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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentacgao
Universidade de Passo Fundo
ATRAZINA REDUZ A EXPRESSAO DE GENES IMUNOLOGICOS EM PEIXES

Autor: Karina Schreiner Kirsten

Orientador: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 05 de julho de 2016

O Jundia (Rhamdia quelen) é um peixe comumente encontrado em rios e lagos da América do
Sul e possui diversas caracteristicas favoraveis ao cultivo intensivo em mono ou policultivo.
No sul do Brasil, em muitas areas vicinais a piscicultura, ocorre um amplo uso de defensivos
agricolas, principalmente herbicidas, que contaminam as 4guas e prejudicam a produgdo de
peixes. A exposicao de peixes ao herbicida atrazina causa uma série de alteragdes, inclusive
no sistema imune. O funcionamento do sistema imunoldogico depende da interacdo entre
diversos tipos de células e € orquestrado por citocinas, as quais desempenham um papel
primordial na resposta imune. Além disso, enzimas produzidas por células fagociticas, como a
mieloperoxidase, sdo fundamentais para a eliminagdo de diversos microrganismos. Nesse
contexto, a analise da expressdo de genes relacionados ao sistema imunoldgico ¢ importante
para estabelecer quais as vias moleculares envolvidas nas alteracdes observadas no sistema
imune de peixes expostos a produtos quimicos. Neste estudo, o principal objetivo foi avaliar a
expressao de genes imunolodgicos, por meio da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
quantitativa (RT-qPCR), em jundids expostos a atrazina. Os primers foram selecionados a
partir de comparagdes com espécies de peixes de maior similaridade filogenética com o
Rhamdia quelen. Foram selecionados primers para os genes de expressdo enddgena f-actina e
RNA18s e para os genes imunologicos Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1
beta (IL-1pB), IRAK4, Micloperoxidase e Mx. Para a avaliagdo da expressdo génica in vivo, os
peixes foram distribuidos em trés tanques, um grupo controle sem adi¢do de produtos
quimicos, e dois grupos contendo concentracdes de 0,102 mg/L e 1,02 mg/L de atrazina,
correspondente a 1% e 10% da CLsg.96n, respectivamente. Os peixes foram capturados apos
48 h apds para remocao do rim, purificagdo dos leucocitos mononucleares, extracao de RNA e
avaliacdo da expressdo génica. Para a avaliagdo da expressdo génica in vitro, os leucocitos
mononucleares isolados do rim de trés Jundias saudaveis foram cultivados e expostos a
concentragdes de 1 e 10 pg/ml de atrazina por 24 horas. Células ndo expostas a produtos
quimicos e expostas somente ao solvente foram utilizadas como controles. Na avaliagdo in
Vvivo, os niveis de mRNA dos genes Mieloperoxidase e IL-1p estavam significativamente
reduzidos (p < 0.05) nos peixes expostos a 1,02 mg/L de atrazina. A expressdo génica do
TNF-a estava reduzida nos dois grupos expostos a atrazina. Nao houve alteracao significativa
dos niveis de mRNA dos genes Mx e IRAK4. Na avaliag@o in vitro, a expressao do gene da
mieloperoxidase ¢ IRAK4 encontraram-se significativamente reduzidos no grupo exposto a
10 pg/ml de atrazina. A expressdo génica do TNF-a estava significativamente reduzida no
grupo exposto a 1 pg/ml de atrazina. Nos genes IL-1 ¢ Mx nao houve alteragdo significativa
dos niveis de mRNA. De forma geral, os resultados dos experimentos in vivo e in vitro foram
similares. Com este estudo nds demonstramos que a atrazina causa redu¢do da expressao de
genes fundamentais para a regulagdo da resposta imune e que isso possivelmente estd
relacionado com a reducdo da capacidade de defesa dos peixes frente ao desafio com
patdgenos presentes no meio aquatico.

Palavras-chave: Jundia, herbicida, sistema imune, citocinas, expressao génica.
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Master’s Dissertation
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Universidade de Passo Fundo
ATRAZINE REDUCES THE EXPRESSION OF IMMUNE GENES IN FISHS
Author: Karina Schreiner Kirsten
Advisor: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 05 july, 2016.

Silver catfish (Rhamdia quelen) is ubiquitously distributed in South American rivers and lakes
and adapts easily to intensive farming either alone or comingled to other fish species. In South
Brazil, fish farming ponds are vicinal to agricultural areas where intensive agrichemical
usage, mainly herbicides, supports crop production but ends up as water and soil contaminant.
Fish exposure to atrazine-based herbicides might cause deleterious effect on several
physiological and biochemical pathways including those related to the immune system. The
functioning of immune system relies on cell-to-cell interactions that are mainly orchestrated
by cytokines which, in turn, are major players of the immune response. In addition, enzymes
produced by phagocytic cells, such as myeloperoxidase, are fundamental to get rid of
invading microorganisms. In this scenario, the capability to evaluate the expression of
immune system related genes is needed mainly to establish molecular pathways related to the
alterations observed in the immune system of agrichemicals-exposed fish. Thus, in this study,
our main goal was to evaluate the expression of selected immunological genes, by real time
polymerase chain reaction (RT-qPCR), in fish exposed to atrazine. Primers for the immune
related genes were designed by comparing the target genes from several fish species
phylogenetically related to Rhamdia quelen. We selected primers for B-actin and 18s RNA
gene, that were used as control genes, and for Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-a),
Interleukin 1 beta (IL-1B), IRAK4, myeloperoxidase and Mx genes. To evaluate gene
expression in vivo, fish were equally distributed in three tanks, a control group without any
chemical, and two additional tanks containing each 0,102 mg/L and 1,02 mg/L of atrazine that
corresponded to 1% and 10% of the atrazine CLs.96n, respectively. Fish were captured 48h
post-exposure to remove the cranial kidney from which mononuclear leukocytes were isolated
and submitted to total RNA extraction. In vitro gene expression was evaluated in
mononuclear leukocytes, isolated from three healthy fish, cultivated for 24h with media
containing 1 and 10 pg/ml of atrazine. Leukocytes exposed only to the agrichemical solvent,
cultivated under the same conditions, were used as controls. In the in vivo experiment, the
expression of myeloperoxidase and IL-1p genes were significantly reduced (p<0.05) in fish
exposed to 1,02 mg/L of atrazine but the expression of TNF-a was reduced in both atrazine-
exposed groups. The expressions of Mx and IRAK4 genes were not altered. In the in vitro
experiment, however, the expression of mieloperoxidase and IRAK4 were significantly
reduced (p<0.05) in leukocytes exposed to 10 pg/ml of atrazine and the expression of TNF-a
was significantly reduced in cells exposed to 1 pg/ml of atrazine. The expression of IL-1B
and Mx was not altered in the in vitro experiment. In general, the result obtained from the in
vivo and in vitro experiments were similar. With this study we demonstrated that atrazine
causes reduction in the expression of several genes fundamental to immune response
regulation which, in turn, could possible explain the reduction of fish defense mechanisms
toward challenging pathogens commonly found on the aquatic environment.

Keywords: Silver catfish, herbicide, immune system, cytokines, gene expression.
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1. INTRODUCAO

O jundia (Rhamdia quelen, Heptapteridac) ¢ um peixe comumente encontrado no
continente Americano, encontrado comumente em rios e¢ lagos no sul do Brasil (1). Trata-se
de uma espécie que tolera bem o frio e tem alta taxa de reprodugao e ganho de peso nos meses
quentes, mesmo quando criados em tanques artificiais ou juntamente com outras espécies (1).
Devido a estas caracteristicas favoraveis, o jundid tem sido amplamente utilizado na
piscicultura e como modelo animal para estudos toxicologicos (2).

Na regido Sul do pais, a producdo de peixes muitas vezes se apresenta como uma fonte
de renda alternativa para o produtor rural; e, nesses casos, a maioria dos reservatérios hidricos
que abastecem os tanques de criagdo encontram-se em regides agricolas (2). Esta localizagao
nem sempre atende aos critérios para a produgdo de peixes saudaveis. A proximidade com
lavouras de producdo de graos, nas quais sao utilizados diversos tipos de defensivos agricolas,
permite a contaminagdo da agua com produtos quimicos que sdo prejudiciais a diversas
espécies aquaticas (3,4).

