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AhR Receptor de hidrocarbonetos aromáticos

AMPc Monofosfato de Adenosina Cíclico
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E2 Estradiol
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OMM Membrana Mitocondrial Externa 

PKA Proteina Kinase A

SF-1 Fator Esteroidogênico tipo 1 

StAR Proteína Reguladora da Esteroidogênese Aguda 

START Domínio de Transferência Relacionado a Lipídeos da StAR 

TIF-2 Fator Inibitório tumoral 2

17Β-HSD 17B- hidroxiesteróide desidrogenase
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1. Resumo 

Grande abundância de contaminantes são liberados nos corpos de água com 

potencial  efeito  sobre  os  animais  que  habitam  este  ecossistema. 

Desreguladores endócrinos são substâncias que podem interferir no sistema 

endócrino  de diferentes maneiras,  apresentando em alguns casos atividade 

estrogênica, e/ou afetando diretamente a via de produção ou degradação do 

estrogênio o qual pode prejudicar o sucesso reprodutivo das espécies afetadas. 

O colesterol é precursor na síntese dos esteróides gonadais: progestágenos, 

andrógenos e estrógenos.  A proteína reguladora da esteroidogênese aguda 

(StAR)   disponibiliza  o  colesterol  na  membrana mitocondrial  interna para  a 

atuação  da  primeira  enzima  da  esteroidogênese  (P450scc)  sendo  este 

transporte um ponto limitante de regulação da esteroidogênese. Aromatase é a 

enzima responsável pela transformação final dos andrógenos aromatizáveis em 

estrógenos. Em peixes são conhecidas duas isoformas da Aromatase, uma que 

é  codificada  preferencialmente  nas  gônadas  pelo  gene  CYP19A1 e  outra 

preferencialmente no cérebro pelo gene CYP19A2. Pela sua relevância nestes 

dois  pontos  da  esteroidogênese,  foi  avaliada  a  expressão  dos  genes  que 

codificam para a proteína StAR e a enzima Aromatase em machos e fêmeas do 

peixe (Poecilia vivipara) colonizador do ambiente estuarino. Nossos resultados 

mostraram em fêmeas de  P. vivipara atividade esteroidogênica no intestino e 

fígado,  fato  que  merece  estudos  adicionais.  Os  resultados  apresentados 

mostraram em machos de P. vivipara a existência de esteroidogênese completa 

no sistema nervoso. Para analisar o efeito sub-crônico (96h) da exposição na 

água a dois poluentes com atividade estrogênica, Atrazina (ATR) e Bisfenol A 

(BPA)  em concentrações  ecologicamente  relevantes  (2,  10  e  100  μg/L)  foi 

avaliada (em machos) a expressão dos genes  StAR  e  CYP19A2  de  Poecilia 

vivipara.  Nenhuma das concentrações de ATR alterou a expressão de  StAR 

nem de CYP19A2  quando analisadas no cérebro. A exposição a 10 μg/L de 

BPA tanto  na  gônada  como  no  cérebro  gerou  aumento  da  expressão  de 

CYP19A2 (duas vezes na gônada)  e na concentração 100  μg/L aumentou a 

expressão de StAR nas gônadas (seis vezes). Em nível comportamental foram 
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caracterizados  dois  movimentos  clássicos  do  cortejo  nos  poecilídeos  o 

“gonopodial thrusting” e o “sigmoid display”, e foi medida sua frequência nos 

animais  expostos  a  diferentes  concentrações  de  BPA.  A  frequência  do 

“gonopodial thrust” foi diminuída significativamente (p<0.05) pelas exposições a 

BPA 2  µg/L e 100 µg/L. O “sigmoid display” não foi afetado significativamente 

por nenhuma das concentrações, embora a resposta apresentou semelhança 

com os registros do “gonopodial thrust”. “Simgoid display” e “gonopodial thrust” 

apresentaram  correlação  (87%)  significativa  (p<0.05),  “Sigmoid  display”  e 

“gonopodial  thrust”  mostraram  uma  correlação  de  98  e  91% (p<0.05)  com 

CYP19A2,  respectivamente.  Finalmente  a  exposição  ao  BPA mostrou  uma 

resposta não monotônica para StAR, CYP19A2, “gonopodial thrust” e “sigmoid 

display”.  Estes  achados  indicam  que  em  machos  de  P.  vivipara tanto  a 

expressão  de  CYP19A2 e  o  comportamento  reprodutivo  sofrem  alterações 

quando expostos a BPA.

2. Introdução

Atividades agrícolas,  industriais  e domésticas,  liberam no ambiente grandes 

volumes de contaminantes. Alguns destes químicos, tanto de origem natural 

como sintética, afetam a função endócrina dos organismos, e são denominados 

Desreguladores Endócrinos (DEs). Entre os DEs são foco de nosso estudo dois 

contaminantes presentes no ambiente aquático, a Atrazina (ATR), um herbicida 

empregado  mundialmente  e  o  Bisfenol  A  (BPA)  utilizado  na  produção  de 

plásticos.  Estes  dois  contaminantes  por  meio  de  mecanismos  complexos  e 

pouco  entendidos  afetam  a  esteroidogênese  gerando  maior  atividade 

estrogênica.  Em  resumo,  ATR  atua  sobre  receptores  nucleares  da  família 

NR5A,  tal  como  o  fator  esteroidogênico  tipo  1  (SF-1)  e  também  sobre  o 

elemento  de  resposta  ao  AMPc  (CRE).  O  BPA  age  principalmente  sobre 

receptores de estrógeno (ERα, β e ). ɣ

A esteroidogênese é  um processo  multienzimático  regulado por  um grande 

número fatores, sendo que os DEs podem interferir em diferentes pontos desta 
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via.  Com o objetivo de melhorar a compreensão dos  mecanismos envolvidos 

na desregulação  endócrina  do ATR e  BPA  foi  estudada  no  peixe  Poecilia 

vivipara, a  expressão  gênica  da  proteína  StAR  (proteína  regulatória  da 

esteroidogênese  aguda)  por  ser  limitante  na  síntese  de  esteroides  e  da 

CYP19A2 (aromatase cerebral) enzima envolvida na síntese de estrógenos a 

partir de andrógenos aromatizáveis. Em peixes são conhecidas duas isoformas 

da  Aromatase,  codificadas  por  dois  genes  diferentes  o  CYP19A1 para  a 

aromatase gonadal e CYP19A2 para a aromatase cerebral, cada um de estes 

genes pode responder diferencialmente a DEs pelas suas diferenças na região 

promotora. A esteroidogênese que ocorre no cérebro permite a disponibilidade 

de  estrógenos  que  agem como fatores  tróficos,  intervêm em processos  de 

neurogênese e neuroproteção e determinam o comportamento sexual (Tsutsui 

et al., 2000).  Sendo este último de grande interesse devido a que segundo 

alguns toxicologistas o comportamento pode ser um biomarcador mais sensível 

e  efetivo  para  avaliar  efeitos  agudos  de  contaminantes  já  que  podem  ser 

evidenciados precocemente em resposta a pequenas mudanças hormonais, e 

é bastante útil frente a o efeito de substâncias que não tem uma relação dose-

resposta diretamente proporcional (Clotfelter et al., 2004).

2.1. Poecilia vivipara 

Poecilia vivipara (guarú) é um peixe que pertence à família dos Poeciliidae, os 

quais  têm  reprodução  gonocorística  ou  bissexuada  com  ovoviviparidade;  o 

dimorfismo sexual é tardio (a partir de aproximadamente 15 mm), em que o 

terceiro ou quarto raio da nadadeira anal se fundem, formando o gonopódio ou 

órgão  copulador,  os  machos  são  geralmente  menores  do  que  as  fêmeas 

(Mendonça e Andreata, 2001). 

Os  poecilídeos  apresentam  uma  notável  adaptação  reprodutiva,  tendo 

desenvolvido a capacidade de fertilização interna, com várias modificações no 

sistema  reprodutivo,  como:  tamanho  e  número  de  ovos,  tamanho  dos 

embriões,  tamanho  dos  jovens  recém-nascidos,  quantidade  de  suplemento 

nutricional da mãe para os embriões, grau de desenvolvimento placentário e de 
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superfetação, variações no intervalo e períodos de gestação da prole, duração 

do  período  reprodutivo  e  duração  da  vida  reprodutiva,  mudando  assim  o 

conjunto de estratégias reprodutivas utilizadas (Thimbault e Shultz, 1978). Seu 

estilo reprodutivo é de carregador interno obrigatório, ou seja, a fecundação é 

sempre interna e as fêmeas carregam os embriões e/ou jovens (Mendonça e 

Andreata, 2001).

