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1. INTRODUÇÃO 
 

O peixe-rei Odontesthes humensis, cujo habitat são lagoas costeiras e 
regiões de água doce, tem importância devido à comercialização de sua carne e 
pela pesca esportiva, além de ser um potencial biomodelo para estudos de 
toxicologia e de estresse ligado a aclimatação em diferentes concentrações de 
salinidade da água (GARCÍA et al., 2014; ZEBRAL et al., 2017).  

Dentre as diversas enzimas importantes na osmorregulação de peixes que 
são rotineiramente expostos a diferentes salinidades em seu habitat, podemos 
destacar a anidrase carbônica (CA), a qual é uma metaloenzima de zinco que atua 
na reação reversível que transforma CO2 e H2O em bicarbonato e um íon de 
hidrogênio carregado positivamente (CO2 + H2O↔HCO3− + H+) (GILMOUR, K. M., 
2012). Dentre as isoformas presentes no organismo, a isoforma 1 da família alfa é 
estudada em peixes pela atuação na correção do balanço ácido-básico através de 
trocas iônica de Na+ e Cl-  com os produtos da reação com o dióxido de carbono 
(GILMOUR, K. M.; PERRY, S. F., 2009). Estudos comprovaram que a mesma 
realiza um importante papel em diferentes espécies de peixes que são transferidos 
de uma alta salinidade para uma salinidade menor, sendo relatado o aumento da 
expressão desse gene nas brânquias de algumas destas espécies (HAVIRD, J. C.; 
HENRY, R. P.; WILSON, A. E., 2013). No entanto, estudos de cunho genômico no 
peixe-rei ainda são escassos, dificultando um melhor entendimento acerca dos 
genes envolvidos na osmorregulação deste animal. 
 Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo realizar a caracterização 
molecular do gene CA1 através de sua clonagem molecular e sequenciamento, 
visando a utilização do mesmo para ensaios de PCR em tempo real, buscando 
elucidar as alterações pelas quais o organismo do peixe sofre ao ser submetido a 
um ambiente de alta salinidade. 

2. METODOLOGIA 
 
2.1 – Experimentação animal e coleta de tecidos 
 

Os animais utilizados foram divididos em dois grupos, um aclimatado em 
água doce (0ppt) e outro aclimatado em água salobra cuja concentração de sal foi 
de 10ppt, ambos durante 4 semanas no Laboratório de Pscicultura da UFPel em 
Arroio Grande – RS. Após esse período eles foram trocados de tanques, onde o 
grupo aclimatado em água doce foi trocado para água salobra e viceversa. A coleta 
de tecidos se realizou nos dias 0 o qual representou o controle, 1, 7 e 15 desse 
experimento, onde os peixes foram anestesiados e eutanasiados conforme 
aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFPel, sob número 



 

de processo 7018/2015-85. Uma vez realizada a eutanásia, tecidos de interesse 
foram coletados tais como tecido branqueal, cerebral, hepatopancreático e renal. 

  
2.2 – Extração de RNA, quantificação e confecção de DNA complementar 
 

Após a coleta dos tecidos o tecido branquial seguiu para extração de RNA 
utilizando o reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, EUA). O RNA extraído 
seguiu para quantificação por espectrofotometria de luz UV utilizando o 
equipamento NanoVue (GE HealthCare, EUA) onde a concentração dessa amostra 
é calculada a partir da razão de absorbância de 260/280nm. As amostras que 
obtiveram parametros satisfatórios seguiram para confecção de DNA 
complementar (cDNA) utilizando kit comercial High Capacity (Life Technologies, 
EUA).  

 
2.3 – Clonagem molecular 
 

Para a realização da clonagem molecular do gene da CA1 foi realizado o 
desenho de primers específicos para a amplificação do gene de interesse em O. 
humensis, utilizando a ferramenta online Prifi (https://services.birc.au.dk/prifi/) a 
qual realiza o alinhamento deste mesmo gene a partir de espécies 
filogenéticamente próximas buscando regiões bem conservadas. Esses primers 
desenhados foram utilizados na reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando 
um gradiente de temperatura para determinar a melhor temperatura de anelamento 
dos primers desenhados e o DNA complementar (cDNA) confeccionado 
anteriormente como template. A fim de verificar os fragmentos de PCR amplificados 
foi realizada uma corrida eletroforetica em gel de agarose 1,2%, onde logo em 
seguida, foi determinada a melhor temperatura de anelamento. Após a visualização 
das bandas amplificadas, estas foram excisadas do gel e purificadas utilizando kit 
comercial PureLink® (Invitrogen, EUA), que se baseia nas etapas de ligação, 
purificação e eluição em colunas de membrana de sílica.  

 
2.4 – Sequenciamento, tratamento da sequência e identidade gênica 
 

Após a purificação da amostra, esta seguiu para sequenciamento por 
método de Sanger automatizado no Laboratório de Genômica Estrutural na UFPel. 
Logo após o sequenciamento, esta sequência bruta foi analisada no software 
ContigExpress (Vector NTI software, Thermo Fisher Scientific, EUA) o qual alinha 
a mesma amostra sequenciada de maneira senso e antissenso procurando formar 
uma única sequência linear de nucleotídeos sem falhas. Para verificar a identidade 
desse gene foi realizado um BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) o qual 
compara a sequência do gene de interesse com o mesmo em outras espécies 
depositadas e disponíveis até então no GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 
 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Como resultado do PCR em gradiente de temperatura foi possível definir que 
a temperatura mais apropriada de anelamento dos primers desenhados foi de 60,7 
°C, visto que, pelo visualizado na eletroforese em gel de agarose, amplificou uma 
sequência de aproximadamente 601 pb com uma banda compacta, sem 
amplificações inespecíficas e sem degradação no produto.  



 

Após definida as condições ideais para a clonagem molecular o produto das 
reações foi sequenciado resultando numa sequência consenso de 537 pb (Fig. 1) 
que já se encontra depositada pelo nosso grupo de pesquisa no GenBank, sob 
número de acesso KX035017.1.  

 

 
Figura 1: Sequência parcial do gene CA1 em Odontesthes humensis depositada no 
GenBank. 

 
Como resultado do BLAST, foi demonstrado que a sequência depositada 

obteve uma identidade maior de 85% com as outras sequências depositadas de 
outras espécies, como ilustrado na figura abaixo (Fig. 2):  

 

 
Figura 2: BLAST realizado a partir da sequência depositada no Genbank, demonstrando 
que a sequência obteve identidade maior de 80%. 

 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Com os resultados obtidos nesse trabalho, podemos concluir que o grupo de 
pesquisa obteve sucesso na clonagem molecular e no sequenciamento do gene 
codificante para a proteína anidrase carbônica 1 em peixe-rei O. humensis.  

Estes resultados serão de suma importância nos experimentos já em 
andamento, os quais buscam elucidar os níveis de expressão do gene da AC, 
através da técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR) em animais expostos a 
diferentes salinidades, o que poderá evidenciar de forma mais clara as possíveis 
mudanças fisiológicas sofridas no organismo quando ocorre a migração para 
ambientes onde esse peixe não é comumente encontrado.  
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