Os herbicidas sao defensivos agricolas amplamente utilizados, que atuam no combate ao
crescimento de plantas invasoras, visando melhorar a produgdo e o rendimento na agricultura
(5). Atualmente, os herbicidas mais utilizados sdo a atrazina e o glifosato, ambos altamente
soliveis na agua e com potencial de causar efeitos adversos em uma ampla gama de
organismos, incluindo os peixes (4,6)

Estudos recentes realizados com Jundids demonstraram que a exposi¢do a herbicidas
causam alteracdes hormonais (4) , aumento do estresse oxidativo (7), danos renais e hepaticos
(8), efeitos deletérios no sistema imune inato, com redugdo do indice fagocitario e da taxa de
sobrevivéncia apos o desafio com Aeromonas hydrophila (2,9,10). Em contraste, induzem o
aumento da produgdo de imunoglobulinas em peixes inoculados com Aeromonas hydrophila
(11). Estas alteracdes observadas no sistema imune podem estar relacionadas com variagdes
na expressdo de citocinas pro-inflamatoérias e de outros genes envolvidos na regulagdo da
resposta imunologica.

As citocinas sao mediadores bioldgicos soliiveis que possuem um papel chave na
regulacdo da resposta imune (12). As células do sistema imune de peixes produzem citocinas
com fungdes bioldgicas muito similares as dos mamiferos (13). O fator de necrose tumoral
(TNF-0) e a interleucina 1 beta (IL-1B), por exemplo, sdo as primeiras citocinas pro-
inflamatorias secretadas apds um estimulo das células de defesa, e possuem um papel central

no inicio da resposta imune (14). Apos sua estimulagdo, o papel das células fagociticas ¢
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eliminar os agentes agressores por diferentes mecanismos. Na fagocitose por macrofagos e
neutrofilos, por exemplo, os microganismos sao destruidos principalmente pelo processo de
explosdo respiratoria, que envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (15).
As principais enzimas envolvidas neste processo sdo a mieloperoxidase e a 6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS), que origina o 6xido nitrico. Ambas geram agentes oxidantes com
potente atividade bactericida (16). A fagocitose se constitui em um dos principais mecanismos
de defesa da maioria dos seres vivos e alteracdes na capacidade fagocitica, ou nos
mecanismos inerentes ao processo fagocitico, representam uma ameaga a sobrevivéncia do
individuo (15).

Diversos estudos ja demonstram que a presenca de herbicidas como contaminante das
dguas causam alteracdes no sistema imune dos peixes, porém sem demonstrar 0 mecanismo
pelo qual estas alteracdes ocorrem. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
expressao de genes imunoldgicos em peixes expostos ao atrazina para estabelecer quais as
vias moleculares envolvidas nas altera¢des observadas no sistema imune.

Esta dissertagao compreende, além da introducdo, uma revisao da literatura que aborda
os temas piscicultura, contaminacao do ambiente aquatico por herbicidas, sistema imune e
efeitos de herbicidas no sistema imune de peixes. Os resultados encontrados nesta pesquisa
estdo apresentados no capitulo 1 em forma de artigo cientifico intitulado Atrazina reduz a
expressao de genes imunoldgicos em peixes, que relata os efeitos do herbicida atrazina na
expressao de genes imunologicos de Jundid e serd, apos traducao para o inglés, submetido ao

periodico Fish and ShellFish Immunology
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2. REVISAO DE LITERATURA

O consumo de pescado tem aumentado significativamente nas ultimas décadas, e
representa uma fonte de nutrientes saudavel e de alta palatabilidade (17). A Organizagao
Mundial da Satde (OMS) recomenda o consumo anual de pelo menos 12 quilos de peixe por
habitante/ano. O Brasil produz aproximadamente 2 milhdes de toneladas de pescado; destes,
40% provém de peixes cultivados. O potencial hidrico brasileiro é enorme e o pais tem
potencial para se tornar um dos maiores produtores mundiais de pescado (18).

Dentre as espécies cultivadas no Sul do Brasil destaca-se o jundia (Rhamdia quelen),
um peixe onivoro, de habitos noturnos, encontrado em locais profundos de rios e lagos (19).
O jundia ¢ uma espécie de facil manejo, que tem boa adaptagdo as variagdes de temperatura e
a criagdo em tanques artificiais juntamente com outras espécies (1). Também possui uma
carne de excelente qualidade, com grande aceitagdao pelo consumidor. Por estas caracteristicas
favoraveis, o cultivo de Jundia estd aumentando progressivamente (19).

Em contraste ao crescimento da piscicultura no Brasil, observa-se que muitos
reservatorios hidricos utilizados para cultura de peixes estdo localizados em areas agricolas e,
devido ao amplo uso de defensivos agricolas, é possivel que ocorra contaminacdo das aguas
por mecanismos diretos e indiretos (20,21). A contaminacdo direta resulta comumente de
falhas na aplicagdo, principalmente quando se utilizam aplicagdes aéreas com avides
agricolas, pelo descarte inadequado das embalagens, e também pela aplicacdao direta para o
controle de plantas aquaticas ou insetos predatorios. Por outro lado, a contaminacdo indireta
ocorre quando o defensivo ¢ aplicado de forma correta, porém chega até o reservatdrio hidrico
pela dgua da chuva ou pela contaminagdo dos lengdis freaticos. Uma vez na agua, o defensivo
pode se ligar a particulas em suspensdo ou se depositar no sedimento, em ambos 0s casos
entrando em contato com organismos aquaticos (22)

Os herbicidas sdo defensivos agricolas que agem no controle de ervas daninhas, visando
melhorar a produc¢do agricola. No entanto, o uso indiscriminado destes produtos pode causar
impacto em diversas espécies animais, principalmente as aquaticas (5). Os herbicidas mais
utilizados na regido sdo a atrazina (2-chloro-4- thylamino-6-isopropylamino-s-triazine) € o
glifosato (N-phosphonomethyl glycine) ambos considerados moderadamente toxicos mas, por
serem relativamente persistentes no solo e altamente soluveis na dgua, a contaminacdo
ambiental por esses produtos aumentou nos ultimos anos, o que pode causar impactos

negativos na piscicultura (23,24).
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Viérios estudos ja demonstraram a toxicidade dos herbicidas em diversas espécies de
peixes. Estas pesquisas relatam alteracdes nos parametros hematoldgicos (9), estresse
oxidativo (7), danos renais e hepaticos (8), entre outros. Além disso, o glifosato e/ou atrazina
tem um efeito deletério ao sistema imune inato, € em contraste aumentam a producgdo de
imunoglobulinas em Jundias (2,9,11). Estas alteragdes podem estar relacionadas a um
possivel efeito dos herbicidas na expressdao de genes moduladores da resposta imune.

As citocinas sdo proteinas produzidas em resposta a estimulacdo das células
imunolodgicas, a qual pode ser causada por patdogenos ou agentes quimicos e fisicos (12). As
citocinas possuem um papel primordial na regulacdo da resposta imune inata e adquirida e
podem atuar de forma local ou sistémica. Além disso, algumas citocinas influenciam a
atividade de diversos tipos celulares e sdo denominadas pleiotrdpicas; por outro lado a agdo
sobre as células alvos pode ser redundante, quando diferentes citocinas possuem os mesmos
efeitos funcionais (25). Os peixes produzem citocinas muito similares a dos mamiferos (26).