A  proporção  de  fêmeas  a  machos  é  3:1;  os  embriões  apresentam  quatro 

estágios  de  desenvolvimento  até  o  dia  que  atingem  a  maturidade  sexual,  

depois  dos  15mm.  O  primeiro  estágio  apresenta  embriões  menos 

desenvolvidos,  não  sendo  possível  ainda  observar  nenhuma  característica 

específica, por esta ser a fase mais elaborada, os embriões são intimamente 

ligados  à  mãe  e  com  uma  abundante  camada  de  vitelo,  podendo  ser 

considerada como "fase ovo"; o segundo estágio apresenta embriões maiores, 

com uma menor camada de vitelo, observando-se pequenos olhos; no terceiro 

estágio, os embriões já se situam fora da camada de vitelo, com a formação 

das nadadeiras; no quarto estágio, os embriões são bem maiores do que a 

camada  de  vitelo,  observando-se  as  nadadeiras  e  as  pigmentações 

características da espécie (Mendonça e Andreata, 2001). 

2.1.1. Comportamento Reprodutivo

Devido  ao  seu  tipo  de  reprodução,  os  poecilídeos  apresentam  um 

comportamento de cortejo e cópula facilmente quantificável (Schröder e Peters, 

1988). 

Segundo  Farr  (1980)  o  cortejo  é  o  primeiro  determinante  do  sucesso 

reprodutivo em machos, pois os machos mais ativos têm uma chance maior de 

achar  fêmeas  receptivas  e  são  preferidos  por  elas.  Quando  os  machos 

competem  pela  inseminação  da  mesma  fêmea,  seu  sucesso  corresponde 

amplamente  à  quantidade  relativa  de  atos  de  cortejo  previamente  exibidos 

(Farr; 1980; Schröder e Peters, 1988) ou taxa de cortejo, que pode ser alterada 

quando um macho corteja a fêmea frente a outras fêmeas ou outros machos 
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(Farr,  1980).  Os  machos  de  guarú maximizam sua  atividade  de  cortejo  na 

presença  de  um competidor  e  a  atividade  de  cortejo  de  dois  machos  que 

competem pode ser quantificada simultaneamente (Schröder e Peters, 1988).

A  exibição  de  cortejo nos  machos  de guarú consiste  num  arqueamento 

sigmoidal  do  corpo,  com  as  nadadeiras  ímpares,  totalmente  estendidas 

(“exibição  aberta”)  ou  fechadas  (“exibição  fechada”).  As  taxas  de  exibição 

aberta  ou fechada podem variar  dependendo de mudanças na fertilidade e 

receptividade da fêmea (Farr, 1980). Durante a cópula, os intentos do macho 

de levar seu gonopódio (nadadeira anal modificada em órgão da cópula) para 

uma  posição  que  permita  alcançar  o  poro  genital  feminino  é  chamado  de 

“gonopodial thrusting” acontece mais frequentemente quando as fêmeas não 

estão na fase receptiva do seu ciclo reprodutivo (Farr, 1980; Schröder e Peters, 

1988). 

Classicamente acreditava-se que as substâncias em geral apresentavam uma 

relação linear dose-resposta. Recentemente, é aceito que muitas substâncias 

não obedecem a este dogma, e a detecção de respostas não lineares e uma 

área  na  que  os  estudos  comportamentais  podem  fazer  contribuições 

significativas à ecotoxicologia (Clotfelter et al., 2004). Sendo o comportamento 

sensível, mesmo a pequenas mudanças nos níveis hormonais, os critérios de 

julgamento de parâmetros comportamentais brindam uma boa resposta para a 

detecção  de  relações  não lineares  (vom Saal  et  al.,  1995;  Clotfelter  et  al., 

2004).  As  medidas  comportamentais  têm  grande  potencial  como 

biomarcadores de desrregulação endócrina, porque o comportamento é uma 

manifestação física da resposta ao ambiente (Clotfelter et al., 2004).

Existem poucos biomarcadores com a capacidade de vincular a exposição a 

xenoestrógenos que comprometam a capacidade reprodutiva  (Bayley  et al., 

1999). O sucesso reprodutivo de muitos animais depende fortemente da sua 

habilidade  de  desenvolver  um comportamento  sexual  adequado,  estando  a 

exibição sexual dos machos de guarú fortemente ligada ao sucesso reprodutivo 

(Bayley et al., 1999).
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2.2. Esteroidogênese

Os  esteróides  são  uma  variedade  de  compostos  lipóides,  todos  com  uma 

estrutura  básica  derivada  do  colesterol  com  quatro  anéis  carbônicos 

conhecidos como ciclo-pentano-per-hidro-fenantreno ou núcleo esteroide. Entre 

os  compostos  esteróides naturais  estão os  corticosteróides e  os  esteroides 

sexuais gônadais: andrógenos, estrógenos e progestógenos (Norris, 2007). 

Os hormônios esteróides são sintetizados nos tecidos esteroidogênicos, como 

ovário,  glândula  suprarrenal  e  placenta  a partir  de um precursor  comum, o 

colesterol  (Norris,  2007).  Estes  hormônios  regulam  diferentes  funções 

fisiológicas,  incluindo o controle do processo reprodutivo,  o  metabolismo de 

carboidratos e o equilíbrio osmótico (Whitfield  et al., 1999). É bem conhecido 

que  os  hormônios  esteróides  têm  múltiplos  efeitos  na  função  e  estrutura 

cerebral  no  desenvolvimento  e  em  adultos  (Schumacher  et  al.,  1996).  A 

progesterona e seus derivados reduzidos são reconhecidos por  promover a 

mielinização dos nervos periféricos após uma lesão (Koenig  et al.,  1995). A 

plasticidade  cerebral  também é  regulada  por  esteróides  como  Dehidro-Epi-

Androsterona (DHEA) ou estradiol. Estes esteróides afetam a neurotransmisão 

(Schumacher et al., 2000), a formação de espinhos dendríticos (Compagnone e 

Mellon, 1998; Segal e Murphy, 2001) potenciação a longo termo, depressão 

(Yoo et al., 1996; Foy, 2001) e aprendizado (Schumacher et al., 2000; Holmes 

et al.; 2002, Sierra, 2004).

Todos  os  esteróides  biorreguladores  são  sintetizados  a  partir  do  colesterol 

(esteróide C27) (Fig. 1), num processo denominado esteroidogênese, que inicia 

com o colesterol  exógeno ou com uma série  de reações intracelulares que 

transformam o acetato (acetil-coenzima A) em colesterol  (Norris,  2007).  Por 

muitos anos acreditou-se que o colesterol entrava na membrana mitocondrial 

por  difusão  simples.  Entretanto,  recentes  descobertas  tem  identificado  a 

proteína  StAR,  a  qual  facilita  a  transferência  de  colesterol  da  membrana 

mitocondrial  externa  para  a  membrana  mitocondrial  interna  onde  está 

localizada a P450scc. Os níveis da proteína StAR determinam a capacidade de 
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uma célula transformar colesterol em pregnenolona. Por esta razão, pode ser 

considerado este o passo limitante na esteroidogênese, embora a StAR não 

seja uma enzima (Norris, 2007). A remoção da cadeia lateral do colesterol é 

realizada pela enzima que cliva a cadeia lateral associada com a membrana 

mitocondrial  interna,  P450scc  (citocromo  P450  da  família  11,  subfamília  A, 

CYP11A).  Um  passo  chave  posterior  a  clivagem  da  cadeia  lateral,  é  a 

transformação  de  pregnenolona  a  progesterona,  a  que  envolve  a 

movimentação da dupla ligação do anel  B ao anel  A (troca de Δ5 a Δ4 e 

transformação do grupo álcool (-OH) do carbono 3, numa cetona (=O) (Norris, 

2007).  A  testosterona,  o  hormônio  andrógeno  de  muitos  vertebrados,  é 

sintetizada  a  partir  de  androstenediona,  pela  enzima  17β-hidroxiesteróide 

desidrogenase  (17β-HSD),  a  qual  pode  ser  transformada  pela  enzima 

aromatase, P450arom ou CYP19 (citocromo P450 da família 19), que gera a 

perda de um carbono e a aromatização do anel A para produzir estradiol, um 

esteróide C18 (Norris, 2007).

2.2.1 StAR

A proteína reguladora da esteroidogênese aguda, StAR, media o fluxo rápido 

de  colesterol  da  membrana  mitocondrial  externa  (OMM)  para  a  membrana 

mitocondrial  interna  (IMM),  permitindo  as  células  esteroidogênicas  fazer 

grandes quantidades de esteróides em curto tempo (Miller, 2007).

O passo chave da esteroidogênese, é o acesso do colesterol à primeira enzima 

esteroidogênica  P450scc.  P450scc está  localizada na IMM enquanto  que o 

colesterol  para  a  esteroidogênese  acumula  se  na  OMM,  o  espaço 

intermembrana aquoso não permite que o colesterol de natureza hidrofóbica 

difunda  numa  taxa  suficiente  para  explicar  a  quantidade  de  esteróides 

produzidos nos tecidos esteroidogênicos após estimulação hormonal (Stocco, 

2001). Como resultado, precisa se que uma proteína entregue o colesterol para 

a IMM, e por tanto o acesso de colesterol a P450scc é o passo limitante na 

esteroidogênese (Miller, 1995). Embora o mecanismo pelo qual a StAR media o 
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transporte de colesterol para o interior da mitocôndria tenha sido amplamente 

estudado, ainda não é bem conhecido (Sierra, 2004).

