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A expressão genética como ferramenta de avaliação de 

impactos da poluição por pesticidas em sistemas aquáticos. 

O uso de pesticidas é objecto de controvérsia: são geralmente necessários para o 

sucesso da produção agrícola, mas a contaminação do solo e de sistemas aquáticos 

(e.g. lagos e rios) é prejudicial para muitas espécies. A utilização de  insecticidas é 

particularmente preocupante porque grande parte da biomassa aquática é composta por 

artrópodes semelhantes aos organismos-alvo (pragas). A utilização das biomoléculas de 

ADN e dos seus mecanismos operativos (e.g. formação de ARN mensageiro durante a 

síntese proteica) é uma das mais recentes biotecnologias aplicadas à análise dos efeitos 

nefastos de compostos tóxicos. De uma forma simplificada, sabendo que, em condições 

controlo, um organismo aquático produz X moléculas de ARNm, ao observar que, após 

exposição a um insecticida, produz 2X ou -2X, pode concluir-se que o organismo foi 

afectado pela exposição. Posteriormente analisando a função dos genes envolvidos 

neste processo, pode concluir-se acerca dos mecanismos biológicos que foram inibidos 

ou estimulados, podendo estimar-se riscos do insecticida para o ecossistema. O objectivo 

deste estudo foi verificar as alterações na expressão genética de um zooplanctonte 

(Daphnia magna) após exposição a Metomil, um insecticida muito usado em Portugal. 

Para tal, utilizou-se um chip de ADN (microarray), que permite o estudo da expressão de 

milhares de genes numa só leitura. 
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FIGURA 1: observação à 
lupa de Daphnia magna 

1mm 

INTRODUÇÃO 

Um dos organismos que é muito utilizado no contexto da avaliação dos efeitos de contaminantes em 

ecossistemas de água doce é a pulga de água, Daphnia magna (Figura 1). Trata-se de um crustáceo de 

água doce, herbívoro, que é parte geralmente muito significativa do 

zooplâncton de sistemas lênticos (sem corrente, e.g., lagos, lagoas). Ocupa 

uma posição ecológica central na teia trófica do ecossistema aquático 

(Lampert, 2006) uma vez que: por um lado, é um herbívoro filtrador poderoso 

(retém as partículas alimentares suspensas na água passando-as através do 

seu aparelho de filtração), capaz de controlar a produção vegetal microscópica 

do ecossistema (em geral microalgas verdes); por outro lado, é um item 

alimentar muito importante para o elo seguinte da cadeia trófica (invertebrados 

ou peixes planctívoros). As dáfnias são relativamente fáceis de manter em 

laboratório e reunem uma série de características fisiológicas que, conjunta-

mente com o facto de serem ecologicamente importantes, lhes conferem um 

estatuto de organismo-modelo numa série de disciplinas da Biologia, inclusivé 

na Ecotoxicologia1 (Antunes e Pereira, 2007): i) são fáceis de manusear no 

decurso de diversos processos experimentais porque não são nem demasiado 

pequenos para não se verem a olho nú, nem demasiado grandes que exijam 

grande aparato logístico para o manuseamento; ii) têm ciclos de vida curtos (algumas semanas) e 

reproduzem-se ciclicamente após a maturidade (atingida aos 6-8 dias de vida), geralmente de dois em dois 

dias, produzindo ninhadas grandes (até cerca de 50 neonatos); iii) possuem um processo de reprodução 

assexuada por partenogénese, o que permite controlar a variabilidade genética em qualquer experiência; iv) 

são organismos bastante sensíveis a uma gama alargada de compostos tóxicos, incluindo pesticidas. 

A contaminação dos ecossistemas por pesticidas é bastante preocupante, dado que estes compostos são 

utilizados em larga escala para combater pestes que afectam a produção agrícola. Como frequentemente 

existem massas de água superficiais (rios, lagos, lagoas, etc) junto de áreas agrícolas, é relativamente 

comum aí encontrar resíduos de pesticidas. O transporte destes resíduos, desde a área de aplicação até às 

massas de água, depende das suas propriedades físicas e químicas e ocorre geralmente através de 

processos de deriva por aspersão (transporte de partículas suspensas nas massas de ar corrente), 

escorrência à superfície do solo ou lixiviação (infiltração no solo) (Carter, 2000; Huber et al., 2000). Estes 

contaminantes constituem frequentemente uma ameaça às comunidades aquáticas e o estudo dos seus 

efeitos em organismos pertencentes a estas comunidades permite obter dados que facilitam a compreensão 

da extensão dos danos que podem ocorrer nos ecossistemas aquáticos. 