As citocinas atuam em diferentes fases da resposta imune. Para o inicio do processo
inflamatério, as mais importantes sdo o TNF-a e IL-1B (27). Suas principais agdes sao o
recrutamento de leucdcitos para os locais de inflamagao, através da estimulagdo da producao
de quimiocinas e da expressdo de moléculas de adesdo nos leucdcitos (integrinas) € no
endotélio (selectinas), promovendo a migracdo dos leucocitos da circulagdo sanguinea para o
tecido inflamado (14). Também possuem efeitos sistémicos, como no hipotdlamo, causando
febre, e no figado, estimulando a producdo de proteinas de fase aguda (28). As citocinas
atuam por ligacdo a receptores especificos presentes na membrana celular, a IL-1§ por
exemplo, age por ligacdo ao receptor de interleucina 1 (IL1-R). Esta ligagdo causa uma série
de reacdes intracelulares, que envolvem varias moléculas sinalizadoras, dentre eles o receptor
de interleucina 1 associado a quinase 4 (IRAK4) que possui um papel chave nas vias de
sinalizagdo em resposta a esta citocina, e também a TLRs ativados por antigenos (29).

Os interferons tipo I (a/P) sdo citocinas que atuam inibindo a replica¢do viral. Além
disso, promovem a diferenciacdo de linfocitos T CD4+ naives em linfocitos T helper 1 (Thl)
e aumentam a citotoxicidade de células Natural Killer (NK), potencializando a resposta imune
celular antiviral (28). Outra importante fun¢do dos interferons ¢ a indu¢do da expressdao do
gene Myxovirus Resistense Gene 1 (Mx), que codifica a proteina Mx 1. Esta proteina, por sua
vez, atua como mediadora da imunidade inata, com amplo espectro de atividade antiviral,
capaz de reconhecer e inibir virus de replicacdo citoplasmatica e celular (28).

Na resposta imune adquirida, as citocinas medeiam a prolifera¢do e a diferenciac¢do de

linfécitos apos o reconhecimento do antigeno, sendo que a produgdo de citocinas ¢ uma das
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principais respostas do linfocito Th apos ativado. Dentre as citocinas envolvidas na resposta
imune adquirida, a interleucina 2 (IL-2) € secretada por linfocitos Th1 ativados, estimulando a
proliferacdo e a diferenciagdo destas células, exercendo também um papel central sobre as
células T reguladoras. J4 a interleucina 4 (IL-4), produzida pelo linfocito Th2, atua sobre os
linfécitos B, com agdo reguladora na secrecao de anticorpos (14).

Por outro lado, apds a ativagdo do sistema imune, os mecanismos efetores para

eliminagdo de microrganismos pelas células fagociticas (ex: macréfagos e neutrofilos),
envolvem principalmente a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (16). Apos
ativacdo, os neutrofilos produzem a enzima mieloperoxidase, que estd diretamente
relacionada com mecanismos bactericidas depententes de oxigénio, sendo catalisadora do
processo de formacdo de radicais altamente reativos, como o acido hipocloroso (29). Ja nos
macrofagos a destrui¢do de patdogenos envolve a produgdo de 6xido nitrico, que € produzido
pela enzima o6xido nitrico sintetaze induzivel (iNOS), ¢ capaz de reagir com varios
intermediarios de oxigénio, gerando agentes oxidantes com potente atividade bactericida (30).
Tanto a mieloperoxidase quanto a iNOS ja foram identificadas em diversas espécies de peixe
(16).
Estudos anteriores apresentaram alguns dados sobre os efeitos de defensivos agricolas na
expressdo de genes imunoldgicos de peixes. A presenca de atrazina e clorpirifés na agua
aumentou a expressao de IL-1P nos 6rgaos imunes de carpas, enquanto a expressao INF-y nao
sofreu alteragdes (31). Na presenca de glifosato como contaminante da agua, houve uma
reducdo da expressao de IL-1 e IL-10 nas guelras e um pequeno aumento da IL-1 no bago de
Robalos (32). Estes resultados evidenciam que os niveis de expressdao podem ser diferentes,
dependendo do o6rgdo imunolégico analisado. Na presenga de endosulfan, um inseticida,
ocorreu aumento dos niveis de IL-2 em tilapias, corroborando com a possibilidade de uma
ativacgao inespecifica do sistema imune causada por defensivos agricolas (13).

Dessa forma, devido a importancia econdmica crescente da piscicultura e o potencial de
contaminacdo das 4guas por defensivos agricolas ¢ importante identificar fatores que
desencadeiam alteracdes fisioldgicas deletérias a produtividade de pescados. O bom
funcionamento do sistema imune ¢ essencial para a saide dos peixes, porém a presenga de
herbicidas na agua afeta a resposta imunoldgica. Nesse contexto, em razdo da intensa
utilizacao de produtos quimicos nas lavouras e da inexisténcia de estudos sobre os efeitos de
pesticidas sobre a expressdao génica em espécies nativas, o presente estudo se propde analisar
o possivel efeito da exposi¢ao a herbicidas na expressao de alguns genes do sistema imune de

Jundiés.
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Resumo

O uso de defensivos agricolas aumentou muito nas ultimas décadas, o que levou a
contaminagdo de reservatorios hidricos por estes produtos e seus residuos, prejudicando a
saude de animais aquaticos. Estudos anteriores realizados com Jundia (Rhamdia quelen)
demonstraram que o herbicida atrazina (ATR) causa efeitos deletérios no sistema imune,
porém o mecanismo pelo qual estas alteragdes ocorrem ndo foi esclarecido. Desta forma,
nosso objetivo foi avaliar a expressao de genes reguladores da resposta imunoldgica apds a
exposi¢do a ATR. Para tanto, foram selecionados primers a partir de comparagdes com
espécies de peixes de maior similaridade filogenética com o Rhamdia quelen. Foram
selecionados primers para os genes: [-actina, RNAI18s, TNF-a, IL-1p, IRAKA4,
Micloperoxidase ¢ Mx. Para a avaliagdo da expressdao génica in Vivo seis peixes foram
distribuidos em trés tanques, sendo um grupo controle, e dois grupos expostos a
concentragdes de 0,102 mg/L e 1,02 mg/L de ATR por 48 horas. Para a avaliagdo da
expressdo génica in vitro leucocitos mononucleares de Jundias foram cultivados e expostos a
concentragdes de 1 e 10 pg/ml de ATR por 24 horas. Os niveis de mRNA dos genes
Micloperoxidase e TNF-a estavam reduzidos na avalia¢do in vivo e in vitro, os de IL-1p in
vivo ¢ os de IRAK-4 in vitro. A expressdo do gene Mx nao sofreu varia¢des. Assim, nds
demonstramos que a ATR reduz a expressdo de genes fundamentais para a regulacao da
resposta imune. Os resultados foram similares nos experimentos in vivo e in vitro. A redugao

da expressao destes genes possivelmente leva imunossupressao causada pela ATR.

Palavras-chave: Jundia, herbicida, sistema imune, citocinas, expressao génica.
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1. Introducao

O uso de pesticidas agricolas aumentou significativamente nas ultimas décadas em
virtude do aumento da produtividade na agricultura (1). O herbicida Atrazina (ATR) (2-cloro-
4-etilamino-6-isopropil-amino-striazine) ¢ um dos defensivos agricolas mais utilizados no
mundo (2), pois age no controle de ervas daninhas em culturas de milho, sorgo e cana de
acucar, interferindo na fotossintese das plantas invasoras (3). A ATR ¢ considerada
moderadamente toxica, possui grande mobilidade ambiental e ¢ frequentemente encontrada
como contaminante do solo e de 4dguas superficiais e subterraneas (4,5), mesmo em regides
onde seu uso foi proibido a mais de 20 anos (6). Portanto, existe uma crescente preocupagao
do impacto causado pela contaminagdo ambiental por ATR na salide de animais aquaticos e
terrestres, bem como de seres humanos (3,7,8).

Estudos anteriores realizados com Jundias (Rhamdia quelen), um peixe comumente
encontrado no continente americano e muito utilizado na piscicultura no Brasil (9),
demonstraram que a ATR causa diversos efeitos adversos, como alteracdes hormonais (10),
aumento do estresse oxidativo (11,12), danos renais ¢ hepaticos (13) e alteragdes
imunologicas como reducdo do indice fagocitario e da taxa de sobrevivéncia apds o desafio
com Aeromonas hydrophila (14). Estas alteragdes observadas no sistema imune podem estar
relacionadas com modificagdes na expressdo de genes moduladores da resposta imunologica
(15).