StAR é sintetizada como uma proteína de 37kDa, que é rapidamente importada 

na mitocôndria e processada a uma forma madura inativa de 30kDa que se 

acha na matriz mitocondrial  (Sierra,  2004). A região C-terminal chamada de 

domínio  de  transferência  relacionada  a  lipídeos  da  StAR  (START),   é 

biologicamente ativa e contem um saco hidrofóbico que pode estar implicado 

na “dessorção”  do colesterol da OMM (rica em colesterol) para a IMM (pobre 

em  colesterol).  O  domínio  N-terminal  da  StAR  ancora  esta  proteína  na 

mitocôndria e a clivagem deste domínio termina com a entrega do colesterol 

para a P450scc (Sierra, 2004).

 

A regulação da expressão do gene StAR é complexa, e dentre os mecanismos 

conhecidos, está a via AMPc/PKA. Vertebrados apresentam os elementos de 

resposta  presentes  no  promotor  da  StAR  para  os  fatores  de  transcrição 

conhecidos  por  mediar  as  respostas  de  AMPc.  Dentre  estes,  estão o  fator 

esteroidogênico tipo 1 (SF)-1, a proteína ativadora (AP)-1, a proteína ligante do 

elemento  de  resposta  a  AMPc  (CREB).  Apesar  de  alguns  elementos  de 

resposta no promotor da  StAR serem bem conhecidos, sabe-se que existem 

também  múltiplos elementos de transcrição com função ainda desconhecida 

(Kocerha et al., 2009).

 
2.2.2 Aromatase

Aromatase (enzima CYP19, citocromo P450arom) catalisa a transformação dos 

andrógenos em estrógenos (Hinfray. et al., 2006; Forlano et al., 2006; Lassiter 

e  Linney,  2007;  Huang  e  Leunga,  2009).  A  aromatase  é  um  membro  da 

superfamília  das  enzimas  citocromos  P450,  é  a  única  enzima  que  nos 

vertebrados pode criar um anel aromático nos andrógenos, passo necessário 

para a formação dos compostos estrogênicos (Forlano et al., 2006). A CYP19 é 

codificada pelo gene CYP19 (Tong e Shung, 2003; Forlano et al., 2006).

Os  estrógenos  cumprem  um  importante  papel  nos  processos  anátomo-

funcionais e comportamentais dos vertebrados. Durante o desenvolvimento os 
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estrógenos agem diretamente na diferenciação e no dimorfismo sexual (Tong e 

Shung, 2003). No tecido nervoso, os estrógenos participam em processos de 

neurogênese  (Mouriec  et  al.,  2009),  afetam  a  proliferação  e  sobrevivência 

neuronal, a morfologia e a sinaptogênese (Callard  et al., 2001, Forlano et al., 

2006).  Como  metabólito  central  dos  andrógenos  produzidos  local  ou 

perifericamente, os estrógenos podem ligar-se nos receptores de estrógeno e 

assim modular a transcrição de numerosos genes ou ativar a sinalização de 

vias de transcrição para a modulação da fisiologia celular, ligar a subunidades 

receptoras  de  neurotransmissores  e  agir  como  fatores  de  crescimento 

mediante interações com receptores (Forlano et al., 2006).  

Diferentemente dos mamíferos, muitos peixes teleósteos possuem duas formas 

do gene CYP19 no seu genoma (loci diferentes para  CYP19A1 e  CYP19A2), 

produzindo, assim, dois diferentes DNAs que são expressos diferencialmente 

no cérebro e ovário (Callard  et al., 2001;Tong e Shung, 2003; Hinfray  et al., 

2006;  Lassiter  e  Linney,  2007).  O  gene  CYP19A2 é  expresso 

predominantemente  no  cérebro,  porém  no  ovário  o  gene  CYP19A1 é  o 

predominante (Hinfray  et al., 2006, Cheshenko  et al., 2008). No peixe-zebra, 

CYP19A2 codifica a isoforma de P450aromB no cérebro,  retina e pituitária, 

tecidos que expressam altos níveis do RNAm  e da enzima, no ovário o RNAm 

da outra isoforma, P450aromA, é codificado pelo gene CYP19A1 (Hinfray et al., 

2006). Existem evidências da expressão destes genes fora do cérebro e do 

ovário para algumas espécies de teleósteos (Forlano et al., 2006).

Comparações na sequência e análises filogenéticas  indicam que as formas 

derivadas de P450arom no cérebro e no ovário de alguns peixes são ortólogas 

das aromatases previamente identificadas em mamíferos e aves, membros de 

clados  parálogos  com a  linhagem  dos  peixes,  que  têm múltiplos  loci  para 

cópias únicas de genes em mamíferos, o qual presume é a consequência de 

um evento de duplicação precoce no genoma em ancestrais de peixes (Kishida 

e Callard, 2001).

O cérebro de peixes teleósteos apresenta grandes concentrações da enzima 

P450aromB e alta expressão do gene CYP19A2, sendo estes níveis mais altos 

dos  apresentados  em  outros  vertebrados  (Callard  et  al.,  2001).  O  gene  é 

15



altamente  sensível  a  andrógenos  e  estrógenos,  por  estas  razões  peixes 

teleósteos são modelos ideais para pesquisar os efeitos dos estrógenos em 

diferentes  processos  de  desenvolvimento,  neurogênese,  neuroplasticidade, 

(Kishida  e  Callard,  2001;  Hinfray  et  al.,  2006;  Mouriec  et  al.,  2009)  e  a 

influência  de  substâncias  externas  ao  organismo  que  podem  interferir  na 

expressão da aromatase  nas diferentes etapas do desenvolvimento.   

Muitas substâncias nos ecossistemas aquáticos podem atuar adversamente na 

expressão e atividade da aromatase nos ovários e no cérebro. Em adultos de 

peixe-zebra, tratamentos com estradiol (E2) não tem efeito na expressão ou 

atividade  da  aromatase  no  cérebro,  contudo,  nos  estágios  larvais,  o  E2 

aumenta  fortemente  a  expressão do  CYP19A2.  Porém,  a  indução do gene 

CYP19 dependente dos estrógenos pode ser bloqueada por um co-tratamento 

com um excesso do antagonista puro do receptor de estrogênio (ER), o ICI182-

780,  indicando que ER funcionais estão envolvidos.  No cérebro dos peixes 

teleósteos, o gene  CYP19 está sob o controle de retro-alimentação positiva 

pelo E2, principal produto da aromatização (Hinfray et al., 2006).

A  regulação  do  estradiol  mediada  pelos  ERs  envolve  o  ERE  (o  elemento 

responsivo a receptor de estrógeno), localizado no promotor do gene CYP19A2 

(Mouriec et al., 2009).

    
2.3. Desreguladores Endócrinos (DEs)

São  definidos  como  desreguladores  endócrinos  “agentes  exógenos  que 

interferem com a síntese, secreção, transporte,  ligação, ação ou eliminação 

dos  hormônios  naturais,  os  quais  são  responsáveis  pela  manutenção  da 

homeostase, reprodução, desenvolvimento e/ou o comportamento”. O termo foi 

proposto em 1991, numa conferência organizada pela Doutora Theo Colborn 

(Colborn e Clement, 1992). O termo foi cunhado pela cientista ao observar as 

alterações  endócrinas  que  sofriam  animais  silvestres  expostos  a  poluentes 

ambientais. Entre os DEs se incluem químicos que atuam como agonistas ou 
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antagonistas dos receptores de estrogênio (ERs), receptores de andrógenos, 

receptores do hormônio tireóideo e outros. 

Existem controvérsias e debates acerca de existência de curvas dose-resposta, 

efeitos  a  baixas  doses  e  a  importância  de  considerar  períodos  críticos  de 

exposição nos delineamentos experimentais (Vandenberg et al., 2009). Esses 

debates abrangem também o possível efeito da exposição intrauterina ou pós-

natal  dos  DEs  no  potencial  reprodutivo  de  animais  de  pecuária  (Sweeney, 

2002). 

Entre os DEs, incluem-se compostos naturais e sintéticos no ambiente, que 

podem alterar a fisiologia normal e a endocrinologia de espécies domésticas e 

silvestres. Atualmente tem aumentado o número de pesquisas que consideram 

os efeitos adversos dos DEs em peixes teleósteos, e sua influência no declínio 

das populações, afetando as funções endócrinas, a produção do precursor da 

proteína vitelogenina no vitelo (VTG) nos machos e jovens e o desenvolvimento 

das  gônadas.  Porém,  os  delineamentos  experimentais  têm  focado 

principalmente em peixes adultos sem considerar os efeitos dos DEs em baixas 

concentrações em fases iniciais do desenvolvimento (Jin et al., 2009).