Os resíduos de pesticidas têm sido detectados em diversas matrizes aquáticas (Cerejeira et al., 2003; Guest 

et al., 2006; Wilson e Foos, 2006), a concentrações que frequentemente ultrapassam os máximos 

permitidos pela legislação aplicável (e.g. CE, 1998). O insecticida metomil [S-metil N-(metilcarbamoiloxi) 

tioacetimidato] é um exemplo desta situação.  O metomil pertence à classe química dos carbamatos e é 

muito usado para combater uma larga gama de insectos e acarídeos, por contacto com a superfície do 

organismo-alvo ou por ingestão (Tomlin, 2001). Os carbamatos são compostos neurotóxicos, ou seja, 

                                                             
1 Estudo integrado dos efeitos tóxicos, causados por poluentes, em organismos constituintes dos ecossistemas. 
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comprometem a função neuronal dos organismos expostos, inibindo enzimas específicas essenciais ao bom 

funcionamento da transmissão de impulsos nervosos, tais como a acetilcolinesterase (Quinn, 1987). Os 

efeitos da exposição a inibidores de acetilcolinesterase traduzem-se geralmente na sobre-activação do 

tecido muscular, nas consequentes alterações comportamentais e, em última instância, na morte do 

organismo (Timbrell, 2009). Vários estudos demonstraram já que os pesticidas com modo de acção 

centrado na disrupção da função neuronal inibem estas enzimas em Daphnia (e.g., Barata et al., 2004; 

Printes e Callaghan, 2004). 

Em geral, o estudo do impacto de diferentes compostos potencialmente tóxicos em organismos não-alvo é 

focado na avaliação de respostas ao nível do organismo ou ao nível da população. Apesar de produzirem 

dados relevantes que nos permitem conhecer os efeitos que uma determinada exposição pode produzir, 

este tipo de estudos não permite discriminar os mecanismos de toxicidade que induzem a resposta geral do 

organismo a essa exposição. A Ecotoxicogenómica, uma área recente da Ecotoxicologia que integra 

ferramentas de análise do genoma, é promissora na produção de informação relevante acerca dos 

mecanismos de toxicidade operantes em situações específicas de exposição a tóxicos (Neumann e Galvez, 

2002; Snape et al., 2004). A análise quantitativa e qualitativa da transcrição genética2 (produção de 

moléculas de ARN mensageiro) é uma das ferramentas que pode ser utilizada neste contexto. Ao 

estabelecer, numa experiência, um tratamento com uma concentração de um dado tóxico e um tratamento 

de controlo, e se, após o devido tempo de exposição, for comparada a produção de ARNm entre os dois 

tratamentos, é possível obter uma imagem directa dos mecanismos sub-celulares que estão a ser afectados 

pela exposição ao tóxico - é fornecida uma indicação acerca dos genes que passam a ser transcritos 

quando se alteram as condições ambientais. A análise dos perfis de transcrição (expressão genética global) 

de sistemas biológicos sujeitos a um determinado estímulo de stress, utilizando microarrays de ADN, é uma 

tecnologia recentemente desenvolvida que permite obter precisamente essa imagem.  

Os microarrays de ADN são lâminas de vidro (semelhantes, em aspecto, às lâminas que se usam nas 

preparações microscópicas) em cuja superfície se encontram ancorados milhares de sequências de 

nucleotídeos (que podem ser porções significativas de genes ou outros elementos do ADN), 

individualizados em spots de localização conhecida (Van Straalen e Roelofs, 2006) (Figura 2). As diferentes 

moléculas de ADN que se encontram no microarray hibridizam com moléculas de ARN, coradas geralmente 

com um corante de fluorescência, com as quais sejam colocadas em contacto, e é emitido um sinal de 

fluorescência em cada spot do microarray. Esta tecnologia é então baseada no princípio de hibridização dos 

ácidos nucleicos, que reflecte a complementaridade entre as bases azotadas (a Adenina hibridiza com a 

Timina e a Guanina com o Uracilo, no caso do ARN). Os sinais de fluorescência são detectados e 

quantificados por espectrofotometria, sendo que a intensidade do sinal indica em que medida a expressão 

dos genes correspondentes a cada spot sofreu ou não alteração (foi induzida ou reprimida) relativamente a 

um controlo (para detalhes vide “Metodologia”). Sabendo quais os genes cuja expressão foi alterada após 

exposição a um tóxico, e conhecendo a função da proteína que é codificada por esse gene, é possível 

perceber que alterações está o tóxico a promover ao nível sub-celular; por outras palavras, é possível 

                                                             
2 Transcrição genética: passo fundamental da síntese proteica durante a qual os genes codificados nas moléculas de 
ADN são transcritos para ARNm. 
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perceber o mecanismo efectivo de toxicidade do composto testado no organismo estudado (Neumann e 

Galvez 2002). 

