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RESUMO 

 
Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Farmacologia 

Universidade Federal de Santa Maria 

 

 

EFEITOS DO ORGANOFOSFORADO PARATIONATO METÍLICO 

SOBRE O EIXO HIPOTÁLAMO-HIPÓFISE-INTERRENAL EM PEIXE-

ZEBRA (Danio rerio) 

 

 

AUTOR: João Gabriel Santos da Rosa 
 

ORIENTADOR: Leonardo José Gil Barcellos 

 

Data e Local da Defesa: Passo Fundo, 18 de abril de 2013. 
 

Compostos organofosforados como o parationato metílico são utilizados nas diversas etapas 

de produção para controlar pragas tanto na atividade agrícola como na aquicultura. O 

mecanismo de ação desse tipo de composto é a inibição da enzima acetilcolinesterase. O 

peixe-zebra (Danio rerio) vem sendo cada vez mais usado como modelo experimental em 

variados campos, como desenvolvimento, genética e pesquisa farmacológica. O parationato 

metílico já foi caracterizado como interruptor endócrino do eixo hipotálamo-hipófise-

interrenal (HHI). Foi realizado um experimento de 96 horas de exposição de peixes adultos à 

substância testada, na concentração de 5,2 mg/L. Foi avaliado o nível de cortisol de corpo 

inteiro, visando medir a resposta endócrina a um evento estressor. Também foram 

investigadas a expressão dos genes do receptor de glicocorticoide (GR), da proteína 

regulatória de esteroidogenese aguda (StAR) e a proteína do choque térmico 70 (HSP 70). Os 

peixes expostos que foram submetidos a um evento estressor demonstraram baixos níveis de 

cortisol de corpo inteiro. Além disso, os peixes estressados e expostos ao agroquímico 

apresentaram uma diminuição da expressão dos genes GR, StAR e HSP 70. Os dados indicam 

que a exposição ao parationato metílico provoca uma diminuição da capacidade de responder 

adequadamente a um evento estressor. Peixes que possuem uma incapacidade em produzir 

uma resposta satisfatória do eixo HHI, não são capazes de realizar os ajustes iônicos e 

metabólicos necessários à recuperação da homeostase, ficando vulneráveis ao estresse 

causado pelas práticas aquícolas ou por alterações ambientais. 

 

Palavras-chave: Danio rerio. Parationato metílico. Cortisol. Proteína regulatória de 

esteroidogenese aguda. Receptor de glicocorticoide. Proteína do choque térmico 70. 

Expressão. Genes. 
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EFFECTS OF ORGANOPHOSPHATE METHYL-PARATHION ON THE 

HYPOTHALAMIC-PITUITARY-INTERRENAL AXIS IN ZEBRAFISH 

(DANIO RERIO) 

 

 

AUTHOR: João Gabriel Santos da Rosa 
 

ADVISOR: Leonardo José Gil Barcellos 

 

Place and date of defense: Passo Fundo, April 18, 2013. 
 

 Organophosphorus compounds such as methyl-parathion are used in the various stages of 

production to control pests both in agricultural activity as in aquaculture. The mechanism of 

action of this type of compound is the inhibition of the enzyme acetylcholinesterase. The 

zebrafish (Danio rerio) has been increasingly used as an experimental model in varied fields 

such as development, genetics and pharmacological research. The methyl-parathion has been 

characterized as endocrine disruptor of the hypothalamic-pituitary-interrenal axis (HHI). An 

experiment was carried out of 96 hours of exposure of adult fish to the substance tested, at the 

concentration of 5.2 mg/L. Was evaluated the whole-body cortisol level in order to measure 

the endocrine response to a stressful event. Were also investigated the gene expression of 

glucocorticoid receptor (GR), steroidogenic acute regulatory protein (StAR) and heat shock 

protein 70 (HSP 70). Fish exposed that have undergone a stressor event demonstrated low 

levels of cortisol. In addition, the fish stressed and exposed to agro-chemical showed a 

decreased expression of the StAR, HSP 70 and GR genes. The data indicate that exposure to 

methyl-parathion causes a decrease in the ability to respond appropriately to a stressor. Fish 

that have an inability to produce a satisfactory answer by the HHI axis are not able to make 

the necessary metabolic and ion adjustments for recovery the homeostasis, getting vulnerable 

to stress caused by aquaculture practices or environmental changes. 

 

Keywords: Danio rerio. Methyl-Parathion. Cortisol. Steroidogenic acute regulatory protein. 

Glucocorticoid receptor. Heat shock protein 70. Expression. Genes. 
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INTRODUÇÃO 

 

A população mundial cresce de forma constante e, com isso, surge a necessidade de uma 

produção cada vez maior de alimentos. Uma das principais fontes de alimentos é a agricultura, que 

precisa ser continuamente aprimorada a fim de garantir uma produção satisfatória. Essa garantia de 

produção é obtida através do uso de agroquímicos adicionados ao processo agrícola. Porém muitos 

agroquímicos são utilizados em excesso e de forma descontrolada. 