Devido a sua alta sensibilidade aos estrógenos o gene CYP19 é um alvo para 

certas  substâncias  químicas  desreguladoras  endócrinas  com  atividade 

estrogênica. Estudos recentes demonstram claramente os efeitos dos DEs na 

expressão  do  CYP19A2 (Cheshenko  et  al.,  2008;  Mouriec  et  al.,  2009). 

Lembrando  que CYP19A2 se expressa  primordialmente  no  cérebro,  é 

importante  enfatizar  que existe  evidência  crescente  de  que  os  DEs podem 

afetar  o  desenvolvimento  cerebral  e  potencialmente  causar  alterações 

comportamentais e no aprendizado (Mouriec et al., 2009).

2.3.1.  Bisfenol A

Bisfenol-A (BPA) é uma sustância química de origem industrial,  utilizada na 

manufatura do policarbonato e numerosos artigos plásticos. Estudos recentes 

demonstram  que  BPA  pode  ser  lixiviado  de  muitos  produtos,  incluindo 

embalagens  plásticos  de  bebidas  e  alimentos,  mamadeiras  de  plástico  e 
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selantes  odontológicos  (Lyons,  2000;  Le  et  al.,  2008),  poluindo  os 

ecossistemas marinho, de água doce e terrestre. Têm se demonstrado que a 

contaminação por BPA é amplamente difundida em indivíduos pertencentes a 

populações industrializadas (Le et al., 2008). O BPA é onipresente no ambiente 

e, em estudo realizado no Brasil o BPA foi o xenoestrógeno mais detectado em 

águas de rios, águas de esgotos e até em água da rede pública, com altas 

concentrações que oscilaram entre 25-84 ng/L (Sodré et al., 2010).

A  molécula  de  BPA  é  constituída  por  dois  anéis  de  benzeno  e  dois  

substituintes OH, que ajustam no local de ligação do ER (Vandenberg et al ., 

2009),  atuando  como  composto  estrogênico  que  também  possui  outras 

atividades  como  desregulador  químico  mediando  múltiplos  caminhos 

moleculares (Le  et al., 2008). BPA interage com os receptores de estrógeno,  

ERα, ERβ e ERγ, com maior afinidade pelo ERβ,  (Le  et al., 2008; Suzawa e 

Ingraham,  2008;  Vandenberg  et  al.,  2009).  Adicionalmente,  BPA  interage 

também  com  o  receptor  de  andrógenos  (AR),  apresentando  então  tanto 

atividad estrogênica quanto anti-androgênica (Bondesson et al., 2009).

Estudos desenvolvidos no ERα têm identificado duas regiões de transactivação 

AF1 (na região amino terminal) e AF2 (na região carboxila terminal). Agonistas 

de ER são subdivididos baseados na sua habilidade de ativar estas regiões. A 

ligação  de  xenoestrógenos  a  ERs  altera  sua  habilidade  para  recrutar  co-

ativadores que podem ser importantes para diferenciar respostas dependentes 

de tecido. Por exemplo, análises bioquímicas indicam que BPA pode induzir 

grandes câmbios na expressão de genes em células que contem ERβ onde 

TIF2 é o co-ativador alvo. Baseados em estudos moleculares e bioquímicos, se 

propõe que as diferenças na capacidade do ERα ou ERβ em recrutar seus co-

ativadores  podem ser  modificadas pelo  BPA o  qual  pode  contribuir  para  o 

entendimento das complexas respostas tecido-específicas observadas frente a 

exposições a BPA (Vandenberg et al., 2009).

Espécies  que  carecem  de  cromossomas  sexuais,  como  alguns  peixes, 

anfíbios  e  alguns  invertebrados,  são  especialmente  sensíveis  a  fatores 

ambientais  que  perturbam  os  níveis  de  esteróides  sexuais  (Suzawa  e 

Ingraham,  2008).  Devido  à  atuação  do  BPA  como  estrogênico  em  baixas 
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concentrações (por exemplo, 10-7 e 10-8 M), ocorre um aumento significativo no 

número de fêmeas em Xenopus laevis (Levy et al., 2004). Tais alterações na 

proporção  de  machos  e  fêmeas  têm  importantes  implicações  ao  nível 

populacional.  BPA estimula a produção de ovos em gastrópodes e causa o 

inchamento  das  glândulas  sexuais  femininas,  bloqueando  então  os  ductos, 

impedindo  que  os  ovos  sejam  transportados,  fazendo  que  a  glândula  que 

contém os ovos fique sob muita pressão e estoure, ocasionando a esterilidade 

permanente destes caracóis (Lyons, 2000).

No  cérebro,  exposições  a  BPA  afetam  a  morfologia,  anatomia  e 

comportamento  de roedores (Patisaul  e  Polston,  2008).  BPA exerce efeitos 

miméticos dos hormônios esteróides, como também altera a expressão dos 

mesmos  receptores  (Lee  et  al.,  2007).  BPA  em  ratos  afeta  a  transcrição, 

simulando a ação dos estrógenos em áreas de emoção, percepção, memória e 

aprendizado (Bondesson et al., 2009). Distintas regiões do cérebro respondem 

diferentemente  ao  estrógeno  e  BPA,  respectivamente,  no  hipocampo, 

tratamentos  com  BPA  e  estrógenos,  resultaram  em  efeitos  opostos  na 

expressão de vários genes. Estes resultados indicam que diferentes regiões do 

cérebro respondem diferencialmente a estrógenos e DEs como BPA e sugerem 

que a via afetada pelos receptores nucleares é dependente do contexto celular 

(Bondesson  et  al.,  2009).  Alterações epigenéticas  podem ter  também outro 

mecanismo de ação do BPA (Bondesson et al., 2009). Em nossos laboratórios, 

foi constatado que a exposição ao BPA por via oral em baixa dose em ratos no 

estágio  pré  e  pós-natal,  causam  alterações  comportamentais,  incluindo 

algumas relacionadas à diferenciação sexual do SNC (Gonçalves et al., 2010). 

Tais  estudos  indicam que  biomarcadores  comportamentais  são  ferramentas 

úteis para o estudo de desregulação endócrina.

      2.3.2. Atrazina 

Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-striazina,  ATR),  é  um herbicida 

utilizado  mundialmente  no  controle  de  pastos  e  ervas  daninha,  e  tem sido 

encontrado nos corpos de água na superfície e no fundo.  Concentrações de 
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atrazina  de  até  108  µg/L  foram  registradas  em  rios  da  América  do  Norte 

(USEPA, 2002). Na China foram verificadas concentrações de ATR de 3 µg/L 

na água de  consumo humano, nas cidades de Guanting (Ren  et  al., 2002) e 

Taihu Lake (Dong et al., 2006).

ATR apresenta efeitos nos animais como DE (Fan et al., 2007; Albanito et al., 

2008; Rosenberg et al., 2008), e análises  in vivo e  in vitro sugerem que ATR 

afeta a sinalização hormonal e as redes de transcrição endócrinas em células 

de peixes e mamíferos (Suzawa e Ingraham, 2008).

Entre outros efeitos como desregulador endócrino, ATR interfere em processos 

mediados por  andrógenos e  estrógenos,  embora  sua baixa  afinidade  pelos 

receptores  ER  e  AR  (não  atuando  como  agonista  ou  antagonista),  ATR 

aumenta a concentração de AR e ER (Yang et al., 2010), reduz a síntese de 

andrógenos e aumenta a produção de estrógenos, ação mediada através de 

diversos mecanismos (Fan et al., 2007; Albanito et al., 2008). 

A concentração de ATR em áreas de agricultura impactada é de 6 a 20 ppb. 