Os microarrays de ADN têm sido usados com sucesso para avaliar as alterações na expressão genética de 

Daphnia magna exposta a diferentes contaminantes ambientais tais como, produtos farmacêuticos, metais, 

pesticidas e hidrocarbonetos aromáticos (Soetaert et al., 2006; Soetaert et al., 2007; Watanabe et al., 2007; 

Connon et al., 2008; Heckmann et al., 2008). No presente estudo, que constitui uma adaptação de parte de 

um estudo original que será brevemente publicado numa revista internacional (Pereira et al., in prep.), 

pretendeu-se analisar os mecanismos de toxicidade do insecticida metomil no crustáceo de água doce 

Daphnia magna, ao nível sub-celular. Para isso, realizou-se a exposição dos organismos ao tóxico e 

avaliaram-se as alterações de expressão genética ocorridas após a exposição, utilizando um microarray de 

ADN adaptado à espécie. 

METODOLOGIA 

Daphnia magna foi mantida em laboratório em culturas monoclonais3. Grupos de 15-20 dáfnias foram 

cultivados em cerca de 1 L de meio sintético apropriado (ISO, 1996), ao qual se adiciona um suplemento 

nutricional orgânico. As culturas foram alimentadas diariamente com suspensões de fermento 

(concentração = 0.04 mg L-1) e de uma alga verde unicelular (concentração equivalente a uma ração de 

3x105 células mL-1). A sala de cultura foi mantida em condições controladas de fotoperíodo (16hL:8hE) e de 

temperatura (20±1ºC). Nas experiências de exposição foram utilizados neonatos com menos de 24 horas de 

idade, provenientes da terceira, quarta ou quinta ninhada nascida nas culturas. Numa fase preliminar, foram 

feitos ensaios de toxicidade aguda (OECD, 2004), que permitiram definir a concentração de tóxico a que as 

dáfnias seriam expostas na experiência de avaliação da expressão genética. Expuseram-se neonatos de D. 

                                                             
3 Como as dáfnias se reproduzem partenogeneticamente, é possível assegurar que todos os indivíduos que estão a ser 
cultivados e mantidos em laboratório são geneticamente idênticos, ou seja, constituem clones de um só genótipo.  

FIGURA 2: Detalhes da análise de expressão genética com 
microarrays. (a) aspecto comum de um microarray antes de 
ser utilizado (adaptado de www.agilent.com); (b) 
representação esquemática da ancoragem de sequências 
genéticas nos spots do microarray; (c) imagem digital da 
emissão de fluorescência num microarray após hibridização 
com a amostra de ARN marcada; (d) detalhe da imagem 
anterior.   

(b)  (c)  

(a)  (d)  
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x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas x 4 réplicas 

[metomil] 
0.00 µg L-1 

[metomil] 
8.00 µg L-1 

[metomil] 
9.60 µg L-1 

[metomil] 
11.5 µg L-1 

[metomil] 
13.8 µg L-1 

[metomil] 
16.6 µg L-1 

[metomil] 
20.0 µg L-1 

[metomil] 
23.9 µg L-1 

[metomil] 
28.7 µg L-1 

48 horas 
Fotoperíodo - 16 hL: 8 hE • Temperatura – 20 ± 1 ºC  

9 tratamentos experimentais • 1 Controlo + 8 concentrações de metomil 

= Neonato de D. magna 

• Contagem do nº de neonatos imóveis em cada tratamento 
• Cálculo da % de imobilização em cada tratamento: % imobilização = (nº de imóveis x 100) / 20 
• Cálculo das Concentrações de Efeito, incluindo da CE1, através da análise de Probit.   

magna a uma gama de concentrações de metomil (Pestanal®, 99.5% pureza; Sigma Aldrich), durante 48 

horas (Figura 3). 

FIGURA 3: Representação esquemática da metodologia utilizada na exposição aguda de Daphnia magna a metomil, 
efectuada para obter o valor de CE1 a utilizar na experiência seguinte. 