 Esse fato caracteriza um risco iminente de contaminação ambiental, pois muitas vezes são 

usados de forma errada, além de em alguns casos não haver fiscalização e o não atendimento às 

recomendações de uso. A introdução desses compostos  em ambientes não alvo é considerada uma 

ameaça aos ecossistemas.  

 

Contaminação ambiental e Parationato metílico 

 

Com o rápido processo de industrialização e desenvolvimento, novos compostos químicos são 

introduzidos no mercado anualmente. Cada um desses compostos é considerado uma ameaça aos 

ecossistemas. A complexa natureza dessas substâncias torna muito difícil o processo de análise de 

toxicidade, tornando desconhecidos os efeitos dos poluentes e seus produtos de oxidação, que acabam 

acumulando no meio ambiente. 

Durante as últimas décadas, o uso de produtos químicos aplicados na agricultura aumentou 

drasticamente, coincidindo com modificações nas práticas agrícolas e a intensificação da produção 

(Konstantitinou et al., 2006). Aproximadamente 1-3% dos agroquímicos utilizados alcança seu local 

de ação (Plimmer, 1990), resultando na presença de resíduos desses compostos contaminado os 

componentes bióticos e abióticos, como plantas, solo e a rede hidrográfica local, aumentando as 

chances de atingir algum organismo não alvo, como peixes e outros. Além disso, muitos agroquímicos 

apresentam alta persistência ambiental, o que significa que estarão presentes no ambiente por muito 

tempo (Huang et al., 2011).  
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Figura 1: Valores da comercialização de pesticidas no Brasil. Fonte: FAO 

 

Em alguns casos, agroquímicos são utilizados diretamente na água. Isso acontece, por 

exemplo, na atividade piscícola. Muitas vezes, esses agroquímicos atuam no combate de insetos e 

parasitos de peixes. O uso descontrolado, utilizando o produto sem fiscalização, e, ainda não seguindo 

as recomendações técnicas, resulta em poluição ambiental, contaminação dos peixes de cultivo e de 

todos os organismos envolvidos no ecossistema aquático (Ranzani- Paiva et al., 1997 e Rodrigues et 

al., 1997).  

Na aquicultura, compostos organofosforados (OP) são utilizados nas etapas de produção para 

controlar ectoparasitos e larvas de insetos, que causam mortalidade dos alevinos na fase inicial de 

produção.  

São comumente encontrados em ambientes aquáticos como consequência do uso 

indiscriminado na atividade agrícola. Devido a constante presença dessas substâncias, esses compostos 

OP representam um grande risco para espécies não alvo. O parationato metílico (PM) destaca-se como 

o inseticida mais empregado para combater os predadores aquáticos (FIGUEIREDO e SENHORINI, 

1990).  
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Figura 2: Vias de contaminação de corpos aquáticos por agroquímicos. Fonte: Swedish 

University of Agricultural Sciences 

 

O mecanismo de ação desse tipo de composto é a inibição da enzima acetilcolinesterase 

(AChE). A inibição dessa enzima impede a hidrolização do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas 

terminações nervosas e junções neuromusculares, levando a uma hiperexcitação dos tecidos 

musculares. Essa reação exacerbada provoca efeitos comportamentais, como hiperatividade, e efeitos 

físicos, como asfixia (Roex et al., 2003). Given et al (1997) encontraram uma diminuição da 

esteroidogenese em células adrenais expostas a parationato. A inibição dessa enzima em organismos 

vivos é amplamente usada como biomarcador da exposição ao OP bem como a outros compostos da 

mesma classe como inseticidas carbamatos (Walker, 2001).  
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Figura 3: Mecanismo de ação de organofosforados. Fonte: Universidade do Porto, Fauldade de 

Farmácia, Monografias e teses. 

Efeitos comportamentais podem ser observados mesmo em exposição a concentrações 

menores que aquelas que causam outros efeitos. Diminuição da atividade e de consumo de alimento 

foi observada em peixes expostos ao PM (Rand, 1977; Banas and Sprague, 1986).  Vários estudos 

mostraram que a inibição da enzima acetilcolinesterase causa uma significativa mortalidade em 

espécies aquáticas, tanto em exposições agudas (Van der Wel and Welling, 1989; Zinkl et al., 1991; 

Legierse, 1998) como crônicas (Ansari and Kumar, 1984).  