Animais  expostos  a  concentrações  ecologicamente  relevantes  apresentam 

aumento significativo na expressão de aromatase endógena, e neste sentido 

exposições  agudas  e  crônicas  a  ATR  aumentam  os  níveis  endógenos  de 

CYP19A que codifica para aromatase nas gônadas e altera a proporção de 

machos  e  fêmeas  em  condições  ambientais  em  modelos  de  vertebrados 

(Suzawa e Ingraham, 2008). Estudos  in vitro  realizados com linhas celulares 

demonstram  que  ATR  aumenta  a  concentração  de  aromatase  ligando  e 

inibindo a enzima fosfodiesterase, resultando no acréscimo da concentração de 

AMPc, o que resulta no aumento da transcrição do gene  CYP19 (Fan  et al., 

2007).  Em peixe-zebra ambos promotores de aromatase possuem sítios de 

ligação para o CREB o que pode indicar que a transcrição destes genes é 

regulada  por  AMPc.  ATR  atua  de  maneira  dose-  e  tempo-dependente  na 

regulação do CYP19A1,  mas não tendo efeitos aparentes  na expressão do 

CYP19A2 no cérebro (Suzawa e Ingraham, 2008).
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 3. Objetivos:

3.1. Geral 

Analisar os efeitos da exposição a Atrazina e Bisfenol A em dois pontos da 

esteroidogenese  a  nível  molecular  (expressão  da  StAR e  CYP19A2)  e 

comportamental (cortejo) no peixe Poecilia vivípara

 

3.2. Específicos

• Sequenciar o géne CYP19A2 de Poecilia vivipara;

•  Avaliar  a expressão do  CYP19A2 em diferentes órgãos de machos e 

fêmeas  de  Poecilia  vivipara,  para  estabelecer  sua  distribuição  no 

organismo;

•  Analisar a expressão do gene CYP19A2 e StAR no cérebro de machos 

adultos de Poecilia vivipara expostos a diferentes concentrações de ATR 

e BPA (2,0 µg/L, 10,0 µg/L e 100,0µg/L);

•  Analisar  a  expressão de  StAR e CYP19A2  em fígado e  gônadas de 

machos  adultos  de  Poecilia  vivipara  expostos  a  diferentes 

concentrações de  BPA (2,0 µg/L, 10,0 µg/L e 100,0µg/L);

•  Caracterizar  os  principais  aspectos  comportamentais  do  cortejo  em 

Poecilia vivipara;

•  Identificar  as  alterações  no  comportamento  de  cortejo  em  machos 

adultos  de  Poecilia  vivípara  expostos  a  diferentes  concentrações de 

BPA (2,0 µg/L, 10,0 µg/L e 100,0µg/L);

•  Comparar as possíveis mudanças comportamentais com a expressão da 

CYP19A2 no cérebro de  animais expostos a diferentes concentrações 

de  BPA (2,0 µg/L, 10,0 µg/L e 100,0µg/L).
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4. Artigo

Effect of estrogenic pollutants Atrazine and Bisphenol-A on the gene expression 

of StAR and CYP19A2, and the reproductive behavior in Poecilia vivipara 

Sandra I. M. Abril, Juliano Zanette, Luis Fernando Marins, Cassia R. Silveira, 

Pablo E. Martinez

Federal University of Rio Grande, State of Rio Grande do Sul, Brazil  

Abstract 

Atrazine  (ATR)  and  Bisphenol-A  (BPA)  are  contaminants  with  endocrine-

disruptor  activity  with  effects  on  steroidogenesis  pathways.  For  the  steroid 

synthesis the StAR protein is the rate limiting step. Aromatase brain enzyme 

(codificated  by  CYP19A2 gene)  finally  converts  androgens  to  estrogens.  A 

CYP19A2 nucleotide sequence of 1080 bp was identified for the first time in the 

fish  Poecilia  vivipara using  degenerated  primers  and  PCR.  The  basal 

expression of StAR and CYP19A2 in the brain suggest that in nervous system 

of  P. vivipara  occurred complete steroidogenesis. Furthermore a higher brain 

level  of  CYP19A2 in  some males might  indicate that  similar  to  mammalian, 

estrogen  plays  an  important  role  in  male  behavior.  The  levels  of  gene 

expression  for  StAR and  CYP19A2 were  quantified  after  sub-chronic  (96h) 

environmentally relevant concentration exposure to ATR or BPA (2, 10 e 100 

μg/L).  ATR did  not  affect  the  gene  expression.  BPA induced  by  2-fold  the 

CYP19A2 at 10 μg/L and by 6-fold the StAR at 100 μg/L in gonads. Similar to 

other poecilids P. vivipara presents the two characteristic behavioral displays 

“gonopodial  thursting” and “sigmoid display”.  BPA caused a reduction in the 

frequency  of  gonopodial  thrusting  at  2  and  100  μg/L.  Sigmoid  display  and 

gonopodial  thrust  showed  significant  (p<0.05)  correlation  (87%).  Sigmoid 

display and gonopodial thrust displayed correlation of 98 and 91% (p<0.05) with 

CYP19A2,  respectively.  Finally,  BPA  exposure  showed  a  non-monotonic 

response to  StAR,  CYP19A2,  sigmoid display and gonopodial  thrust.  These 
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findings indicate  that  in  males  of  P.  vivipara  the  StAR and CYP19A2 gene 

expression and reproductive behavior are altered when exposed to BPA.

Atrazine,  Bisphenol-A,  Endocrine  disruptor,  CYP19,  StAR, aromatase, 

steroidogenesis

4. 1. Introduction

Human activities like agriculture, industry and domestic, produces great quantity 

of chemicals that are released into the environment. Chemicals that affect the 

normal  endocrine  function  of  the  organism  are  called  Endocrine  Disruptors 

(EDs),  defined  as  “exogenous  agents  that  interfere  with  the  synthesis, 

secretion, transport, binding, action, or elimination of natural hormones in the 

body that are responsible for the maintenance of homeostasis, reproduction, 

development, and/or behavior” (US EPA, 1998).

 A  recognized  effect  of  some  EDs  is  the  estrogenic  activity.  The  estrogen 

production is part of a bigger steroid synthesis process. Steroidogenesis begins 

with  the  steroidogenic  acute  regulatory  protein,  StAR,  that  is  present  in 

specialized steroidogenic cells (Miller, 2007), and act in the cholesterol delivery 

from  the  outer  mitochondrial  membrane  (OMM)  to  the  inner  mitochondria 

membrane  (IMM).  The  steroidogenesis  involves  a  number  of  enzymes  that 

transform cholesterol in many steroids including testosterone. Testosterone is 

further converted in estradiol by the enzyme aromatase P450aro = CYP19 by 

the loss of one carbon and aromatization of the A ring (Norris, 2007). StAR and 

CYP19A2 are modulated by estrogenic substances. 

The  xenoestrogen  Bisphenol  A  (BPA)  is  an  industrial  chemical,  used  to 

manufacture polycarbonate and plastic articles, and it can be leached out from 

those products (Lyons 2000). The BPA molecule contains two benzene rings, 

each  one  with  one  hydroxyl  group  (OH),  and  it  is  believed  that  this  group 

adjusts in the ligation pocket of estrogen receptors (ER) (Vandenberg et al., 

2009).  Thus, BPA can act as an estrogenic compound by interacting with the 

estrogen receptor isoforms ERα and ERβ, with higher affinity to the last (Le et  

al.,  2008; Suzawa e Ingraham, 2008; Vandenberg  et al.,  2009).  Additionally,  

BPA interacts with the androgen receptor (AR), showing anti-androgenic activity 
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(Bondesson et al., 2009). BPA have other effects as ED, interfering in multiple 

pathways (Le et al., 2008).

Atrazine (ATR) is an herbicide employed at world scale in the control of grasses 

and weeds, and it can be found in superficial water and groundwater. ATR acts 

as ED (Fan et al., 2007; Albanito et al., 2008; Rosenberg et al., 2008), although 

it  has  a  low  affinity  to  the  ER  and  AR,  acts  as  agonist  and  antagonist 

respectively, interfering in process mediated by androgens and estrogens (Yang 

et al., 2010), reducing the androgens production and increasing the estrogen 

production (Fan et al., 2007; Albanito et al., 2008). 

Behavior  in  fish  must  be  altered  by  estrogenic  substances,  especially  in 

ovoviviparous species as poecilideans, that presents a characteristic courtship 

behavior.  Due to the relation between the expression of some steroidogenic 

genes with behavior,  and the fact that  Poecilia vivipara  as an ovoviviparous 

specie,  need the  copulation  to  the  fertilization  and fecundation  process,  we 

characterized the relative  organ specific  distribution of  esteroidogenic  genes 

StAR and  CYP19A2 (sequenced) in adult  males and females of  P. vivipara. 

Furthermore, analyzed in males the StAR and CYP19A2 gene expression after 

exposure to ATR and BPA at environmentally relevant concentrations and also 

characterized and quantified male reproductive behavior after BPA exposition. 

4. 2. Material and Methods 

4.2.1. Fish collection and maintenance

Adults  of  Poecilia vivipara (n=150, 3-5 cm length and 0.5-2.5 g whole body 

weight)  were  caught  in  Cassino  beach  stream (Rio  Grande,  RS,  Brazil),  in 

March and September  2011,  were  transported  to  the  Laboratory  of  Aquatic 

Animals  in  the  Biological  Sciences Institute  of  the  Federal  University  of  Rio 

Grande (FURG). Fish were kept at least two months for acclimation, under 14-h 

light / 10-h dark cycle, salinity 12 ppt, temperature 19 -22 ºC and density of one 

fish per liter of water. Food was given twice a day (Alcon BASIC® MEP 200 

Complex).  The organ specific distribution of the genes was done in animals 

24



acclimated and none exposed. The procedures used in these experiments were 

approved by the Animal Care and Use Committee (CEUA) at FURG.