 

Esta exposição decorreu nas mesmas condições usadas para o cultivo dos organismos, exceptuando o 

facto de não ser adicionado qualquer suplemento nutricional ou alimento durante o período de teste. Findo o 

período de exposição, registou-se o número de dáfnias que se encontravam imóveis4 nos frascos de teste. 

A partir destes dados, e com o apoio de ferramentas de análise estatística (análise de Probit; Finney, 1971), 

calculou-se a concentração em que se espera obter imobilização em cerca de 1% dos organismos expostos 

(Concentração de Efeito a 1%, CE1)
5. De uma forma simplificada, esta análise permite, a partir da curva 

concentração-resposta obtida, estimar a CE1 mais provável, para os organismos testados e para o tóxico 

utilizado. 

Numa segunda fase, os organismos foram expostos à CE1 de metomil estimada, durante 48h. Expuseram-

se 30 neonatos, nascidos há menos de 24 horas (na terceira ninhada das culturas), a metomil, em 1 L de 

meio de cultura sintético. O mesmo número de neonatos, nas mesmas condições, foi mantido em meio 

sintético limpo, funcionando como controlo. Destes dois tratamentos estabeleceram-se 5 réplicas (no total 

estabeleceram-se 5 frascos com 30 indivíduos cada, em cada tratamento). Findo o período de exposição, 

                                                             
4 Um dos parâmetros de avaliação usados tradicionalmente em exposições agudas é a mortalidade. Em Daphnia, a 
mortalidade só pode ser confirmada à lupa; por outro lado, como se trata de um organismo filtrador que precisa de se 
movimentar para poder alimentar-se, a imobilização (ausência de natação) é um parâmetro que por si só indica que o 
estado fisiológico do animal está seriamente afectado. Assim, considera-se frequentemente a imobilização como 
parâmetro de avaliação neste tipo de exposições em vez da tradicional mortalidade. 
5 A selecção do CE1 para a exposição final dos organismos prendeu-se com duas premissas fundamentais: i) não pode 
haver mortalidade significativa no final da exposição, sob pena de não ser possível extrair ARN suficiente dos 
organismos testados para prosseguir os estudos (e, claro, não há qualquer interesse em analisar ARN de organismos 
que que não sobrevivam ao tempo total de exposição); ii) é preciso assegurar que a concentração aplicada tem algum 
efeito fisiológico, ou não será possível discriminar os mecanismos de toxicidade da substância.   
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30 dáfnias por réplica 
(Ctr e CE1 metomil) 

Preservação 
em RNAlater® 

•• •• ••• 
•• •• •• •• •• • • • • 

• 
• • 

ARN 
amplificado 

EXTRACÇÃO e AMPLIFICAÇÃO de ARN 
(utilização de kits apropriados) 

Marcação com corantes 
de fluorescência 

ARN marcado 
(Ctr e CE1 metomil) 

Amostra de ARN de referência marcado 
com corante de fluorescência distinto 

PREPARAÇÃO DOS MICROARRAYS: 
• Incubação 
• Lavagens 

ARN marcado 
Amostra + referência 

• Incubação 
• Lavagens 
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Aquisição de dados 
(“leitura” do microarray) 
Imagem adaptada de 
http://www.moleculardevices.com Pesquisa (Internet) para identificar e 

atribuir função aos genes diferencialmente 
expressos 

os organismos de cada frasco foram fixados e concentrados em RNAlater® (permite preservar a qualidade 

do ARN da amostra). O ARN dos organismos foi extraído usando um kit comercial apropriado. A quantidade 

de ARN que é extraído de 30 neonatos (1 amostra) de Daphnia não é suficiente para a técnica de análise 

de expressão genética funcionar. Assim, procede-se à amplificação do ARN extraído6, utilizando também 

um kit comercial adequado. A figura 4 esquematiza estes e os procedimentos subsequentes da 

metodologia.  

FIGURA 4: Representação esquemática da metodologia utilizada na análise da expressão genética de Daphnia 
magna, após exposição ao insecticida metomil. 