 

Peixe-zebra como modelo 

 

O peixe-zebra (Danio rerio) vem sendo cada vez mais usado como modelo experimental em 

variados campos, como desenvolvimento, genética e pesquisa farmacológica. Essa espécie despertou 

nos últimos anos um grande interesse na pesquisa em neurociências. Sua conduta social ativa, 

facilidade de ambientação, baixo custo de manutenção, ciclo reprodutivo rápido e alta prolificidade, 

colaboram para a utilização do peixe-zebra como espécie modelo (Cachat e Stewart, 2010). Além 

disso, o tamanho pequeno (5-6 cm), a transparência óptica durante a embriogênese (que proporciona 

facilidade na detecção de anormalidades morfológicas) e a facilidade de traçabilidade de perfis 

genéticos  favoreceu a utilização dessa espécie como modelo experimental. Nos últimos anos, uma 

série de artigos sobre o estudo da fisiologia do estresse bem como a cronologia da resposta em peixe 

zebra foram publicados (Chandrasekar et al., 2007; To et al., 2007; Alsop e Vijayan, 2008; Alderman 

e Bernier, 2009; Alsop e Vijayan, 2009; Barcellos et al., 2007, 2010; Ramsay et al., 2009).   
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Possuindo uma significante homologia genética e fisiológica com outros vertebrados, o peixe-

zebra (Danio rerio) tem se tornado muito popular em pesquisas neuro-comportamentais e construção 

de fenótipos cognitivos e afetivos. Além disso, a espécie tem demonstrado ser um bom modelo em 

estudos de comportamento, devido à possibilidade de modulação através de fatores endógenos e 

exógenos (Goldsmith, 2004). Até recentemente, assumia-se que o comportamento de peixes possuía 

um caráter apenas instintivo, com pouca capacidade cognitiva. No entanto, já é conhecida a habilidade 

dos peixes de formar memórias espaciais e mapas cognitivos, e com isso a possibilidade de exploração 

ambiental (Burt de Perera, 2004). 

 
Figura 4: Principais órgãos. Zebrafish macho. Adapatado de Tokarz et al., 2013  

 

 O peixe-zebra apresenta resultados muito úteis em testes utilizados em análise 

comportamental. Essas características demonstram a sensibilidade da espécie à manipulação 

experimental e confirma sua aplicabilidade como modelo de estresse e fenômenos comportamentais 

(Stewart et al, 2013). Estudos baseados na exposição a ambientes novos são comumente usados em 

neurociências e ciência do comportamento para estudar tanto fenômenos afetivos, como medo e 

ansiedade, quanto cognitivos como habituação (Wong et al, 2010), além de parâmetros bioquímicos 

(Barcellos et al., 2007). 
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Resposta endócrina ao estresse e eixo Hipotálamo-Hipófise-Interrenal 

 

Todos os animais, vertebrados ou não, passam por situações em que ocorre desequilíbrio da 

homeostase. Esse desequilíbrio é conhecido como estresse, e os fatores que levam a esse quadro são 

chamados fatores estressantes ou estressores (Barton, 2002). Quando um fator estressante interage 

com um organismo vivo, essa interação provoca o desencadeamento de uma reação chamada resposta 

ao estresse. Essa resposta deve ser produzida de forma que o organismo seja capaz de recuperar o 

estado de homeostase inicial. O principal componente da resposta ao estresse é o aspecto endócrino, 

que consiste na síntese de hormônios glicocorticoides circulantes. Nos teleósteos, o principal 

glicocorticoide atuante é o cortisol (Barton, 2002). O cortisol possui função glicemiante, que 

proporciona aos peixes estressados a recuperação da homeostase inicial provendo um aumento no 

aporte de energia disponível (Wendelaar Bonga, 1997), além de ser um fator essencial à adaptação em 

situações de estresse.  

 
Figura 5: Ativação do receptor de glicocorticoides. Fonte: Autor. 

A resposta endócrina ao estresse é regulada pelo eixo neuroendócrino hipotálamo-hipófise-

interrenal (HHI). Quando um estressor é percebido, a informação é interpretada pelo hipotálamo onde 

uma série de neurônios inicia um processo de produção e liberação de neuropeptídios como o 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH) e urotensinogênio tipo I (UI). Quando o CRH é liberado, 

ele age nos receptores próprios localizados na hipófise anterior, e promovem a produção de pro-
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opiomelanocortina (POMC), um precursor do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). O ACTH é 

então liberado na corrente sanguínea e atinge a porção cranial dos rins, agindo nos receptores 2-

melanocortina (MCR2R). Essa reação inicia o processo de esteroidogênese e secreção de cortisol 

(Bernier et al., 2009).  

A metabolização do colesterol dá origem à pregnenolona, que em seguida é convertida através 

de uma série de reações enzimáticas até a formação de 11-deoxycortisol. Por fim a enzima 11β-

hidroxilase faz a conversão de 11-deoxycortisol em cortisol. O cortisol é então liberado para a corrente 

sanguínea, não sendo armazenado no rim cefálico (Wendelaar Bonga, 1997).  

Figura 6: Conversão de colesterol em cortisol e aldosterona. Fonte: Autor 

O feedback negativo do cortisol pode ocorrer em todos os níveis do eixo neuroendócrino, 

atuando em receptores de glicocorticoides  (GR) ou receptores de mineralocorticoides (MR) 

localizados em várias células-alvo em vários tecidos. Os hormônios esteroides também podem alterar 

a estabilidade de ácido ribonucleicos mensageiros (mRNA) interferindo na quantidade de proteínas ou 

receptores responsivos aos glicocorticoides (Tsigos e Chrousos, 2002). 
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Interrupção endócrina 

 

Existem diversas formas de os resíduos de agroquímicos atingirem os corpos d’agua, como 

lixiviação, armazenamento inadequado de embalagens e recipientes, e até mesmo a lavagem em local 

impróprio de equipamentos utilizados na aplicação (Konstantinou et al., 2006; Huskes and Levsen, 

1997). Esses resíduos representam um risco em potencial para as espécies aquáticas não alvo.  

