivem ser
realizados em peixes da espdeieivipara,a fim de elucidar os efeitos a
nivel molecular, vericando as possiveis alteragidse os resultados
obtidos nesse trabalho, e sobre estudos ecotogicok

Outro ponto importante a se considerar € que pe®sssm como
em outras espécies animais, apresentam diferengaificativas no
metabolismo entre os individuos dentro de uma @g@aol, bem como
entre as populacdes, relacionadas a fatores caxonp dieta, estacdo do
ano e exposicdo pretérita a contaminantes (PERKENSCHLENK,
1998). Entdo, as respostas aos xenobidticos enepg@edem diferir
entre outras populac@eSste fato evidencia uma possivel limitacdo no
uso de técnicas moleculares para comparagfes aptégeionais. Por
outro lado, abre uma linha de investigacdo muitter@ssante e
necessaria que vise avaliar diferencas na sustiejatile a presenca de
misturas complexas de contaminantes, e identificaa variabilidade
genética em possiveis estratégias adaptativas lakeva@ncia entre
populagbes de individuos mais resistentes e maisivees a
contaminacdo ambiental. A compreensdo de tais rizacas poderia
auxiliar na elucidacao de possiveis fatores guioesintribuindo para a
diminuicdo da biodiversidade ictiolégica dos ecgiesnas aquaticos.
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3.4 Conclusdes
Com base nos resultados obtidos neste trabalhoredeoncluir:

- Os peixes Poecilia vivipara responderam bem as condicbes
experimentais corroborando sua utilizacdo comorosg#-modelo

para estudos que visem avaliar os efeitos tOxiaasarlos pela ATZ,
bem como outros contaminantes.

- O aumento nos niveis de expressdo dos gEiteB e C9 e a
diminuicdo deBAX inhibitor indicam uma alteracdo no sistema
imune e de defesa em peixes, provavelmente visaadtiolar os
efeitos causados pela acdo do contaminante noisngan

- As diferencas nas respostas observadas entiblia¢eloas subtrativas
de cDNA e os dados da gPCR podem ser atribuidasqaepas
diferencas nos protocolos de exposicdo da atraaman” amostral
pequeno, as falhas inerentes da propria técnicaSith a utilizacao
ou ndo de Benzocaina durante a morte dos animaisutlizacdo de

populacdes deP.vivipara que apresentem diferentes niveis de
sensibilidades ao contaminante.
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