As citocinas atuam na regulacdo da resposta imune inata e adquirida ligando-se a
receptores especificos encontrados principalmente nas células do sistema imunologico (16). O
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 beta (IL-1B), por exemplo, sdo
importantes na resposta imune contra bactérias, pois estimulam a produ¢do de quimiocinas
que irdo atrair os leucdcitos ao tecido inflamado, e induzem a expressao de moléculas de
adesdo nos leucoécitos e nas células endoteliais. promovendo a migracao dos leucéceitos da
circulagdo sanguinea para o tecido inflamado (17). Nas infec¢des virais, a produgdo de
interferons (IFNs) tipo I ¢ de extrema importancia, pois medeia a expressdo de genes que
interferem na replicagdo viral (16), como o gene que codifica a proteina Mx, a qual possui
amplo expectro de atividade antiviral (18). Além disso, a elimina¢do de patégenos pelas
células fagociticas depende da producdo de enzimas como a mieloperoxidase e a 6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS), que tem o potencial de destruir os microrganismos apos a
fagocitose a partir da formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (19,20).

Consequentemente, alteragdes na expressao destes e outros genes podem comprometer a
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capacidade de defesa dos peixes que se encontram em um ambiente geralmente propicio para
a disseminacdo de diversos patdgenos (21).

Nesse contexto, devido a intensa utilizacdo da ATR na agricultura e a consequente
contaminacdo das 4aguas, ¢ importante identificar fatores que desencadeiam alteracdes
fisiologicas deletérias em espécies aquaticas. Embora estudos anteriores demonstrem que a
presenca de herbicidas na dgua causa alteragdes no sistema imune dos peixes, 0 mecanismo
pelo qual estas alteragdes ocorrem ainda nao foi esclarecido. Entdo, neste estudo, o objetivo
foi avaliar a expressdo de genes imunologicos especificos em jundids expostos a ATR para

estabelecer quais as vias moleculares envolvidas nas alteragdes observadas no sistema imune.

2. Material e métodos

2.1 Peixes

Para a realizacdo do estudo foram utilizados juvenis de Jundids (peso corporal médio
200 + 20g) provenientes do Setor de Piscicultura do Cepagro da Universidade de Passo
Fundo. Os peixes foram aclimatados por sete dias em tanques de 1000L abrigados da luz
solar, sob fotoperiodismo natural e alimentados com ragdo comercial peletizada (3% peso
corporal, 42% proteina). Os tanques foram limpos diariamente com substituicdo de pelo
menos 20% da dgua. A agua foi monitorada para os pardmetros temperatura 23°C, pH 7,7
+0,4, oxigénio 5,2 £ 0,5 mg/L e amodnia total 0,06 mg/L. Apds o inicio do experimento,
verificou-se também a concentracdo de ATR na 4gua.

Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes do "Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal" e aprovados pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais

Experimentais (CEUA) da Universidade de Passo Fundo, sob o registro 008/2015.

2.2 Desenho experimental

O efeito da ATR na expressdo de genes imunologicos foi avaliado in vivo e in vitro.
No experimento in vivo foram utilizados 18 jundias distribuidos igualmente em trés grupos:
um grupo controle, sem adi¢cdo de produtos quimicos; e dois grupos experimentais com
concentragdes de 0,102 mg/L e 1,02 mg/L, correspondentes a 1% e 10% da CLsgp.96n da ATR
(6—chloro—N2—ethyl—N4—isopropyl—1,3,5—triazine—2,4—diamine; Sigma, Brasil) (22). Apos 48h de
exposicdo, os peixes foram capturados para coleta do rim cranial e obtencdo de leucdcitos
mononucleares para extragdo de RNA. Durante este periodo ndo houve troca de 4gua e a

quantidade de ATR na agua foi confirmada por cromatografia.
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A expressdo génica in vitro foi avaliada a partir de cultura celular de leucdcitos
monoclucleares extraidos de rins de trés Jundias saudaveis. Os leucocitos foram cultivados em
placas de 24 cavidades (5x10° células por cavidade) em meio RPMI (livre de antibidticos), e
expostos a concentragdes de 1 e 10 pg/ml de ATR por 24 horas. Células ndo expostas a
produto quimico e expostas somente ao solvente (etanol 99,8%, Sigma) foram utilizadas

como controle.

2.3 Isolamento de leucdcitos mononucleares

Os peixes foram anestesiados com Eugenol 50 mg/L por 3 minutos, eutanasiados € o
rim foi removido sob condi¢des assépticas. Para a obtencdo dos leucécitos, o rim foi
macerado em uma peneira de nylon (100 pM) e as células obtidas foram lavadas em meio
RPMI contendo 1% de heparina e isoladas por gradiente de Percoll, utilizando as densidades
de 1,02 g/ml e 1,077 g/ml. Apds centrifugagdo por 25 minutos a 4°C, os leucdcitos
mononucleares foram coletados na interface entre o gradiente 1,02 g/ml e 1,07 g/ml para
extracdo de RNA. Para o experimento in vitro, os leucocitos isolados foram colocados em

cultivo celular conforme descrito no item 2.2.

2.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando-se o kit comercial RNeasy® Mini Kit (QIAGEN,
Holanda), com o passo adicional de digestao por DNAse com o kit RNase-Free DNase Set
(QIAGEN) de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentragdo e a qualidade do RNA
extraido foram verificadas no nanofotdometro Pearl® (IMPLEN, Alemanha).

A reagdo de transcri¢do reversa para obtengdo de cDNA foi realizada com o
SuperScript® III Reverse Transcriptase (INVITROGEN, EUA) , utilizando-se 500 ng de

RNA e primers aleatorios.

2.5 Selegao de primers

Para a sele¢ao dos primers dos genes imunoldgicos, fez-se uma comparagao entre as
sequéncias dos genes de interesse em diversas espécies de peixes. A escolha das espécies foi
feita pela proximidade filogenética, a partir das sequencias génicas disponiveis para o Jundia
(42). Primers degenerados foram selecionados na regido de maior consenso dos genes alvo e
encontram-se descritos na Tabela 1.

O programa OligoAnalyser 3.1 (http://www.idtdna.com/calc/analyzer) foi utilizado

para verificar a temperatura de anelamento e a porcentagem de citocina e guanina (%GC) dos
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primers selecionados. O gene da P-actina (n° Genbank KC195970.1) foi utilizado como

normalizador da expressao génica.

2.6 PCR convencional

Para a reacao de PCR convencional foi utilizado um mix contendo: 12,5 ul de GoTaq®
Green master mix (PROMEGA, EUA) , 1 ul de primer forward e 1 ul de primer reverse
(concentracdo 400 nM), 1 ul do cDNA e 9,5 ul de agua para PCR (SIGMA-ALDRICH,
Alemanha), para uma reagdo final de 25 pl. O PCR foi realizado no equipamento
MiniCycler™ (MJ Research, Canadd), com ciclos de (94°C, 5 min; [94°C, 30 s; 42-60° C 30 s;
72°C, 1 min] x 35 ciclos; 72°C, 10 min). A temperatura de anelamento para cada par de
primers esta indicada na tabela 1.

Os produtos do PCR foram analisados em gel de agarose 2%, corados com Blue/Orange
loading dye (PROMEGA). Apos, os fragmentos foram purificados a partir do gel de agarose
utilizando o kit Wizard® Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA) e sequenciados. Para
a confirmagdo da identidade dos genes foram feitas comparacdes filogenéticas utilizando a
ferramenta Blast, do Genbank®. Por fim, foram desenhados os primers para a PCR em

tempo real (qQPCR) os quais encontram-se discriminados na Tabela 2.