 A maior parte das pisciculturas está localizada próxima a áreas agrícolas, e por vezes até 

sendo supridas com a mesma água utilizada na atividade agrícola. A contaminação, mesmo em doses 

consideradas aparentemente inócuas, pode causar um efeito deletério nos organismos aquáticos. Este 

efeito deletério dos agroquímicos sobre os organismos pode ser classificado como interrupção 

endócrina (Colborn 2010). A interrupção endócrina afeta um eixo neuroendócrino, que geralmente 

possui a função de coordenar e manter a homeostase em determinado sistema no organismo.  

A interrupção do eixo neuroendócrino Hipotálamo-Hipófise-Interrenal (HHI), que é 

responsável, entre outras funções, por coordenar a resposta ao estresse, impede os animais de 

produzirem uma reação efetiva às situações de estresse. A resposta ao estresse, proporcionada pela 

ação do hormônio cortisol, é uma reação do organismo a uma variedade de fatores adversos, chamados 

estressores, que iniciam uma série de processos fisiológicos adaptativos coordenados pelo eixo HHI.  

Um peixe com resposta ao estresse prejudicada apresenta uma redução significativa da sua capacidade 

de elevar o cortisol plasmático, tornando-se fisiologicamente comprometido e não respondendo 

adequadamente aos estressores comuns em seu ambiente.  

Vários mecanismos de ação têm sido estudados e propostos como causadores de bloqueio no 

eixo HHI. Efeito na hipófise, mais especificamente no receptor de glicocorticóide cerebral (BGR), 

onde se liga o CRH (hormônio liberador de corticotrofina) foi observada por Hontela (2006) e Gravel 

& Vijayan (2006). Especificamente no tecido interrenal, vários efeitos foram descritos em diversos 

estudos. O bloqueio da expressão de uma proteína chave na cascata de síntese do cortisol, a StAR 

(steroidogenic acute regulatory protein) foi relatada por Hontela (2006), Gravel & Vijayan (2006) e 

Aluru et al. (2005). A StAR que promove a entrada do colesterol na mitocôndria e a sua transferência 

para o sítio ativo da P450 “side chain cleavage” (P450scc) com a consequente conversão do colesterol 

em pregnenolona que, depois da ação de mais algumas hidroxilases, dará finalmente origem ao 

cortisol (Mommsen et al., 1999). 
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Objetivos 

 

Frente à necessidade de um melhor entendimento da fisiopatologia da interrupção endócrina 

causada pela exposição a agroquímicos, e as consequências deletérias aos animais no que tange à 

interação entre homeostase e os eventos estressores no ambiente, esse trabalho pretende identificar os 

mecanismos de interação entre a substância e os componentes do eixo HHI. 

Objetivos específicos 

Como objetivos específicos, o trabalho avaliará o efeito do parationato metílico sobre os seguintes 

componentes do eixo HHI: 

1. Resposta do eixo hipotálamo-hipófise-interrenal; 

2. A proteína regulatória de esteroidogenese aguda – StAR; 

3. O receptor de glicocorticoide; 

4. As proteínas do choque térmico (HSPs).  
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IMPAIRMENT OF CORTISOL RESPONSE TO STRESS IN ZEBRAFISH ACUTELY 

EXPOSED TO METHYL-PARATHION 
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ARTIGO 2 

 

 

 

EFFECTS OF METHYL PARATHION EXPOSURE ON ZEBRAFISH BRAIN GR, 

STAR, AND HSP70 GENE EXPRESSION  

Este capítulo foi escrito de acordo com as normas da Revista Environmental Toxicology, 

onde foi submetido para publicação. 
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Abstract 

Gene expression patterns of the brain glucocorticoid receptor (GR), steroidogenic acute 

regulatory protein (StAR), and heat shock protein 70 (hsp70) have been investigated in 

waterborne methyl parathion (MP, 5.2 mg/L)-exposed adult zebrafish (Danio rerio), sampled 

96 h after exposure. Stressed fish exposed to MP-contaminated water showed an inhibition of 

the brain StAR and hsp70 gene expression. Data demonstrated that MP produced brain StAR 

and hsp70 inhibition.  

 

 

Keywords: methyl parathion, zebrafish, steroidogenic acute regulatory protein, heat shock 

protein 70, glucocorticoid receptor 
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1. Introduction 

Since the zebrafish is a good model system to research stress response and its hypothalamic-

pituitary-interrenal (HPI) axis has already been characterized (Alsop and Vijayan, 2009; 

Fuzzen et al., 2010), it might also be useful for aquatic toxicology studies on this axis, which 

coordinates the stress response in fish (Wendelaar Bonga, 1997). HPI and its peripheral 

product, cortisol, play a key role in the metabolic, ionic, and physiologic adjustments 

necessary for coping with stress. Cortisol is secreted and binds to glucocorticoid receptor 

(GR), a ligand-activated nuclear transcription factor. GR regulates transcription of the target 

genes related to glucose metabolism, immune function, and behavior (Mommsen et al., 1999). 