                                                             
6 A amplificação de ARN não é mais do que uma duplicação sucessiva repetitiva das moléculas de ARN; ou seja, se 
numa amostra for extraída X quantidade de ARN, no final do processo de amplificação pode conseguir-se 2X, 3X, etc. 
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De seguida procedeu-se à marcação das amostras com corantes de fluorescência. Corou-se uma amostra 

de referência (resultante da mistura de quantidades mínimas e idênticas do ARN amplificado a partir de uma 

amostra mista de dáfnias) com um corante, e coraram-se as amostras experimentais com um corante 

diferente. Cada amostra experimental foi então misturada com uma quantidade equivalente da amostra de 

referência e cada mistura resultante foi hibridizada (colocada em contacto) com um microarray. A 

hibridização das amostras com o microarray é um processo que envolve quatro fases sequenciais: i) os 

microarrays são preparados para a hibridização através de uma incubação de curta duração numa solução 

de lavagem e estabilização; ii) cada amostra corada é preparada para a hibridização com o microarray, 

sendo-lhe adicionado um estabilizador, um tampão e uma mistura de moléculas de ARN e ADN conhecidas 

(que funcionarão como controlo de qualidade aquando da análise do microarray); iii) cada amostra 

preparada é hibridizada com o microarray; iv) os microarrays são incubados novamente para que ocorra a 

hibridização do ARN das amostras com as sequências genéticas.  

Os microarrays foram então analisados em equipamento espectrofotométrico apropriado e a intensidade da 

emissão de fluorescência de cada spot foi registada quantitativamente em suporte digital. Quando ocorre 

hibridização de ARN da amostra com a sequência genética que está ancorada num determinado spot do 

microarray é emitido um sinal particular de fluorescência; a análise da intensidade desse sinal permite saber 

que o gene representado naquele spot foi transcrito. Seguindo a mesma lógica de análise é possível 

também saber que genes representados no microarray não foram transcritos. Estes dados foram 

processados de acordo com metodologias normalizadas internacionalmente (Yang et al., 2002; Saeed et al., 

2003). De seguida, é feita uma comparação entre as intensidades de sinal em spots equivalentes dos 

microarrays correspondentes ao controlo e ao tratamento de exposição a metomil, o que permite concluir 

acerca da indução ou repressão da expressão genética pelo tóxico. 

As sequências genéticas do microarray utilizado neste estudo são conhecidas, uma vez que este foi 

desenvolvido especificamente para Daphnia a partir de estudos prévios de vários autores, que 

sequenciaram7 e/ou identificaram uma série de genes (Daphniabase http://daphnia.nibb.ac.jp, Soetaert et 

al., 2006; Heckmann et al., 2008; Connon et al., 2008). A função celular de todos os genes que foram 

reprimidos ou induzidos pela exposição ao insecticida foi determinada com recurso a bases de dados 

internacionais. Nestas bases de dados, investigadores de todo o mundo adicionam sequências genéticas 

representativas de genes que vão sendo sequenciados e/ou descodificados durante a análise do genoma 

de uma série de organismos distintos. Em algumas bases de dados é disponibilizada a identificação de 

genes a partir de sequências de bases azotadas únicas, como as que estão impressas em cada spot dos 

microarrays (ex: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), enquanto que noutras é disponibilizada a função das 

proteínas que os genes identificados codificam (ex: http://beta.uniprot.org/). A análise dos resultados de 

expressão genética neste contexto é composta por dois passos sequenciais: (i) é efectuada uma busca por 

sequência genética (sequência de bases azotadas) para identificar o gene que lhe corresponde; (ii) o nome 

do gene identificado anteriomente é utilizado para fazer nova busca, no sentido de caracterizar a função 

desse gene (ou seja, identificar a proteína que é codificada pelo gene em questão). 

                                                             
7 A sequenciação de um gene é o processo de determinação da sequência de nucleotídeos (expressa sob a forma de 
sequência de bases azotadas, A,T,C,G) que compõe um determinado gene. 
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FIGURA 5: Curva concentração-resposta 
(mortalidade) relativa à exposição de Daphnia 
magna a metomil durante 48h. Os pontos 
correspondem às respostas obtidas nos 
diferentes tratamentos experimentais e a curva 
constitui uma representação gráfica de um 
modelo matemático ajustado às respostas, que 
permite estimar respostas correspondentes a 
concentrações não testadas (ex: CE1). 

FIGURA 6: Sequências genéticas diferencialmente 
expressas após exposição de Daphnia magna ao 
insecticida metomil. O número total de sequências 
genéticas induzidas e reprimidas é indicado na área do 
gráfico respectiva 

RESULTADOS 

Os testes de imobilização preliminares, efectuados para determinar a concentração mais apropriada de 

metomil a utilizar na exposição para análise da expressão genética, permitiram obter uma curva de 

concentração-resposta robusta (Figura 5). Assim, os resultados permitiram estimar adequadamente vários 

valores de CE, inclusivamente o valor da CE1 que seria utilizada nas exposições subsequentes (Tabela I). 