2.7 Controle positivo de expressao génica

Para realizacdo de curvas de calibracdo e utilizagdo como controle positivo de
expressdo génica, cada um dos genes foi clonado pelo pGEM®-T and pGEM®-TEasy Vector
Systems (PROMEGA®), onde o fragmento do gene de interesse foi inserido no vetor pGEM
easy vector (PROMEGA®) e transformados em células competentes One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli (PROMEGA®) cultivadas em meio LB com ampicilina. Apos
o periodo de incubacao, a clonagem foi confirmada por PCR para cada gene. Por fim, foi feita
a extragdo de DNA plasmidial pelo kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(PROMEGA®).

2.8 PCR em Tempo Real (qPCR)

A gPCR foi realizada em placas de 48 orificios (MicroAmp® Fast optical 48 well reaction
plate 0,1ml, APPLIED BIOSYSTEMS, USA) num volume final de 10 pl, contendo 400 nM
de cada primer, 5 ul de SYBR® Select Master Mix (APPLIED BIOSYSTEMS) e 1 ul de
cDNA (diluido 10 vezes). As placas foram seladas com um filme adesivos (MicroAmp® 48

well optical adhesive film, APPLIED BIOSYSTEMS) e analisadas no equipamento Step One
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(APPLIED BIOSYSTEMS) utilizando as seguintes condigdes de termociclagem:
desnaturalizacao inicial (95°C, 10 min), seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 s
(desnaturalizagdo), 55-60°C por 30 s (anelamento) e 72°C por 30 s (extensdo). Ao final, foi
incluida uma curva standard de melting, que confirmou a especificidade das reagdes. A
eficiéncia de cada reacdo estd descrita na Tabela 2. Controles negativos (NTC) da
retrotranscri¢do € da qPCR foram incluidos. As curvas de calibracdo de todas as moléculas e
dos genes de referéncia foram obtidas utilizando dilui¢cdes decimais (1:10) dos DNAs
plasmidiais linearizados obtidos pelo método de clonagem descrito no item 2.7, contendo as
sequéncias especificas de cada gene (controles internos). Para melhor comparacdo dos
resultados dos diferentes grupos, utilizou-se um mesmo valor de threshold (0.081). A

quantificagdo relativa de cada gene foi realizada utilizando a formula QA (22).

2.9 Andlise estatistica

Os resultados estido expressos em média + erro padrao da média (EPM). Para realizacao
da andlise estatistica as varidveis foram convertidas ao seu logaritmo natural. A verificacdo da
distribuicado normal das amostras foi feita através dos testes Brown-Forsythe e Barlett’s.
Todos os dados tiveram distribuicdo normal (paramétricos), entdo o efeito da ATR nos niveis
de mRNA dos genes testados foi analisada por Anova de uma via, seguida de pds teste de

Dunnett, p < 0.05 foi considerado significativo.

3. Resultados
3.1 Selegao dos primers

Devido a escassez de sequéncias génicas da espécie Rhamdia quelen disponiveis no
Genbank, a selecdo de primers somente foi possivel através de uma comparagdo entre as
sequéncias dos genes alvo em espécies de peixes com proximidade filogenética com o
Rhamdia quelen (42). As espécies selecionadas para comparagao foram: Ictalurus punctatus,
Cyprinus carpio, Carassius carassius, Carassius auratus Hemibagrus macropterus, Danio
rerio, Astyanax mexicanus, Salmo salar.

Apods a selegao dos primers, foi realizada a PCR convencional, na qual foram
amplificados fragmentos que variaram de 283 a 1081 pb de acordo com o gene alvo (Figura 1,
Tabela 1). Os fragmentos amplificados foram sequenciados e, a partir de comparacdes
filogenéticas, verificou-se que possuiam alta homologia com os respectivos genes das
espécies citadas acima, confirmando a identidade de cada gene. A espécie que apresentou

maior similaridade génica com o Rhamdia quelen foi o Ictalurus punctatus (Tabela 1). Assim,
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apo6s o alinhamento das sequencias obtidas para o Jundia, com as sequencias do I. punctatus
(Figura 2), fez-se a selecdo de primers para qPCR, especificos para cada gene (Tabela 2).
Ocorreu a formacao de dimeros de primers no gene iNOS, o que impossibilitou a avaliagao

dos niveis de mRNA por qPCR deste gene.

3.2 Expressdo génica in vivo

Os resultados das alteragdes na expressdo génica em peixes expostos a ATR estdo
demonstrados na Figura 3. O grupo nao exposto foi utilizado como controle. Os niveis de
mRNA dos genes Mieloperoxidase e IL-1B estavam significativamente reduzidos (p<0.05)
nos peixes expostos a 0,102 mg/L de ATR. A expressdo génica do TNF-a estava reduzida nos
dois grupos expostos a ATR. Nos genes Mx e IRAK4 ndo houve alteragdo significativa dos

niveis de mRNA.

3.3 Expressao génica in vitro

Os niveis de mMRNA dos genes Mieloperoxidase e IRAK4 encontraram-se
significativamente reduzidos (p < 0.05) no grupo exposto a 10 pg/ml de ATR (Figura 4),
enquanto a expressao do TNF-a estava significativamente reduzida no grupo exposto a 1
ng/ml de ATR. Para os genes IL-1B ¢ Mx ndo houve alteracdo significativa dos niveis de

mRNA. Células expostas somente ao solvente foram utilizadas como controle.

4. Discussao

As alteracdes no sistema imune causadas por produtos quimicos reduzem a capacidade
de protecao contra infecgdes (25). Os peixes sdao considerados organismos em situagdo de alto
risco para a modulacao da resposta imunoldgica por produtos quimicos no ambiente aquatico,
pois estdo direta e constantemente expostos a estes produtos (21). Assim, o sistema imune de
peixes ¢ um indicador sensivel da presenga de poluentes ambientais (26). Com este estudo nds
demonstramos que a ATR causa reducdo da expressdo de genes fundamentais para a
regulagdo da resposta imune. Os resultados obtidos com peixes expostos a ATR in vivo foram
similares aqueles obtidos de leucdcitos mononucleares isolados do rim de peixes saudéaveis e
expostos ao ATR em cultivo celular.

Entre os genes imunologicos avaliados ap6s a exposi¢ao a ATR, o TNF-a e a IL-1B sao
fundamentais para o inicio da resposta inflamatoria (17). A expressdo do TNF-a encontrou-se
reduzida tanto na exposigdo in vivo quanto in vitro e a IL-1p apenas in vivo. A IL-1p age por

ligacdo ao receptor de interleucina 1 (IL1-R). Esta ligacdo causa uma série de reagdes
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intracelulares, que envolvem varias moléculas sinalizadoras, dentre eles o receptor de
interleucina 1 associado a quinase 4 (IRAK4) que possui um papel chave nas vias de
sinalizacdo em resposta a esta citocina (26). A expressdo génica do IRAK4 encontrou-se
reduzida na exposigdo a ATR in vitro. A diminuigdo da expressdo destes genes prejudica o
processo inflamatorio contra um agente agressor, deixando o organismo mais susceptivel a
infecgoes.

Diversas pesquisas ja foram realizadas com a exposi¢do de peixes a concentragdes de
ATR e posterior avaliacdo da expressdo de genes imunologicos, porém os resultados ndo
levam a uma conclusdo unanime. Em carpas expostas a ATR por 40 dias, a expressao de IL-
1B e INF-y variou conforme a concentracdo do herbicida e o 6rgao imune avaliado. No rim
houve redugdo da expressao de IL-1fB e de seu receptor apos exposicdo a ATR, enquanto no
baco ocorreu um aumento da expressdo génica. (33), ja4 a expressio do TNF-a estava
aumentada em todas as concentracdoes de ATR e orgdos testados (38). Em embrides de
zebrafish expostos a ATR por trés dias ndo houve variagdo na expressdo de TNF-a, INF-y e
um aumento na IL-1p apenas no grupo exposto a 12,5 ug/L de ATR (25). Entdo, o efeito da
ATR na expressao de genes imunes varia conforme o tempo de exposicao, o 6rgao avaliado e
a fase de crescimento do peixe.