Consequently, any adverse effect on the functioning of the HPI axis would compromise the 

ability of the animal to mount an adequate response to stressors (Hontela, 1998, 2005).  

In cortisol synthesis, the steroidogenic acute regulatory protein (StAR), which shuttles 

cholesterol from the outer to the inner mitochondrial membrane, is a key rate-limiting protein 

in steroid synthesis (Stocco et al., 2005).  

The brain is not only a target but also a steroid-producing organ, and the steroid 

concentrations in the brain fluctuate independently of the plasma cortisol concentrations 

(Sierra, 2004). The co-localization of StAR in the brain cells that
 
also express P450scc 

demonstrates a similar importance in the production of neurosteroids (King et al., 2002; 

Sierra, 2004). These neurosteroids are thought to possess important roles in
 
neuroprotection, 

modulation of brain function, and
 
neuronal development (King et al., 2004).  

Heat shock proteins (hsps), the other indicators of stress response in fish, represent a 

cellular response to stressors (Iwama et al., 2004), whose function is to stabilize protein 

structures under stress conditions (Willer et al., 2000). Thus, the inhibition of hsp70 might 

cause cellular stress with a consequent loss of function. The hsp70 occurs particularly in the 

brain regions that coordinate the neuroendocrine response to stress (Blake et al., 1990). 
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Interrenal StAR protein and hsp70 might be the targets for toxicants and possible 

mechanisms causing disruption on the production of steroids (Aluru et al., 2005; Aluru and 

Vijayan, 2006; Gravel and Vijayan, 2006). However, very little is known about the 

involvement of brain StAR and hsp70 as the targets for xenobiotics. 

Methyl parathion (MP) is an organophosphorus pesticide largely used in Brazil for 

avoiding agricultural losses due to insect attacks. In addition, MP has also been used in fish 

culture ponds for killing the aquatic larvae of predatory insects (Szarek et al., 2000). MP, 

commercially named as Folidol 600
®
, is a less-persistent organophosphate insecticide, which 

is moderately soluble in water and acutely toxic to fishes (Walton et al., 1997). 

Thus, the aim of the present work was to verify the effects of an acute exposure to the 

sublethal concentrations of methyl parathion (MP) on the expression of brain StAR protein, 

hsp70, and GR as the possible targets of this compound in adult zebrafish. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Fish, housing, and experimental design 

Adult male wild-type zebrafish (Danio rerio) were obtained from a commercial supplier 

(Delphis, Porto Alegre, RS) and acclimated for 3 days before the tests in the experimental 

aquaria (40 L, with constantly aerated dechlorinated tap water), housed in groups of 20 fish, 

kept under 14–10 h day/night cycle, and fed 3 times a day with commercial flakes 

(TetraMin
®
). All the protocols were approved by the Institutional Animal Care Committee 

(CEUA-UPF). Throughout the experiment, the water temperature was 28 ± 2 °C, the pH 

ranged from 6.6 to 7.2, and the dissolved oxygen from 5.2 to 7.1 mg/L. Total ammonia was 

lower than 0.5 mg/L.  

After acclimation, the fish were divided into 4 experimental groups, each housed in 6 

aquaria in a static test design. In the first group, the fish were kept without any stressor or 
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contaminant (C). In the second group (MP), the fish were exposed to 5.2 mg/L of methyl 

parathion (concentration based on previous results by Bellavere and Gorbi, 1984); in the third 

group (S), the fish were exposed to a stressor (60 s of chasing with a pen net), and in the last 

group (MP + S), the zebrafish were exposed to both the stressor and the contaminant. Acute 

handling stress was applied after 96 h of exposure, and the fish were sampled at hour 97, 

cryoanesthetized, and euthanized (Wilson et al., 2009) for brain dissection and gene 

expression analysis (n = 6). 

2.2 Gene expression 

The expression of GR, StAR, and hsp70 genes was analyzed by a semiquantitative reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) assay. Zebrafish DNA sequences encoding 

for GR, StAR, and hsp70 were retrieved from the GenBank database and used for searching 

specific primers, which were designed using the Oligos 9.6 program (Table 1). The β-actin 

primers were designed as described previously (Chen et al., 2004). TRIzol
®
 reagent 

(Invitrogen) was employed for isolating total zebrafish brain RNA, and its purity was 

quantified by spectrophotometry. Afterwards, all the samples were adjusted to 160 ng/μL, and 

cDNA species were synthesized using SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix 

(Invitrogen). RT-PCR conditions were optimized in order to determine the number of cycles 

that would allow product detection within the linear phase of mRNA transcript amplification 