TABELA I: Concentrações de efeito e respectivos intervalos de 
confiança a 95%8, estimadas através de análise de Probit, após 
exposição de Daphnia magna a metomil durante 48h. 

 
Concentração Limites de Confiança a 95% 

CE1 10,5 µg L-1 8,82-11,7 µg L-1 

CE10 12,8 µg L-1 11,5-13,8 µg L-1 

CE50 16,3 µg L-1 15,3-17,3 µg L-1 
 

 

A exposição dos organismos à CE1 permitiu estabelecer uma 

relação directa entre a toxicidade de metomil ao nível do 

organismo e a toxicidade ao nível sub-celular (expressão 

genética). As alterações na expressão genética de Daphnia 

magna após exposição ao insecticida foram consideráveis: o 

insecticida provocou alterações nos níveis de expressão de 

624 sequências genéticas do microarray, sendo que, 

proporcionalmente, se identificou maior expressão induzida 

(64%) do que expressão reprimida (34%) (Figura 6). 

Após este tratamento preliminar dos dados obtidos 

foi feita a pesquisa para a identificação e atribuição 

de função celular dos 624 genes. Destes, apenas a 

293 foi possível atribuir uma função celular, pelo 

que só estes foram considerados para os passos 

seguintes da análise. Assim, metomil promoveu o 

aumento da expressão (indução) de 182 genes e a 

diminuição da expressão (repressão) de 111 genes 

com significado funcional. Estes genes foram então 

agrupados segundo o seu papel funcional, de 

forma  a facilitar a interpretação dos efeitos sub-

celulares do tóxico (Figura 7). 

                                                             
8 Os intervalos de confiança são uma medida da incerteza associada à determinação de um valor de CE. Por exemplo, 
se um valor de CE de 25 g L-1 tem associado um intervalo de confiança que se situa entre os valores de 24 e 26 g L-1, o 
grau de incerteza da determinação é muito pequeno (é grande a probabilidade de o valor real desta CE ser coincidente 
com o valor que foi estimado). 
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Biossíntese proteica: proteínas ribossómicas; proteínas com actividade no complexo de Golgi e no retículo endoplasmático | 
Ecdise: proteínas cuticulares, de ligação da quitina e percursoras da formação da carapaça | Metabolismo energético: enzimas 
da cadeia respiratória e da glicólise | Resposta de stress oxidativo: HSP’s; ferritina; superoxido dismutase | Transporte de 
oxigénio: hemoglobina | Mecanismos de defesa: lectina; preproadipsina | Proteínas estruturais: actina; colagénio | Metabolismo 
lipídico: vitelogenina | Metabolismo proteico: carboxipeptidases; tripsina; fosfatases | Metabolismo de xenobióticos: 
sulfotransferase | Sinalização: rodopsina; proteínas quimio-sensoriais | Vias neuronais: carboxilesterase | Homeostase iónica: 
proteínas de troca iónica ao nível da membrana plasmática | Ciclo celular: proteínas com actividade na divisão celular e replicação 
de ADN | Outras funções: anidrase carbónica; angiomotina; selenoproteínas; cisteína sintetase. 

 

FIGURA 7: Representação, em proporção, da alteração da expressão genética (A – repressão; B – indução) após 
exposição de Daphnia magna a metomil. As percentagens entre parênteses referem-se à proporção de genes 
associados à função em causa no conjunto de genes cuja expressão foi alterada (reprimida ou induzida) pela exposição 
a metomil. Na caixa de texto encontram-se discriminadas alguns exemplos das proteínas agrupadas em cada função 
celular. 

Os genes associados à ecdise9, ao metabolismo proteico e ao metabolismo energético demonstraram ser 

aqueles cuja expressão foi mais alterada pela exposição ao insecticida metomil. O processo de ecdise foi 

particularmente visado pela exposição ao xenobiótico10, sendo que a expressão de genes que codificam 

algumas proteínas cuticulares mostrou-se cerca de 8 vezes superior à observada no controlo. Os genes 

envolvidos na biossíntese de proteínas foram induzidos e reprimidos em proporções idênticas (cerca de 