Apos a ativacdo do sistema imune, os mecanismos efetores para eliminacdo de micro-
organismos pelas células fagociticas, envolvem principalmente a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) (20). As células fagociticas, principalmente neutrofilos,
produzem a enzima mieloperoxidase, que esta diretamente relacionada com mecanismos
bactericidas depententes de oxigénio (34). A exposicdo a ATR diminuiu a expressdo génica
da mieloperoxidase tanto in vitro como in vivo, o que pode dificultar a destruicdo de
patogenos pelas células fagociticas. Existe uma caréncia de dados a respeito dos efeitos
diretos da ATR sobre a enzima mieloperoxidase no contexto imunologico, enfatizando a
importancia dos resultados deste estudo.

A proteina Mx tem sua expressdo relugada por interferons e atua como mediadora da
imunidade inata, com amplo espectro de atividade antiviral, capaz de reconhecer e inibir virus
de replicag¢do citoplasmatica e celular (18). A exposi¢do a ATR ndo alterou os niveis de
mRNA do gene Mx. Nao existem dados disponiveis sobre o efeito da ATR diretamente no
gene Mx, porém, como ja mencionado anteriormente, estudos demonstraram que a expressao
do INF-y ndo ¢ afetada pela exposi¢do ATR (25,33), o que justifica que a expressdao do gene

Mx também ndo altere apds exposi¢do a ATR.
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Pelo nosso conhecimento, ¢ a primeira vez que um estudo demonstra os efeitos da ATR
in vitro, na expressdo de genes do sistema imune em leucocitos mononucleares de peixes
expostos em cultivo celular. Em outras espécies, a exposi¢do de células imunoldgicas a
diferentes concentragdes de ATR, por diferentes periodos de tempo, demonstraram a reducgao
da expressdo génica de varias moléculas fundamentais para a regulagdo da resposta imune
(35,36), corroborando com os resultados encontrados neste estudo.

A reducdo da expressdo destes genes fundamentais para regulacdo da resposta
imunolégica possivelmente levam ao efeito deletério previamente descrito no sistema imune
inato, como a redu¢do do indice fagocitario e da taxa de sobrevivéncia apds o desafio com
Aeromonas hydrophila em Jundias expostos a ATR (14,37).

O mecanismo pelo qual a ATR reduz a expressdo destes genes ainda ndo foi
esclarecido, porém observa-se que os efeitos da ATR no sistema imune sdo semelhantes aos
causados pelo aumento dos niveis de estrogénio. ATR ¢ um disruptor enddcrino, que causa
aumento os niveis de estrogénio (28). O estrogénio tem efeitos imunossupressores, como
redug¢do da fagocitose, dos niveis plasmaticos de lizosima, da explosdo respiratoria e da
contagem de leucdcitos (29). Outro efeito notavel do estrogénio no sistema imune ¢ a
modulagdo da secrecdo de citocinas, através da ligacdo a receptores especificos para o
estrogénio presentes em varias células do sistema imune (30). Uma redugdo significativa na
secrecdo de TNF-a e IL-1p foi observada em peixes expostos a diferentes concentragdes de
estrogénio (31) e em células mononucleares de humanos expostas a estrogénio (32). Por
conseguinte, a imunossupressdo causada pela ATR pode ocorrer devido ao aumento dos
niveis de estrogénio.

Aqui n6s demonstramos que baixas concentracdes de ATR na dgua causa redugdo na
expressao de genes imunologicos, o que prejudica a resposta imune dos peixes. Estes
resultados demonstram que a contaminacao do ambiente aquatico por herbicidas tem impactos
diretos na saude dos peixes, aumentando a susceptibilidade a infecgdes e consequentemente

causando impactos negativos na piscicultura.
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Tabela 2: Primers para qPCR ¢ suas respectivas temperaturas de anelamento

32

Temperatura

Gene Primers Sequéncia (5’-3°) Eficiéncia
alvo de
anelamento
- QB-ActF  ATTGGCAATGAGAGGTTCAGG o 0
P-Actina 5 ActR  CGGATATCGACGTCACACTTC 33°C 97.1%
] qIL-1p-F  GTTCACTGACCAGGAGCTTT . o
IL1B JI-IBR  GCATGCTGTAACTGTTGGATTC 60°C 97.8%
_ qINF-0-F TTTCCGAGACGGCGAAAG . .
TNFe  INF-e-R TCCTGAAGAGAAGGACTGGT 00°C 96.4%
: gMiclo-F  TGATTGTGCGTCTGACTGG o 0
Mielo ‘Miclo-R  GCTGTGCGGTATCTGTTCA 60°C 98.6%
. qiRAK-4-F GTACCCACAATCCTCTCTGTAATC . .
IRAK-4 " JiRAK-4R TGGACGAATCCTTCATTGCTAA 60°C 99.4%
Mx qMX—F GGATAAAGGCACGGAGGATAC 60°C 97.99%,

gMx-R

CTGTCCTCTACACCTGACAATC
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose demonstrando os fragmentos dos genes
amplificados por PCR. 1: Marcador 100pb (LUDWIG), 2: B-actina, 3: RNA18S, 4:
Mieloperoxidase, 5: TNF-a; 6: Mx, 7: iNOS, 8: IRAK4, 9: IL-1.

Figura 2: Alinhamento das sequéncias génicas obtidas para o Jundia com as sequéncias
do I. punctatus. Os primers de qPCR estdo sublinhados e acompanhados de uma seta
com a dire¢do do primer: #(primer forward), <€(primer reverse)

Figura 3: Niveis de mRNA dos genes imunolédgicos apds exposi¢ao de Jundias a ATR
(n=6). Os valores estdo representados por média + EPM (272%"). * Diferenca
significativa (p<0.05) entre o grupo controle e grupo exposto a ATR.

Figura 4: Niveis de mRNA dos genes imunoldgicos apds exposicdo de leucdcitos
mononucleares de Jundias a ATR in vitro (n=3). Os valores estdo representados por
média + EPM (27*%"). * Diferenca significativa (p<0.05) entre o grupo controle e grupo
exposto a ATR.
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Figura 2
Gene RNA 18S Rhamdia quelen x Ictalurus punctatus
quelen CTACCATGGTGACCACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAG
RN R R RN R RN R RN R R R RN AR RN
punctat CTACCATGGTGACCACGGGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGGG
>
quelen AMMCGKYTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCATTCCCGACACGGG
I R R R R R R R R RN R RN R NN R R R R
punctat AAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCATTCCCGACACGGG
quelen GAGGTAGTGACGAAAAATAACGATACAGGTCTCTTTCGAGGCCCTGTAATCGGAATGAGC
RN R R R RN R RN R R RN R R R R RN R RN N
punctat GAGGTAGTGACGAAAAATAACGATACAGGTCTCTTTCGAGGCCCTGTAATCGGAATGAGC
<+
quelen GTATCCTAMMCCCATGGGTGAGGACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGG
N R AR R R R AR R R R R AR R AR R RN R AR RERRRENRRN
punctat GTATCCTAAACCCATGGGTGAGGACCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGG
quelen TAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
RN R R RN R RN R RN R R R RN AR RRR RN RN
punctat TAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
quelen CTCGGGAGTGGGCTGGCGGTCCGCCGCGAGGCGAGCCACCGCCTGTCCCAGACCCTGCCT
RN R RN R RN R RN AR R RN AR RN RN RN
punctat CTCGGGAGTGGGCTGGCGGTCCGCCGCGAGGCGAGCCACCGCCTGTCCCAGACCCTGCCT
quelen CCCCGGTGCCCCCCGGATGCCCTTGGCTGGGTGTCCGGTCCCTTTCAGGGGTCCGGAGCG
RN RN RN R RN RN R R R R R RN RO R AR AR RN
punctat CCCCGGCGCCCCCCGGATGCCCTTGGCTGGGTGTCCGGTCCCTTGCAGGGGCCCGGAGCG
quelen TTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCGGGCCGCCAAACTCGCCTGAATACCTGAG
RN AR RN R RN RN R R R RN R R AR RN RN RN
punctat TTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCGGGCCGCCCAACTCGCCTGAATACCTGAG
quelen CTAGGAATAATGGAATAGGACTCCGGTTCTATTTTGTGGGT 538
RN R R R RN RN R RN RN AR RN
punctat CTAGGAATAATGGAATAGGACTCCGGTTCTATTTTGTGGGT 873
Gene iNOS: Rhamdia quelen x Ictalurus punctatus
.}
quelen AGATACGCTGGCTATCATATGGACGACGGACAAATTATCGGAGACCCTGCTAACGTTGAC
R R R R N R e e e N R R RN
.punctatus AGATACGCTGGCTATCAAACGGAGGATGGCCGAATTATAGGAGACCCTGCTAATGTGGAA
quelen TTCACTGAGATTTGTGTCCAACTTGGATGGACACCAAAGTACGGCTCCTTTGATGTTTTG
RN R NN R RN R R RN R R R RN N R RN R RN
punctat TTCACTGAGATTTGTGTCCAACTTGGATGGACACCAAAGTACGGGTCCTTTGATGTGCTG
4.
quelen CCTCTGATCCTGCAGGCCAGTGGAGAAGATCCTGAGCTGTATGAAATTCCTCCAGAGTTA
T A R R R R A A R R R R e e A R
punctat CCACTGATCTTGCAGGCCAATGGGGAAGATCCTGAACTATTTGAAATTTCCCAGGAGTTG
quelen ATACTTGAGGTTGAAATAGAACACCCGAATCATGACTGGTTCAAAGATCTGAACCTTAGA
AR RN R R N R N N R RN R R RN R RN RRRRRRENRRN
punctat GTACTGGAGGTTGAAATAGAGCACCCACATTATGAGTGGTTCAAAGATCTGAACCTTAGA
quelen TGGTATGCGCTACCTGCTGTGTCCAACATGTTGCTGGAGATTGG 286