4.2.2. Identification of CYP19A2 in P. vivipara 

Forward  and  reverse  primers  were  designed  to  anneal  specific  CYP19A2 

regions  (Table  1).  Those  regions  were  chosen  based  on  the  alignment  of 

CYP19A2 sequences of the zebrafish  Danio rerio  (NM_131642.1,  GenBank), 

Poecilia  reticulata (AY395692), Fundulus  heteroclitus (AY428666),  Jenynsia 

multidentata  (EU851873)  and  Oryzias  latipes (NM  OO1105093)  in  order  to 

found conserved regions. Regions that were shared with other CYP isoforms, 

especially CYP19A1 (sequences AY428665 for F. heteroclitus and D82968 for 

O. latipes were used in the alignment) were avoided. The Primer3 (Rozen and 

Skaletsky,  2000)  software  was  employed  in  the  primer  designing,  and  the 

specificity of the primers for the CYP19A2 fish sequences was tested using the 

FastPCR software (Kalendar et al., 2009).

The amplification of  P. vivipara cDNAs, was done from an adult  brain RNA 

extracted  and  synthesized,  by  polymerase  chain  reaction  (PCR),  using 

previously designed primers and  Advantage 2 PCR mix (Clontech). The PCR 

product  was visualized in TBE agarose gel  1%, cut,  purified with  Gel  Band 

Purification  Kit (GE Healthcare)  and cloned into  pGEM-T vector (Promega). 

Chemo-competent Escherichia coli, was transformed with the vector/insert and 

cultured in a agar plate 35g/L (LB Agar- Sigma) containing ampicillin (100mM), 

IPTG (0.5 mM) and X-GAL (50mM), incubated by 18 hours at 37 ºC. Colonies 

containing the vector  were replicated to the LB culture medium 20g/L (LB Broth 

– Sigma) and ampicillin 100mM, incubated by 18 hours at 37 ºC in constant  

agitation (250 rpm). The preparation of the plasmid fragments was done with 

the plasmid Prep Mini Spin kit (GE Healthcare). Sequencing was done in four 

capillary  ABI  3033  equipment.  The  comparison  between  the  P.  vivipara 

CYP19A2 and the other species was done with the ClustalW software (Larkin et 

al., 2007)
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From this sequence where designed specific primers to rapid amplification of 5′ 

and 3′ cDNA ends (RACE) and Real time PCR (qPCR) (Table 1), with the BD 

SmartTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech). Gel-purified 3' and 5' RACE 

products  were  cloned  and  sequenced  as  described  above.  Nucleotide  and 

deduced amino acid sequences were aligned with  Danio rerio  and Fundulus 

heteroclitus CYP19A1 and CYP19A2.

4.2.3. ATR and BPA exposure experiment

Animals where acclimated progressively to 24 ppt salinity and maintained five 

days in this condition before the exposure experiment according to the INCT TA 

requirements. Fish were exposed for 96 hours to ATR (n=7 for experimental 

group)  and  BPA  (n=10  for  experimental  group)  in  21  L  aquariums,  at 

concentrations 2, 10 and 100 μg/L dissolved in ethanol, the control group was 

exposed to the vehicle. The solutions were prepared to a final concentration of 

ethanol lower than 0.01% v/v in the aquarium. Animal density was one fish per  

liter of water. Feed and renovation of water were done every 24 hours. 

4.2.4. Behavioral test 

After BPA exposure fish where transferred to a transparent acrylic aquarium (18 

x 10.5 x 12.5 cm) filled with 900 mL of water, and placed inside a bigger white 

box (35 x 35 x 15 cm), in order to isolate the animals to the environment. One 

female was placed in the transparent aquarium together with two adult males. 

The two males, with equivalent sizes, were rested to compete one another. The 

fish behavior was recorded during 15 minutes with a camera SONY HandyCam 

DCR-SR68 Digital.  The frequencies of  two characteristics  courtship  displays 

were  quantified  in  the  male  fish:  gonopodial  thrusting  and  sigmoid  display. 

Quantification was done during 5 minutes to each male, starting from the first 

effort made in direction to the female.

4.2.5 Gene expression analysis

After the exposure and reproductive behavior test, the animals exposed to BPA 

were  decapitated  and  dissected.  The  fish  that  were  exposed  to  ATR were 
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decapitated and dissected also, without performing the behavioral test. Organs 

(whole brain, gonads, eyes, spleen, gills and a part of the intestine free fat) 

were immediately placed in RNA latter (Ambion). The samples were held 24-h 

at 4 °C, and then stored at -20 °C according to the RNAlater manufacturer’s 

instructions.

Total RNA was extracted with QIAzol (Quiagen), and reversely transcribed with 

the High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied biossystems), oligo-dT 

primers and RNAse inhibitor (Applied biosystems). Real time PCR was used in 

order to quantify the relative expression of CYP19A2 and StAR genes using the 

GoTaq Kit (Promega) and ABI PRISM® 7300 machine (Applied Biosystems). 

The obtained results were normalized using beta-actin as housekeeping gene.

4.2.6. Statistics 

The relative values for the organ-specific distribution were analyzed by the EΔCT 

method using beta-actin as housekeeping gene, according to Schmittgen and 

Livak (2008). Homogeneity of variance for the gene expression data was tested 

through Bartlett's test. Data were logarithmically transformed if the test rejected 

the assumption of homogeneity variances. Differences in the gene expression 

among the organs brain, gonad, eyes, spleen, intestine, liver and gill were made 

using one way ANOVA statistics, and expressed as mean ± standard deviation. 

The comparison between the gene expression levels of the control group and 

the exposed groups (2 ug/L, 10 ug/L and 100 ug/L for ATR and BPA) was done 

using the REST 2008 software (Pfaffl  et al., 2002) and resuts were presented 

as  fold  induction/repression  in  respect  to  the control.  Reproductive  behavior 

was analyzed using the one way non-parametric ANOVA (Kruskal–Wallis) and 

Dunn’s post test to establish the difference between groups, and data on graphs 

are showed as median and range. Pearson correlation among gene expression 

and male behaviors were studied.
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4.3. Results and Discussion 

Although poorly studied so far, the cyprinodontiform P. vivipara is a promising 

model species to be used in ecotoxicology, since it is adapted to live in polluted 

environments  and  other  stressing  conditions  (e.g.,  salinity,  oxygen  and 

temperature).  In  addition,  different  than  other  model  fish,  as  the  killifish 

Fundulus heteroclitus,  P. vivipara is ovoviviparous, being an interesting model 

to  understand  mother-embryo  toxicological  interaction  during  the  embryonic 

development  and  reproductive  behavior  that  could  be  altered  by  toxic 

compounds. In the present study we added important information regarding the 

steroidogenic pathway in this species by identifying the brain aromatase gene 

CYP19A2 and  testing  the  possible  alteration  in  the  gene  expression  and 

behavior facing the ED exposure.

4.3.1 Identifying new CYP19A2 transcripts in P. vivipara.

The use of degenerate primers allowed the PCR amplification and sequencing 

of a 168 bp cDNA fragment in P. vivipara liver, eye and brain with a high identity 

with the equivalent region of the previously known  F. heteroclitus CYP19A2. 

The use of the RACE technique using specific primers, designed based in the 

first  identified  sequence,  allowed  the  uncovering  of  5'  and  3'  cDNA  and 

fragments,  with  625 bp and 710 bp length,  respectively.  A contig  sequence 

obtained from the three achieved sequences allowed the uncovered of a 1180 

bp sequence in P. vivipara, that correspond to ~ 89 %  of the total ORF, based 

on the  alignment  with  the killifish  CYP19A2  deduced sequence (AY428666) 

(Figure  1).  Known  CYP19A2 ORF from different  fish  species  varies  around 

1530 bp on common carp  Cyprinus carpio (EU375456) (Barney  et al., 2008), 

1524 bp on rare minnow  Gobiocypris rarus  (GU220393) (Wang  et al., 2010), 

1521 bp on Southern catfish Silurus meridionalis (AY325907) (Liu et al., 2007), 

1518 bp  on Rivulus marmoratus (DQ339106) (Lee et al., 2006), 1500 bp  on 

channel catfish Ictalurus punctatus (AF417239) (Kazeto and Trant, 2005), 1497 

bp on killifish (AY428666) (Greytak  et al., 2005), and 1494 pb on gobbid fish 

Trimma okinawae (Kobayashi et al., 2004).
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The new  P. vivipara  contig shared 89.3% and 68.8% identity in the deduced 

amino  acid  sequence,  and  89,7%  and  70,0%,  in  the  nucleotide  sequence, 

comparing with the corresponded  F. heteroclitus and  D. rerio CYP19A2  a.a. 

and nc  regions,  respectively  (Table  2).  This  high  identity  (>  55%) let  us  to 

classify this new sequence in the CYP19A sub-family,  according to Josephy 

and  Mannervik  (2006).  In  addition,  a  lower  identity  of  64.7%  with  the  F. 

heteroclitus  CYP19A1 nucleotide  sequence,  than  the  identity  with  F. 

heteroclitus CYP19A2, was observed. This these data, altogether allowed us to 

preliminarily classify this new P. vivipara sequence as CYP19A2.