                                                             
9
 Processo através do qual os crustáceos sofrem mudas regulares da carapaça quitinosa. 

10 Termo que se refere a qualquer químico ou material que não é natural, que não é produzido pela natureza. 
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8%), embora as taxas de indução pareçam ser superiores às de repressão: por exemplo, encontraram-se 

genes ribossomais com uma expressão cerca de 9 vezes induzida relativamente ao controlo, mas apenas 4 

vezes reprimida relativamente ao controlo. Após exposição a metomil, a indução de genes relacionados 

com o metabolismo energético foi também mais relevante (14% da expressão diferencial total) e mais forte 

do que a respectiva repressão (cerca de 8% da expressão diferencial total): por exemplo, a expressão do 

gene da citocromo oxidase, foi 8 vezes maior do que no controlo e atingiu um nível de repressão 4 a 5 

vezes inferior ao controlo. Funções como o transporte de oxigénio e o metabolismo lipídico foram 

consideravelmente mais induzidas do que reprimidas pelo tóxico, e o oposto foi observado no caso de 

genes associados a proteínas estruturais e a mecanismos de defesa. 

Apesar de na maior parte dos casos se verificar indução e repressão de genes associados a uma mesma 

função, observaram-se algumas excepções a este padrão: as vias neuronais, e em particular a 

carboxilesterase, só se encontram representadas no conjunto de genes cuja expressão foi reprimida (Figura 

7A); o metabolismo de xenobióticos e a homeostase iónica são funções representadas apenas no conjunto 

de genes cuja expressão foi induzida por metomil (Figura 7B). 

DISCUSSÃO 

No presente estudo, foi feita a ligação entre um parâmetro de avaliação ecotoxicológica a nível do 

organismo/indíviduo (imobilização; exposição à CE1) e um parâmetro ao nível sub-celular (expressão 

genética), utilizando o zooplanctonte Daphnia magna. Embora não tenha sido observada imobilização de D. 

magna após a exposição de 48 horas à CE1 de metomil, sabe-se que esta concentração pode afectar o 

crescimento e reprodução da espécie, sob exposição crónica11 (Pereira e Gonçalves, 2007). A sensibilidade 

destes organismos a um determinado estímulo de stress pode variar de acordo com vários factores de que 

se salientam: i) a linhagem clonal (genótipo) utilizada no teste; ii) as condições em que decorreu o teste 

(idade dos organismos, tipo de meio de cultura, condições físicas, etc.); iii) pureza do químico testado. 

Neste estudo D. magna apresentou um valor de CE50 de 16 µg L-1, enquanto que noutros estudos anteriores 

foram registados valores de CE50 superiores a 24 µg L-1 (Tomlin, 2001; Pereira e Gonçalves, 2007); assim, 

pode afirmar-se que a sensibilidade da espécie neste estudo foi superior, uma vez que, trabalhando com as 

condições de teste e a linhagem clonal utilizada, será necessária uma concentração inferior de metomil para 

imobilizar 50% das dáfnias expostas. Esta afinação da concentração a utilizar em experiências relacionadas 

com a expressão genética é um procedimento que permite assegurar que o tóxico testado exercerá apenas 

um efeito a nível molecular, apesar de esse efeito poder não ser observável “a olho nú” (taxa muito baixa ou 

nula de imobilização). De facto, a concentração utilizada na exposição final dos organismos (valor de CE1 

estimado) revelou-se suficiente para promover a expressão diferencial de uma grande quantidade e 

diversidade de genes do microarray. 

O crescimento dos artrópodes ocorre através da muda ou ecdise periódica do exoesqueleto (Ruppert e 

Barnes, 1996), que no caso de Daphnia se verifica geralmente de 2 em 2 ou de 3 em 3 dias. São vários os 

genes a interagir para promover processos de muda que foram diferencialmente expressos após exposição 

ao insecticida metomil. Neste conjunto de genes estão incluídos os envolvidos na síntese do novo 

                                                             
11 Em geral, as exposições crónicas de Daphnia ocorrem durante 21 dias, período durante o qual é feita a renovação 
periódica da concentração do tóxico, é fornecido alimento aos organismos e é feita uma observação diária dos 
indivíduos em teste. Neste tipo de exposições pretende-se habitualmente avaliar efeitos ao nível reprodutivo.  
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exosesqueleto - como os que codificam para várias proteínas cuticulares, proteínas de ligação de quitina e 

constituintes estruturais da cutícula – e os relacionados com a degradação do exoesqueleto antigo – como 

as carboxipeptidases. A indução de genes relacionados com o processo de ecdise foi bastante expressiva, 

sugerindo que a aceleração do ciclo de muda poderá ser uma resposta à exposição a metomil. Para o 

crescimento de Daphnia contribuem, para além das mudas regulares do exoesqueleto, as proteínas 