punctat

Feerrrer o rrrrerr trrerrrrrrr e e e
TGGTATGCAGTACCTGCAGTGTCCAACATGTTGCTGGAGATTGG 893

35

77

412
137
472
197
532
257
592
317
652
377
712
437

772

832

62

669
122
729
182
789
242

849



quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen

punctatus

quelen
puntat
quelen
puntat
quelen
puntat
quelen
puntat
quelen
puntat
quelen

puntat

Gene Mieloperoxidase: Rhamdia quelen X Ictalurus punctatus

L 2
CACGCACACAWGAGATCCATAAACGCCACAGCACTGCTAACCCATGAAKAACTCSARATG

AR R R R R e R 11
CACGCCCACAAGAGATCCATCAACGCTACAGAACTGATTTCTCCTAATGAGCTTCGCATG

ATTGTGCGTCTGACTGGMTGTGCTGCTCAAACCTTGCCACCTCCCTGCATAAC-ATTGCC
R e e e R
ATCGAGCGTCTGACTGGCTGTGCTGCTCAAGTCCAGCCCCCTTCCTGCAGGACCACTCCC
<+
AGATCTGAACAGATACCGCACAGCCACCAGCGTCTGCAACAACCATGTAAATCCATTTCA
I e e e R R RN R R R RN R RN RN e 1
A-ACGTTAACAAGTACCGCACCGCCAACAGCGTCTGCAACARCCGGARGAACCCGCTTCT

AGGARCCTCAAACACAGCCTTCAMCCGCTGGCTGCCTCCARCTTATGAAGATAACATCTC

N FEEEEEE el FEETEETT LT
CGGTGCAGCGAACACGCCCTTAGCTAGCTGGCTTCCTACTATTTATGAAGACGGGATCTC

CCAGCCTCAAGGATGGAACCCakaaaraCTCTACAATGGAGTTTTGCTGCCACTGGTGAG

R e N N AR
GCAGCCTGTAGGATGGAACCCAGGCAGACTCCACAACGGGGTCTCCCTCCCTCTGGTGAG

GCTGGTGTCAAATCCCATTTTCAGCA 357

PEErrrrer et rend
GCTGGTGTCGAACCAGATTTTGAGCA

Gene IL-1p Rhamdia quelen x Ictalurus punctatus

AWGTGAMCTGCACAA-GGACTCCGTATTGAAGTTACCAGGGAGCCTCATAGCATGCGCCG

R R R e e R R R R N R R R R
ATGTGACCTGCACAAAGGACTCCGCATCGAGGTCACCAAGGAGCCTCTTAGTATGCGCCA

CAYYGCTACAGTTTTAATAGCTGTGCAGAGATTARAAGCACATTCAACATGCTCAATCCAC
N e e e e e e R RN
TGTTGCTAATGTTGTAATCGCTTTGCAGAGGCTGAAACTCACTCAAAATATTCAGTCCAC
>
AGAGTTCACTGACCAGGAGCTTTTAAATATCTTTATTGAAAATGTGATTGAAGATAATAT
FEErrrrr rrrerrrerreer et rrrr rrert rrrrrr e e e
GGAGTTCACCGACCAGGAGCTTTTCAATGTCTTCATTGATAATGTGATTGAAGAGAGCAT
<
GGAGATCAATTTGACGTGCAGTGAATCCAACAGTTACAGCATGCAGGACAAGGTTGTGCA
PEorrrrrerrrer rerrr rrrrrrrrr rrrrer e rrrr rrr e e
GGTGATCAATTTGAAGTGCACTGAATCCAAGAGTTACAGCCTGCAAGACAAGGTTIGTGCG

GTGCACTATATGTGACAAGTCTAAAAGGGCCCTGGTGAARAARGAAAATCTTCCTGWTCT

Prrrrrrrrrrrrrrerrrerrrerreerr et bt rrrrr rerrrr
GTGCACTATATGTGACAAGTICTAAAAGGGCTTTGGTGCAGAAGGAAAAGCTTCCTCTTCT

TCTGG 320

11
GCTGG 501

36

92

151
559
211
618
271
678
331

738

75

256
135
316
195
376
255
436

315



quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen
punctatus
quelen

punctatus

quelen
punctat
quelen
punctat
quelen
punctat
quelen

punctat

Gene Mx Rhamdia quelen x ictalurus punctatus

GAAAGATCAAGTACAAGAARGATCATGACCAGGAATATGAGGAAGAGATTRAAGATCCAG

RN R e A
GAAAGATCAAGTACAAGAAAGATCACGATGAGGATTATGAAGAAGAGATCCAAAATCCAG

CARACGTGGAGAAAAAGATTAGAGAAGCTCAAGACCATATGGCTGGAGTTGGTGTCGGCA

FEorrrrrrrrrrererrrrrererrrrerr rrrrerrrrrrrer rrrr rr ot
CAGACGTGGAGAAAAAGATTAGAGAAGCTCAGGACCATATGGCTGGGGTCGGCGTGGGCA

TCAGCGAYGAGCTCATCAGCCTGGAAGTGACATCAGCTGATGTTCCCGACCTCACACTTA

R N
TCAGCGACGAGCTCATCAGCCTGGAAGTAACGTCAGCTGATGTTCCAGACCTCACGCTCA

TTGATCTGCCTGGTATTGCCCGTGTGGCAGTTAAAGGCCAACCAGAGAATATTGGTGAAC

FErrrrrrrrrrerrrerreerrrrr et rrr e e e et re rrrd
TTGATCTGCCTGGTATTGCCCGTGTGGCAGTCAAAGGCCAACCGGAGAACATCGGAGAAC

AGATAAAAAGGCTAATCAGAAAGTTCATCACAAAGCAAGAAACCATCAATCTGGTGGTGG

e e rerrr rerr rrrrrrrrr e rrr e e e e e
AGATTAAGAGGCTGATCAAAAAGTTCATCACAAAGCAAGAAACCATCAACCTGGTGGTGG