(Table 1). The PCR reactions were performed using 0.1 μM primers, 0.2 μM dNTP, 2 mM 

MgCl2, and 0.5 U Platinum
®
 Taq DNA polymerase (Invitrogen). The PCR products were 

submitted to electrophoresis using a 1% agarose gel. The fragment length of the PCR 

reactions was confirmed with a low DNA mass ladder (Invitrogen, USA), and β-actin was 

carried out as an internal standard. The relative abundance of each mRNA versus β-actin was 

determined in the organs studied by densitometry using the freeware ImageJ 1.37 for 

Windows. 
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2.3 Statistics 

Data were expressed as mean  SEM and analyzed with the Graph Pad InStat 3.00 statistical 

package (GraphPad Software, San Diego, California, USA) by a two-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by Tukey’s multiple range tests. Statistical significance was accepted at 

p < 0.05. 

Table 1: Primer sequences and PCR amplification conditions 

Gene GenBank 

acesssion 

number 

Primer sequences (5-3’) PCR 

fragment 

(bp) 

Anneling 

Tm (
0
C) 

Cycles 

GR EF_436284 AACATGCTGTGTTTCGCTCC (forward) 

CTGCAAGCATTTCGGGAAAC (reverse) 

 

401 62 35 

StAR BC_075967 TGCTATGTGCAACAAGGGCAAGAAGC 

(forward) 

GGACATTTACAAAGTCTCTTGGGC 

(reverse) 

 

304 62 35 

Hsp70 NM_131397 CCACCTGCGCCACGTGGCGTC 

(forward) 

CCTCCTCGCTGATCTTGCCTTTCAGG 

(reverse) 

343 62 30 

 

β-actin 

* AAC13314 

GTCCCTGTACGCCTCTGGTCG 

(forward) 

GCCGGACTCATCGTACTCCTG (reverse) 

678 54 35 
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* PCR primer sequences previously described (Chen et al., 2004). Chen, W.-Y., John, J.A.C., Lin, C.-

H., Lin, H.-F., Wu, S.-C., Lin, C.-H., Chang, C.-Y., 2004. Expression of metallothionen gene during 

embryonic and early larval development in zebrafish. Aquat. Toxicol. 69, 215–227. 

3. Results 

No mortality was observed in all the groups. The expression of the brain StAR, hsp70, and GR 

genes is depicted in Figure 1. Brain StAR (Fig. 1A) and hsp70 (Fig. 1B) expression in MP + S 

zebrafish was statistically lower than in the other treatments (p < 0.05). Concerning brain GR 

(Fig. 1C), no differences were found between the MP, S, and MP + S groups, but these 

treatments showed high expression ratios when compared to C (p < 0.05).  
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Fig. 1. Effects of stress (S), acute exposition to methyl-parathion (MP) or stress plus acute exposition 

to methyl-parathion (MP+S) on StAR (A), hsp70 (B) and GR (C) expression in zebrafish brain. Data 

expressed as mean ± S.E.M. Different letters above the standard error bars indicate a significant 

difference between treatment groups (ANOVA followed by Tukey´s multiple range test, p<0.01; n=6). 

 

4. Discussion 

The main result found in the present work was the inhibited expression of the brain 

StAR protein gene in zebrafish from the MP + S group. The role of the StAR protein in the 

brain is  not  fully described, but the significant decrease in its expression in the MP + S fish 

suggests a possible involvement in the HPI axis activation or signaling, pointing to brain 

StAR as a possible mechanism of the impairment of steroid synthesis (Arukwe et al., 2008).  

Since the brain is a steroid-producing organ (Sierra, 2004) and since neurosteroids are 

thought to possess important roles in brain function and
 
neuronal development (King et al., 

2002; King et al., 2004; Sierra, 2004), the verified inhibition of the brain StAR gene 

expression in fish exposed to MP (according to our knowledge, the first published results) is a 

very instigating result. 

The brain StAR expression was also altered in Atlantic salmon exposed to 

ethynylestradiol (Lyssimachou and Arukwe, 2007) and nonylphenol (Arukwe, 2005).  
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In fact, studies on steroidogenesis disruption focused mainly on the levels of the 

steroids and receptor-mediated effects, but little is known about the effects and mechanisms 

of endocrine modulators on neural steroid-mediated effects. The current research on 

endocrine disruption provoked by chemicals has omitted the examination of the neural 

steroids and does not fully cover the process of steroidogenesis (Lyssimachou et al., 2006). 

 The diminished hsp70 expression in zebrafish in the MP + S group might be an 

indicator of cellular stress in the brain, provoked when stress occurs concomitantly to 

contamination. As verified in the Arctic char (Aluru et al., 2004), hsp70 inhibition may point 

to a loss of neurons, especially those involved in the HPI axis, in response to MP exposure in 

zebrafish. Reinforcing this argument, hsp70 occurs in the brain, particularly in regions that 

coordinate the neuroendocrine response to stress (Blake et al., 1990). 

The brain GR expression in fish from the MP, S, and MP + S groups did not differ. 