The  partial  ORF have  the  three  conserved  regions  observed  in  aromatase 

aminoacid  sequences,  corresponding  to  I-helix  (I);  aromatase-specific 

conserved region (II); and heme-binding region (III) (Figure 1). Those putative 

domains were highly conserved comparing to killifish CYP19A2, sharing 96.7% 

in  the  I-helix  (region  I)  91.3%  in  the  aromatase-specific  conserved  region 

(region  II)  and  100% in  the  heme-binding  region  (III).  Although  the  identity 

among the two fish aromatases  CYP19A2  and  CYP19A1 is  high,  the lower 

identity of 65,2% with the F. heteroclitus  CYP19A1 isoform in the aromatase 

specific conserved region (II) suggest that can exist differences in the catalytic 

properties and specificity for substrates between the two CYP19A isoforms. 

4.3.2 Organ-specific distribution of StAR and CYP19A2 

The low expression of StAR in the brain of  P. vivipara males (Figure 2.A) and 

females (Figure 2.B) is an indicative that in this species the brain aromatization 

may occur in specific regions, as in mammals, where the steroidogenesis is 

restrict  to  hippocampus  (in  fish  lateral  pallium  is  the  homolog  structure 

(Rodriguez  et  al.,  2002))  and  cerebellum  (Tsuitsui  et  al.,  2000).  Another 

possibility is that fish, as mammals, have a protein with a homologue function 

as the MLN64 (Watari, 1997), as demonstrate in trout (Kusakabe et al., 2002) or 

another gene that codify to StAR (Arukwe, 2005) or that brain steroidogenesis is 

not complete, as affirmed by Hoar  et al. (1983), who establish that estrogen 

production in fish brain is dependent of exogenous precursors, it is according 

with  studies  in  eel  (Anguilla  japonica)  (Li  et  al.,  2003)  where  the  StAR 

29



expression is too low, and cod (Gadus morhua) (Goetz  et al., 2004) and trout 

(Kusakabe et al., 2002)  where the expression is non-detectable.

The  expression  of  CYP19A2 in  males  was  not  different among the  organs 

analyzed. Figure 2.A, shows that mean in brain is higher than other organs, but 

due  to  high  SD,  caused  provably  by  the  diversity  on  the  population,  none 

statistical difference could be established. In fish, brain is the classical organ for 

CYP19A2 expression,  fact  that  have been evidenced in  species as  Oryzias 

latipes (Patil and Gunasekera, 2008), killifish (Greytak et al., 2005), gobiid fish 

(Kobayashi  et  al.,  2004),  southern  catfish  (Liu  et  al.,  2007),  rare  minnow 

Gobiocypris  rarus  (Wang  et  al.,  2010)  and  Rivulus  marmoratus (Lee  et  al., 

2006).

CYP19A2 expression in females is polemic, because the fluctuating hormone 

levels,  all  females  used  in  this  analysis  were  non  pregnant,  collected, 

acclimated and slaughtered at the same period of the year, to attempt minimize 

a  possible  circa-annual  influence.  The  organ  specific  distribution  in  males 

(Figure  2.B)  show  that  CYP19A2  is  expressed  as  in  classic  steroidogenic 

organs  (gonad  and  brain),  as  in  others  non  characterized  as  steroidogenic 

(liver, eye, spleen, intestine and gill) where its function remains unknown.

According to our results, considering that the initial sample was whole brain the 

presence of the StAR and CYP19A2, let us to sugest that in the central nervous 

system of P. vivipara steroidogenesis is complete.

 On other hand, female brain is not the organ with the highest expression of 

CYP19A2,  although  our  experiment  do  not  let  us  to  compare  directly  the 

expression between males and females, is know that some species express 

differentially this gene from males to females, in fish as killifish (Greytak et al., 

2005), southern catfish (Liu  et al., 2007) and medaka (Patil and Gunasekera, 

2008)  females  express  more  aromatase  than  males.  Another  species  as 

Fundulus heteroclitus (Patel et al., 2006 ) and zebrafish Danio rerio (Sawyer et 

al., 2006) show not have differences in aromatase expression between males 

and females. Comparing with another vertebrates who have just one gene that 

codify aromatase, rats have a sexual dimorphism in the aromatase activity and 

expression on specific brain regions (e.g. preoptic area), where it is more active 
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in males than in females (Roselli and Resko, 1997). In birds (zebra finch) males 

have 2-fold more aromatase in pre-synaptic buttons than females (Peterson et 

al.,  2005),  that  may  be  implicated  in  behavioral  aspects.  The  relative  low 

expression of CYP19A2 in P. vivipara females implies that in adult females the 

expression  of  this  gene  may  be  not  as  much  essential  as  in  males. 

Furthermore, high expression of CYP19A2 found in the nervous system in some 

males suggests that the local production of estrogen may play a role in sexual  

behavior.    

The significant effect of BPA in males at different concentrations in  StAR  (p= 

0.05 significative) (Figure 4.A) and  CYP19A2  (p= 0.048 significative) (Figure 

4.B)  in  gonads,  suggest  that  the  expression  of  these  genes  in  gonad  is 

functional and can be altered by EDs with estrogenic activity. Although in male 

gonad, the expression of CYP19A2 was not too high, the presence of this gene 

in gonad, as in other species, suggest that might occur an overlapping with 

CYP19A1. Patil  and  Gunasekera  (2008)  suggest  that  this  overlapping  is  a 

division of a possible labor that is not clear-cut, and the possibility that each 

isoform still has the ability to compensate the other or their function in tandem to 

regulate the action of estrogen in a dose-dependent fashion. 

The  comparative  analysis  of  StAR relative  expression  in  adult  male  organs 

(Figure  2.A)  show  that  liver  is  the  principal  local  of  expression,  being 

significantly different of the other analyzed organs. In females, liver was also the 

organ with the highest relative expression of CYP19A2, this is different from  the 

other  organs  analyzed (p<0.05),  except  intestine  (Figure  2.B),  nevertheless, 

other studies show that in fish as southern flounder (Luckenbach et al., 2005), 

killifish (Greytak et al., 2005),  gobiid fish (Kobayashi et al., 2004), rare minnow 

(Wang et al., 2010), the liver expression of CYP19A2 is low, or undetectable in 

southern catfish (Liu  et al., 2007) and  Rivulus marmoratus (Lee et al., 2006). 

The expression of these two genes in fish liver has been little studied and must  

to  be  implicated  as  in  estrogen  metabolism,  as  in  detoxification  pathways, 

because the prominent trend to be inhibited after BPA exposition (Figure 4.A 

and B). 
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Few  studies  have  evaluated  the  expression  of  steroidogenic  genes  in  the 

intestine,  the organ specific for StAR expression, show that in females it is the 

organ  with  the  highest  expression  (Figure  2.B).  In  the  same  way,  intestine 

CYP19A2 expression was high, another studies show that species as killifish 

(Greytak et al., 2005), Southern catfish (Liu et al., 2007), rare minnow (Wang et 

al., 2010) do not have a significant expression of this gene, this is a new finding 

that  must  to  be  carefully  studied,  because  generally  the  organ  specific 

distribution is evaluated in males. Males of  P. vivipara have low expression of 

the  gene (Figure  2.C),  although was not  exactly  the  same, the proportional 

expression of these two steroidogenic genes in the same organ in females let  

us to hypothesize about the complete steroidogenesis, or a possible alternative 

function of these genes in intestine a non classic steroidogenic organ. 