TGCCATGTAACGTGGACATAGCCACTACYGAAGCATTAAAGATGGCTCAGGAGGTTGATC
N R RN
TGCCGAGTAACGTGGACATCGCCACTACTGAAGCGTTGAAGATGGCTCAGGAAGTTGATC
L 2
CAAATGGCGAGAGAACCCTTGGCATTCTAACAAAGCCCGACCTGGTGGATAAAGGCACGG
FErrrrerrrrrrererrr rererrreer e et e et
CAAATGGCGAGAGAACCCTCGGCATCCTAACGAAGCCTGACCTGGTGGATAAAGGCACGG

AGGATACGGTGGTGTCYGTCATCCATAACGAGGTCATCTMCCTYACTAAAGGCTACATGA
R R e e R N R R R R
AGGAGACGGTGGTGTCCATCATCCATAACGAGATCATTTACCTCACCAAAGGCTACATGA
<+
TTGTCAGGTGTAGAGGACAGAAGGAGATCATGGACCGTGTCTCTCTACGCGAAKCCACTG
N NN
TCGTCAGGTGCAGAGGGCAGAAGGAGATCATGGACCGCGTCTCTCTGCACGAAGCCACCG

AGAAGGAGAAGGACTTCTTCAAAAATCACCCACATTTCAGTACACTGTATGAWGAASACA

Lreerrreeererrrerer rer e rrrrrrrrr e et rrrr e rer
AGAAGGAGAAGGACTTCTTTAAAGACCACCCACATTTCAGCACACTGTATGAGGAAGGCA

TGGCCACCATTCCAAACCTG 643

[
TGGCCACCATTCCCAACCTG

Gene TNF-a : Rhamdia quelen x ictalurus punctatus
>
AACCAGATGA-ACASAAGAAATCAAACACACGCTGAGGCAGATTTCCGAGACGGCGAAAG

R R e R R R R R N R R
AACCAGACGAGACCCAAGAAATCAAGCACTCTCTCAGGCAGATTTCCCAGACTGCGAAGG

CRGCGATCCATCTCKCAGGTAACGGGTACA--~--~ CTGG----GAAC---TCGCTTCACT
Forrrrrrrrrrer rreer i [ Lol (N N
CTGCGATCCATCTCTCAGGTCAC---TACAACCCGCAGGTTTCGAGCGTATCTATGCAGT
<+
GGTTCACCAACGCAGACCAGTCCTTCTICTTCAGGATTAAAACTGGAGAAAAACAAGATCA
PEEEE ot rrrrrerrrerrrer e rrrr et e ot rrrrrd
GGTTCGACAACGCAGACCAGTCCTTCTCTTCAGGCTTGAAACTGGAGGACAACGAGATCA

AGATTATGCGTACCGGTTTGTACTTCRTMTACAGCCAGG 242

LR 10 R
AGATTCTCCGCGACGGCCTCTACTTCGTCTACAGCCAGG 488
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83

443
143
503
203
563
263
623
323
683
383
743
443
803
503
863
563
923
623

983

95

332
143
389
203

449



quelen
punctat
quelen
punctat
quelen
punctat
quelen

puncta

Gene IRAK 4: Rhamia quelen x Ictalurus punctatus

GGAGTCCGGA-AGA-TTTCCAGCAGCACCACACC-AAGCTGAAGAYGTCTGATTTTGGGG
FErrerre rr et rerrrrrerrrrrrer e rrrrrrrrrr et e rr e
GGAGTCCAGACAGAATTTCCAGCAGCACCACTCCGAAGCTGAAGACGTCTGATTTTGGGG
>
GGATCTCTCCTCTCAGCGCCTCTGGAGCCATGTAAGCCGTCGTACCCACAATCCTCTCTG
L e
TGATCTCTCCTCTCAGGGCCTCTGGTGCCATGTAAGCCGTCGTACCCACAATTCTCTCGG

TAATCACYGWCGTACACGTGAGCTTTCCGGATGCTCGTGTTAAACCAAAATCTGAAATCT
R e e e e e R R R R
TAATCACCGTCGTGCATGAAAGCTTAGCCGATGCTCGCGTTAAACCAAAATCTGAAATCT
<«
TAGCAATGAAGGATTCGTCCAATAAGAAATTCCCACTTTTCACATCTC 254
N N R R R R R RN
TGGGGACGAACGATTCATCCAACAAGATATTCCCACTTTTCACATCTC 941
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86
1109
146
1049
206

989
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Figura 4:
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4. CONCLUSOES

Com a realizagdo deste estudo, nos concluimos que a exposi¢cdo ao herbicida atrazina
causa reducdo da expressao de genes fundamentais para a resposta imunologica. Os resultados
foram semelhantes em peixes expostos a concentragdes de atrazina na agua (in vivo), e em
leucocitos mononucleares de peixes expostos a atrazina em cultivo celular (in vitro).

Foi previamente demonstrado que a exposi¢do a atrazina causa um efeito deletério no
sistema imune inato, com reducao do indice fagocitario e da taxa de sobrevivéncia apds o
desafio com Aeromonas hydrophila. Neste estudo noés evidenciamos que o provavel

mecanismo pelo qual ocorre a imunossupressdo ¢ por uma diminui¢cdo na expressdo de genes
imunes, como o TNF-a, IL-1B, IRAK4, fundamentais para o inicio do processo inflamatorio, e
como a mieloperoxidase, enzima envolvida na destruicao de patdégenos apos a fagocitose.

O sistema imune de peixes ¢ um indicador sensivel da presenga de poluentes
ambientais, e alteragdes no sistema imune causadas por produtos quimicos reduzem a
capacidade de prote¢cdo contra infecgdes. Os peixes sdo considerados organismos em situagao
de alto risco para a modulagdo da resposta imunolédgica por produtos quimicos no ambiente
aquatico, pois eles estdo direta e constantemente expostos a estes produtos. Aqui nos
demonstramos que baixas concentracdes de atrazina na adgua prejudicam o sistema imune de

peixes, aumentando a susceptibilidade a infecgdes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de produtos quimicos na agricultura vem aumentando gradativamente e a
consequéncia disso ¢ o acimulo destes produtos e de seus residuos no meio ambiente. Dentre
os defensivos agricolas, os herbicidas sao amplamente utilizados, sendo importante identificar
qual o impacto destes produtos em espécies aquaticas. Estudos anteriores demonstraram que a
presenca de herbicidas na 4gua causa alteragdes no sistema imune dos peixes, porém o
mecanismo pelo qual estas alteracdes ocorrem ainda ndo foi esclarecido. Neste estudo,
avaliamos a expressao de genes imunologicos especificos em jundids expostos ao herbicida
atrazina para estabelecer quais as vias moleculares envolvidas nas alteragdes observadas no
sistema imune.

O primeiro desafio para a realizacdo desta pesquisa foi a selecdo de primers que
amplificassem sequéncias génicas especificas de Jundids, uma vez que dos genes avaliados,
apenas a sequéncia da - actina estava disponivel no Genbank. A metodologia para sele¢do de
primers de baseou em compara¢des de sequéncias génicas em espécies de peixes com
proximidade filogenética com o Jundia. Obtivemos sucesso na sele¢do de primers para PCR
convencional e a partir do sequenciamento dos fragmentos amplificados, selecionamos os
primers para qPCR, permitindo assim a avaliacdo da expressao génica em Jundias.

Na avaliac¢ao da expressao gé€nica observamos que houve uma reducao na expressao de
genes imunologicos na avalia¢ao in vivo e in vitro. Reforgando a hipdtese de que os efeitos
deletérios previamente observados no sistema imune ocorrem devido a uma redugdo na
expressao de genes fundamentais para a resposta imune.

Este é o primeiro estudo que avalia expressdo de genes imunoldgicos do Rhamdia
quelen, bem como realiza cultivo celular desta espécie. A partir da metodologia de selegdo de
primers, verificamos que ¢ possivel avaliar a expressao génica de uma espécie mesmo sem ter
disponivel a sequéncia do gene.

Por fim, nossa perspectiva ¢ sequenciar os genes avaliados neste estudo através de kits

de PCR 3’ ¢ 5 RACE e depositar as sequéncias no Genbank.
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