Similar results were found by Gravel and Vijayan (2006), who exposed rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) to salicylate and reported that brain GR mRNA levels were not 

affected. On the other hand, inhibition of GR expression occurred in Salvelinus alpinus 

exposed to polychlorinated biphenyls (PCBs) (Aluru et al., 2004). The difference between 

these results could be related to different exposure intervals, pharmacological differences of 

the contaminants, and/or variations in the protocols employed. 

Regarding the substance tested, organophosphorus methyl parathion (Folidol 600
®
, 

600 g/L of MP), it is widely used as an insecticide in food storage and agriculture as well as in 

fish farms for eliminating predatory aquatic insects. Thus, the current uses and practices easily 

allow MP to reach non-target organisms like fish (Cericato et al., 2008). 

Finally, since we did not measure the expression of StAR and hsp70 in the interrenal 

tissue, our data did not fully support nor deny the relationship between a possible impairing 
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on cortisol levels and the inhibited brain StAR and hsp70. However, the inhibition of StAR 

and hsp70 genes in stressed fish exposed to MP is a very instigating result. 

Altogether, the results presented herein show that MP produced impairment in brain 

StAR and hsp70 gene expression. Thus, the expression of these proteins in the brain might 

serve as sensitive diagnostic tools for the acute exposure of fish to methyl parathion and as an 

initial point for studying the effects of MP on neurosteroid production.  
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DISCUSSÃO 

 

Em relação à substância testada, o organofosforado parationato metílico 

(Folidol600®), apresenta alta persistência ambiental (Huang et al., 2011), sendo bastante 

grande a chance desses resíduos atingirem organismos não alvo como peixes (Cericato et al., 

2008). Além do MP ser um inseticida utilizado na agricultura, também é aplicado em tanques 

de piscicultura com o objetivo de eliminar a fase larval aquática de insetos predadores. A 

contaminação acidental de animais do ecossistema aquático, ou a exposição proposital dos 

peixes, pode reduzir sua habilidade em responder adequadamente a algum estímulo estressor.  

Esse efeito pode ser devido à interrupção endócrina do eixo HHI. Uma resposta ao 

estresse enfraquecida, caracterizada pela diminuição dos níveis de cortisol, é um fenômeno 

bem documentado que ocorre em várias espécies de peixes, tanto em exposição prolongada 

quanto exposição aguda a xenobióticos. Uma resposta de cortisol reduzida, após um evento 

agudo de estresse, é um fenômeno que ocorre em várias espécies de peixes expostos a 

xenobióticos. Outras evidências do bloqueio do eixo HHI após a exposição aguda a 

agrotóxicos foram relatadas por Gravel e Vijayan (2007), que observaram uma inibição 

adaptativa do cortisol plasmático em trutas alimentadas com ração artificialmente 

contaminada com salicilato. Em geral, os níveis de cortisol de corpo inteiro medidos nesse 

estudo foram semelhantes aos níveis previamente determinados nesta espécie (Ramsay et al., 

2006; Barcellos et al., 2007). Os resultados desse trabalho, evidenciados no artigo 1, 

demonstra que os peixes expostos ao parationato metílico não responderam de forma 

satisfatória ao estresse agudo a que foram submetidos. 

Vários mecanismos de ação têm sido estudados e propostos como causadores de 

bloqueio no eixo HHI. Efeito na hipófise, no receptor de glicocorticoide cerebral (BGR), onde 

se liga o CRH (hormônio liberador de corticotrofina), foi observada por Hontela (2006) e 

Gravel & Vijayan (2006). Given et al (1977) encontraram uma diminuição da esteroidogenese 

em células adrenais expostas a parationato. O bloqueio da expressão de uma proteína chave na 

cascata de síntese do cortisol, a proteína reguladora de esteroidogenese aguda (steroidogenic 

acute regulatory protein - StAR) foi relatada por Hontela (2006), Gravel & Vijayan (2006) e 

Aluru et al. (2005). A inibição da transcrição/tradução da StAR resulta em queda da 

biossíntese de esteróides. Gravel and Vijayan (2007) sugerem que o mecanismo de ação do 
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salicilato envolve a inibição da proteína StAR e o do GR, que são proteínas essenciais para a 

produção de cortisol e para a resposta do tecido-alvo a esse esteróide, respectivamente. 

A proteína StAR  já foi reconhecida como alvo de interrupção endócrina mediada por 

xenobióticos em animais, incluindo peixes (Aluru and Vijayan, 2006; Aluru et al., 2005). A 

expressão do gene da proteína StAR no cérebro foi inibida em peixes do tratamento de MP + 

S. O papel da proteína StAR no cérebro não foi totalmente descrito, mas a diminuição 

significativa na sua expressão em peixes do grupo MP + S sugere um possível envolvimento 

na ativação ou sinalização do eixo HPI, contribuindo para a resposta de cortisol prejudicada 

verificada. Uma vez que estes peixes apresentaram um menor aumento dos níveis de cortisol, 

a inibição da StAR no cérebro pode ser um mecanismo de interrupção endócrina eixo HHI. A 

Ruptura do eixo HHI provocada pela exposição do MP verificou-se também no teleósteo 

Rhamdia quelen (Cericato et al., 2008), mas os mecanismos envolvidos não foram estudados. 