4.3.3. Effect of estrogenic pollutants Atrazine and Bisphenol-A in the expression 

of StAR, CYP19A2 and reproductive behavior of Poecilia vivipara

Few studies had addressed the expression of steroidogenic genes in brain of 

fish. Expression of  StAR and  CYP19A2 in brain, involves the biosynthesis of 

neuroestrogens and other neurosteroids. Even less studies show the regulation 

of these genes as consequence of exposition to EDs, and the effects of this 

regulation at great scale, according to Suzawa and Ingraham (2008), the gene 

responsiveness  might  be  explained  from  their  known  sites  in  the  promoter 

region. A transcription factor that may be important in the regulation of the StAR 

gene is steroidogenic factor  1  (SF-1).  Several  SF-1 consensus-binding sites 

have been identified in the  StAR promoter in mammals (Caron  et al.,  1997; 

Sandhoff  et al.,  1998;  Sugawara  et al.,  1997).  Although  StAR gene lacks a 

recognizable  cAMP  response  element  (CRE)  suggesting  that  the  cAMP 

response  element–binding  protein  (CREB),  it  is  know  that  CREB  may  act 

indirectly on the  StAR promoter, but the regulation of  StAR do not imply just 

these factors, virtually every agent that stimulates the steroid biosynthesis also 

increase the expression of the StAR protein (Stocco, 2001). The sub-chronic 

ATR exposition did not generate significant changes or trends in the expression 

of brain StAR or CYP19A2 (Figure 3.A and B),  Suzawa and  Ingraham 2008, 
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postulate that the action mechanism of ATR (in CYP19A1) must to be done by 

the regulation of receptors NRA5 and cAMP concentrations, (induced by ATR) 

that also regulate StAR. In rat Leydig Cells exposed to ATR a decreasing in the 

expression  of  StAR,  cAMP  and  SF-1  (Pogrmic  et  al.,  2009)  confirm  this 

hypothesis,  but  although  our  results  do  not  evaluate  this  parameter,  the 

responsiveness of  StAR  to ATR suggest that the regulation mechanism in  P. 

vivípara StAR gene is different. Otherwise the ATR response can occur earlier.

Trends generated by BPA exposition in the StAR expression (Figure 4.A) in 

gonad (induction BPA 100μg/L 6-fold p=0.050) and liver (inhibition), suggest, 

that in this organs the expression of  StAR is regulated mainly by the positive 

feedback between elements of the steroidogenic pathway (CYP19A2,  Figure 

4.B), that have the same trend in the same organs. For example in rat ovarian 

theca-interstitial and granulose cells BPA increase the StAR mRNA abundance 

(Zhou et al., 2008). While cultured antral follicles, the BPA exposition cause a 

dose dependent down regulation in the StAR expression (Peretz et al., 2011). 

The  different  patterns  of  expression  in  different  organs  at  different 

concentrations (Figure 4.A and B) evidence that the induction or inhibition is 

organ dependent. 

Suzawa and Ingraham (2008) evaluated the influence of ATR and BPA in the 

CYP19A2 expression of zebrafish, in the same way that our study, ATR do not 

altered the CY19A2 expression mean while BPA up regulated it significantly. In 

fish,  ATR alter the activity  and estrogen production according to  Fan  et  al., 

(2007)  and  inhibiting  phosphodiesterase  (Roberge  et  al.  2004),  resulting  in 

elevated cAMP (in some human cancer cell  lines) that produce a increased 

transcription  of  the  aromatase  gene  CYP19   (CYP19A1),  increasing  in  the 

aromatase  activity,  and  a  consequently  estrogen  production,  but  non  the 

CYP19A2 isoform. 

The CYP19A2 contain an estrogen responsive element (ERE) on the promoter 

region (Kallivretaki, 2006; Tong and Chung, 2003) that is regulated by BPA. So 

and according with Zhao et al. (2001), the physiological up regulation of brain 

aromatase expression is thought to be driven by an auto regulatory feedback 

loop  involving  the  product  of  aromatization  (neuroestrogen).  Although  no 
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concentration caused significant difference in brain, the significant induction of 

CYP19A2 by BPA 10µg/L (2-fold p=0.048) in testicle, is highly important, due to 

the overlapping of the two isoforms in fish gonad, other studies that analyze the 

expression of this gene in zebrafish adult male brain and embryos (Kallivretaki,  

2006;  Chung  et  al.,  2011),  and  adult  brain  of  hermaphroditic  Rivulus 

marmoratus (Lee  et al., 2006) show an induction. Oppositely in rare minnow 

juveniles,  exposition  to  BPA  caused  a  significant  decrease  of  CYP19A2 

expression, they explain this difference speculating a possible quenching active 

ER complexes after its binding to AhR  (Wang et al., 2010), but they analyze the 

complete fish, this inhibition might be caused by the more expression of the 

gene in some organs with another kind of answer, as liver, where our analysis 

in  P.  vivipara  show  that  the  expression  of  CYP19A2 is  inhibited,  so  the 

expression of this gene change depending the organ analyzed (inhibited in liver 

and induced in brain and gonad). 

Although the use of guppy reproductive behavior as bioindicator was postulated 

since 1988 (Schröder and Peters, 1988), as biomarker to estrogenic (Bayley et 

al.,  1999)  and  anti-androgenic  substances  (Baatrup  and  Junge  2001),  few 

studies have show a relation between EDs exposition, reproductive behavior 

and brain steroidogenic pathway in other fish of this group . P. vivipara, as other 

poecilideans have two characteristic  courtship  displays,  gonopodial  thrusting 

and sigmoid display. The gonopodial thrust frequency (Figure 5.A) was affected 

significant by BPA 2 µg/L and 100µg/L (P < 0.05), none concentration affected 

significant the sigmoid display (Figure 5.B), although, the two behaviors show 

the same trend, to be more affected by the lowest concentration rearward by 

the highest. The gonopodial thrust, importance is due to it enhance the chance 

of  effective inseminations (Farr,  1980).  Another  estrogenic substances (17β- 

estradiol and 4 tert-octiphenol by 4 weeks) affect the reproductive behavior of 

males  of  P.  reticulata,  another  model  specie  of  the  same  generous  of  P. 

vivípara,  causing  a dramatically decreased in the rate and intensity of sexual  

display, it is also important to consider whether the observed inhibition of male 

sexual display can be interpreted as a reduction in the animal Darwinian fitness 
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and,   therefore,  as  an  indicator  of  population  health  (Bayley  et  al.,  1999). 

Despite, Hallgren et al. (2006) find a relation between the inhibition of sigmoid 

display and the aromatase activity, after 12-14 days of exposition to fradozole 

(an Aromatase inhibitor) in Poecilia reticulata, we could not establish the same 

relation after 4 days of exposition because the expression of  CYP19A2 and 

StAR in  brain  was not  significantly  affected by  the  BPA exposition  at  none 

concentration tested. However, sigmoid display and gonopodial thrust showed 

significant (p<0.05) correlation (87%). Sigmoid display and gonopodial  thrust 

displayed correlation of 98 and 91% (p<0.05) with CYP19A2.  Nevertheless, we 

can affirm that the reproductive behavior was more sensible to the sub-chronic 

exposition  to  BPA,  than  the  expression  of  steroidogenic  genes  StAR  and 

CYP19A2 in these experimental conditions. 
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4.4. Conclusions 

CYP19A2 is a wide expressed gene in P. vivipara, found as in steroidogenic as 

and non steroidogenic organs, this organ specific distribution is different from 

males to females.

The CYP19A2 and StAR expression in brain of P. vivipara, is not altered after 

sub-chronic exposition to ATR.

The gonadal expression of the steroidogenic genes  StAR and  CYP19A2 was 

altered by sub-chronic BPA exposition. 

Reproductive behavior (Gonopodial thrusting) in P. vivipara, is more sensible to 

sub-chronic expositions at low concentrations of BPA, than the expression of 

steroidogenic genes StAR and CYP19A2.
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5. Conclusões 

CYP19A2 é um gene amplamente expresso em Poecilia vivípara, encontrando-

se tanto em tecidos classicamente estroidogênicos como não esteroidogênicos, 

e sua expressão é diferenciada em machos e fêmeas.  

A expressão de StAR no cérebro não é alterada pela exposição (96h) a ATR.

A expressão gonadal dos genes esteroidogênicos StAR e CYP19A2, é induzida 

pela exposição a BPA.

 

O comportamento reprodutivo (gonopodial  thrusting) em  Poecilia vivípara foi 

mais sensível  a baixas concentrações de BPA que a expressão dos genes 

esteroidogênicos StAR e CYP19A2.

Foi possível estabelecer uma relação entre o comportamento reprodutivo com 

a expressão do gene CYP19A2.
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6. Perspectivas 

A partir da sequência do CYP19A2, realizar uma analise filogenética completa 

do gene, e uma modelagem da proteína para compreender sua responsividade 

frente a alguns poluentes estrogênicos.

Estudar o efeito de ATR e BPA em exposições de menor duração (aguda).

Avaliar a atividade enzimática de CYP19A2 no cérebro de machos e fêmeas.

Sequenciar  e  analisar  a  expressão de outros  genes da via  esteroidogênica 

(ERs, AR, CYP17, CYP11B), e avaliar sua expressão em animais expostos a 

BPA.

Analisar  a  expressão  de  outros  genes  esteroidogênicos  e  a  atividade 

enzimática de algumas proteínas em intestino de fêmeas de P. vivipara.

Analisar  em  animais  expostos  a  expressão  de  genes  de  detoxificação  da 

família do CYP1 (CYP1A, CYP1B, CYP1C, CYP1D).

Avaliar  o comportamento reprodutivo de  P. vivipara,  em animais expostos a 

outros poluentes estrogênicos. 

Avaliar a atividade da 11-ketotestosterona, em animais expostos a poluentes 

estrogênicos que alterem o comportamento reprodutivo.
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