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1. INTRODUÇÃO 
 
 

Os Housekeeping genes (genes de referência) são genes com alto grau de 
conservação e com expressão constante em diferentes tecidos ou estágio de 
desenvolvimento. Esses genes são de extrema importância para a realização da 
técnica de PCR em tempo real (qPCR), técnica tida como padrão ouro para a 
quantificação de expressão gênica, visto que são utilizados como controle interno 
dessas reações, possibilitando assim a obtenção de resultados fidedignos 
(EISENBERG; LEVANON, 2013). 
Os fatores de iniciação da tradução em eucariotos (eIFs) são proteínas acessórias 
que participam da maior parte deste processo de iniciação da síntese proteica. 
Sendo que o complexo eIF3 e suas subunidades interagem com um segundo 
complexo, o eIF4, e se tornam responsáveis pelo recrutamento da subunidade 
ribossomal menor (JACKSON; HELLEN; PESTOVA; 2010).  
Alguns estudos relatam que o complexo eIF3 é responsável por dissociar os 
ribossomos após o término da tradução, impedindo também a reassociação 
indesejada dessas subunidades ribossomais (PISAREV; HELLEN; PESTOVA, 
2017).  
Devido à grande importância desses complexos proteicos nas células eucarióticas 
e seu alto grau de conservação, alguns eIFs já estão sendo testados e analisados 
como genes de referência, como é o caso do complexo eIF5A, o qual foi testado 
em Paralichthys olivaceus, uma espécie de peixe de ampla importância em países 
asiáticos (ZHANG et al, 2013). 
Visto isso, buscando subsidiar estudos futuros em relação à análise de 
housekeeping genes para qPCR em peixe-rei, espécie aquícola encontrada em 
abundância na região sul da América do Sul, com grande importância nessas 
regiões devido a comercialização da sua carne e possuindo grande exigência por 
qualidade de água (GARCÍA et al., 2014), este trabalho tem como objetivo a 
clonagem molecular e o sequenciamento do gene eIF3g em peixe-rei 
Odontesthes humensis. 
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2. METODOLOGIA 

 
 

2.1. Animais Experimentais 
Para a realização do experimento foram obtidos, no município de Arroio grande, 
no Laboratório de Piscicultura da UFPel, peixes-rei da espécie Odontesthes 
humensis em diferentes estágios de desenvolvimento. Esses animais foram 
aclimatados durante 4 semanas, onde foram mantidos em tanques de 1000 L sob 
condições controladas e posteriormente expostos a condições adversas. 
Após este período, os animais foram anestesiados com uma solução composta de 
benzocaína e posteriormente eutanasiados por secção medular e excisão 
cerebral para retirada dos tecidos de interesse e posteriormente foram 
armazenados em nitrogênio líquido. Todos os procedimentos foram realizados de 
acordo com a Comissão de Ética em Experimentação Animal da UFPel, com o 
número de processo 7018/2015-85  
 

 

2.2. Extração de RNA 
A extração de RNA foi realizada a partir do tecido cerebral com o auxílio do 
reagente TRIzol®, seguindo as instruções do fabricante. 
 
2.3. Confecção de cDNA 
Após a extração, realizou-se a quantificação da concentração e pureza do RNA 
por espectrofotometria de luz UV utilizando o equipamento Nanovue. Conseguinte 
à determinação da concentração ideal de RNA, foi possível realizar a confecção 
de DNA Complementar (cDNA) utilizando o kit comercial High Capacity (Applied 
Biosystems, EUA). 
 
2.4. Clonagem e Sequenciamento 
Os primers específicos para a amplificação do gene eIF3g foram desenhados com 
o auxílio do software online PriFi (http://cgi-www.daimi.au.dk/cgichili/Prifi/main), 
tendo como base a análise de alinhamentos de sequências gênicas do eIF3g de 
outros organismos, já depositadas no GenBank.  
Para a amplificação do gene eIF3g, foram realizadas Reações em Cadeia da 
Polimerase (PCR), utilizando os primers desenhados, o cDNA confeccionado 
como template e um gradiente de temperatura buscando elucidar a melhor 
temperatura de amplificação do primer. A confirmação da amplificação se deu 
através de eletroforese em gel de agarose 1,2%, seguida da purificação do 
produto, utilizando colunas com membrana de gel sílica proveniente do kit 
comercial Purelink. 
Após a obtenção de um produto puro e com concentração ideal, foi realizado o 
sequenciamento por método de Sanger automatizado no Laboratório de Genômica 
Estrutural da UFPel e o depósito da sequência nucleotídica obtida no banco de dados 
GenBank. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

Após a visualização em gel de agarose, foi possível verificar que a melhor 
temperatura de anelamento dos primers desenhados foi de 59,9 °C, uma vez que 
nessa condição foi observado o produto da PCR do gene com o tamanho 
esperado de 435 pares de bases (Fig. 1), o qual foi sequenciado e encontra-se 
depositado no GenBank sob o número de acesso KX060035.1. 

 

Fig.1: Sequência nucleotídica depositada no GenBank. 
 
Para confirmar a sequência depositada, foi realizado um BLAST (Fig. 2), 

onde obteve-se uma identidade maior de 90%. 
 

 
Fig.2: Blast realizado a partir da sequência nucleotídica depositada.  

 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Esse estudo tem como perspectiva a análise dos demais genes normalizadores clonados 
e sequenciados pelo nosso grupo de pesquisa, a fim de determinar o melhor 
housekeeping gene para estudos de genômica funcional na espécie Odontesthes 
humensis, e posteriormente elucidar os efeitos do herbicida RoundUp® sobre a expressão 
de genes relacionados a toxicologia. 
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