Em apoio esta hipótese, peixes expostos a fração solúvel do petróleo demonstraram 

diminuição da expressão de StAR no cérebro concomitante a alterações nos esteroides 

testosterona e 17 β-estradiol, apontando para a proteína StAR no cérebro como sendo um 

potencial alvo no mecanismo de comprometimento do eixo hipotálamo-hipófise-gonadal 

(Arukwe et al., 2008). A expressão da StAR no cérebro também apresentou alteração em 

salmão do Atlântico expostos a etinilestradiol (Lyssimachou e Arukwe, 2007) e nonilfenol 

(Arukwe, 2005). Apesar do fato de que o envolvimento da proteína StAR na desregulação do 

eixo HPI é um fenômeno  já conhecido em peixes (Aluru et al., 2005), os resultados aqui 

apresentados são o primeiro relato da diminuição concomitante de níveis da proteína StAR no 

cérebro e níveis de cortisol de corpo inteiro em peixes expostos ao MP.  

Normalmente, os estudos sobre a interferência na esteroidogênese são focados 

principalmente nos efeitos mediados por diferentes níveis de esteroides, porém pouco se sabe 

sobre os efeitos mediados por mecanismos moduladores de esteroides neurais. Os níveis de 

expressão de GR no cérebro dos peixes dos grupos MP, S e MP + S não apresentaram 

diferenças significativa. Resultados semelhantes foram encontrados por Gravel and Vijayan 

(2006), em truta arco-íris (Oncorhynchus mykiis) expostas a salicilato, onde relatou que os 

níveis de RNAm para GR no cérebro não foram afetados. Por outro lado, a inibição da 

expressão de GR ocorreu em Salvelinus alpinus expostos a bifenilos policlorados (PCB) 

(Aluru et al., 2004). A diferença entre estes resultados poderia estar relacionada com 

intervalos de exposição diferentes, diferenças farmacológicas entre contaminantes e/ou 

variações nos protocolos empregados.  
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A expressão diminuída de hsp70 no grupo MP + S pode ser um indicador de estresse 

celular no cérebro provocado na ocorrência concomitante do estímulo estressor e a 

contaminação, em resposta à exposição de MP no zebrafish. Como verificado em Aluru et al. 

(2004), em salmão do Ártico, a inibição de hsp70 pode indicar uma perda de neurônios, 

especialmente os envolvidos no eixo HHI. Reforçando esse argumento, Blake et al. (1990) 

afirma que a hsp70 ocorre também no cérebro, particularmente nas regiões que coordenam a 

resposta neuroendócrina ao estresse. O aumento da expressão de chaperonas auxilia no reparo 

de proteínas danificadas pelo desafio de estresse e também regula a síntese de novas proteínas 

em substituição daquelas degradadas (Fishelson, 2001). A capacidade de adaptação através do 

mecanismo das HSPs representa um grande sucesso na adaptação dos seres vivos ao ambiente 

a que estão expostos, sendo esse um indício de seu grande valor evolutivo (Peetermans, 

1995). Em todos os organismos, a indução das HSPs é muito rápida e intensa, mantendo o 

caráter emergencial da resposta (Minowada & Welch, 1995). A habilidade de responder com 

sucesso a adaptação em um novo ambiente é crítica para a sobrevivência, e representa uma 

estratégia evolutiva muito importante. 

Com estas informações, percebe-se que o agroquímico parationato metílico 

aparentemente exerce um efeito deletério aos peixes expostos, agindo em nível de síntese de 

proteínas essenciais ao correto funcionamento do eixo HHI, mais especificamente na síntese 

da proteína StAR. Esse efeito deletério sugere uma inibição da síntese dessa proteína, já que 

os grupos tratados apresentaram níveis inferiores.  
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CONCLUSÃO 

 

1 – O principal resultado no que diz respeito ao eixo hipotálamo-hipófise-interrenal é a 

atenuação do mesmo, respaldada pela diminuição dos níveis de cortisol de corpo inteiro, 

observada no grupo MP+S.  

2 – Em relação à proteína StAR, foi observada a inibição da expressão do gene que codifica 

essa proteína no cérebro. Essa inibição foi observada no grupo MP+S.  

3 – Os níveis de expressão de GR no cérebro dos peixes dos grupos MP, S e MP + S não 

apresentaram diferenças significativas.  

4 – Em relação à HSP70, foi observada uma diminuição da concentração dessas proteínas no 

cérebro no grupo MP+S, causada pelo princípio ativo. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A partir dos resultados encontrados nos estudos apresentados, será possível elucidar os 

exatos mecanismos de ação desses agroquímicos a nível celular. Através da pesquisa com os 

agroquímicos, dos complexos processos que causam danos às células, é possível avaliar os 

danos das contaminações ambientais em nível de organismo.  
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