estruturais produzidas nas células, sendo que os ribossomas são fundamentais durante a biossíntese de 

proteínas; ou seja, os ribossomas suportam o crescimento celular (Stryer, 1999). Considerando que as 

dáfnias são animais de crescimento rápido com elevado conteúdo em ribossomas (Elser et al., 2000), a 

elevada taxa de expressão diferencial de genes associados à biossíntese de proteínas (cerca de 15%) e o 

facto de a maior parte destes genes codificarem para proteínas ribossómicas não foram surpreendentes. A 

quantidade de genes deste tipo reprimidos foi muito semelhante à quantidade de genes induzidos pela 

exposição ao xenobiótico. Apesar de parecer contraditório, este padrão poderá reflectir uma estratégia de 

compensação, operada pelos organismos expostos, para manter o crescimento. Se, por um lado, o metomil 

poderá reprimir a expressão destes genes, por outro, o organismo poderá, em resposta, ser capaz de 

promover a expressão de outros genes do mesmo tipo. Este esforço para manter taxas de crescimento 

normais não deverá, todavia, ser bem sucedido: estudos anteriores demonstraram que a exposição crónica 

a concentrações de metomil ainda mais baixas do que a utilizada no presente estudo resulta na diminuição 

significativa das taxas de crescimento de D. magna (Pereira e Gonçalves, 2007). 

O crescimento, como a sobrevivência, dependem da disponibilidade de energia. Os pesticidas são 

reconhecidos como tóxicos capazes de afectar negativamente a gestão energética dos dafnídeos (De Coen 

e Janssen, 2003). A indução de ATP sintetase e de enzimas envolvidas na glicólise e na cadeia respiratória 

sugere um aumento das necessidades energéticas para fazer face ao stress tóxico. A indução de α-amilase 

(enzima que intevêm na degradação de hidratos de carbono para subsequente produção de energia) e de 

proteínas associadas ao metabolismo lipídico (que apoiam a mobilização de reservas lipídicas) fortalece 

esta hipótese. O oxigénio alimenta as necessidades metabólicas celulares, pelo que a eficiência do seu 

transporte até às células é fundamental para a sobrevivência e crescimento de qualquer organismo. Em 

Daphnia, o transporte de oxigénio é feito por uma molécula de hemoglobina composta por quatro sub-

unidades (codificadas por quatro genes distintos) (Kimura et al., 1999; Nunes et al., 2005). Ao contrário de 

outros pesticidas (por exemplo, triazinas; Rider e LeBlanc, 2006), metomil parece não promover alterações 

importantes na expressão deste complexo proteico, ou seja, os processos de produção de energia não 

deverão ser condicionados pela escassez de oxigénio nas células numa situação de exposição a este 

tóxico. 

A expressão dos genes relacionados com os mecanismos de defesa, tais como lectinas (envolvidas adesão 

e aglutinação celular), foi bastante estimulada em resposta à exposição ao insecticida. Os invertebrados, 

como Daphnia, possuem um sistema imunitário dito inato, ou seja, operam exclusivamente mecanismos de 

defesa não específica contra os antigénios (Muta e Iwanaga, 1996); a resposta imunitária geral envolverá a 

coagulação da hemolinfa, num processo apoiado pelas lectinas (Muta e Iwanaga, 1996). Neste estudo, a 

exposição ao pesticida pode ser directamente relacionada com a indução das defesas imunitárias. Estudos 

adicionais são naturalmente necessários para que se desvendem os mecanismos através dos quais ocorre 

a activação destes processos de defesa. 
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O processo de homeostase iónica12 terá sido afectado pelo insecticida uma vez que aumentou a produção 

(indução dos genes respectivos) de vários complexos proteicos associados ao transporte activo de iões 

através das membranas plasmática (por exemplo, da bomba sódio-potássio ATPase e do canal de troca 

iónica cloreto-bicarbonato). A sulfotransferase, cuja síntese foi também induzida por metomil, é uma 

proteína envolvida na conjugação de vários xenobióticos com grupos sulfato (Josephy, 1997), o que 

geralmente diminui a sua actividade tóxica, ou seja, está envolvida nos processos generalistas de 

destoxificação dos organismos. Esta observação sugere que D. magna terá capacidade para biotransformar 

o insecticida, pelo que a produção de sulfotransferase terá aumentado para fazer face à exposição de que 

fora alvo, através de um processo generalista de destoxificação. Sendo um insecticida da família dos 

carbamatos, o metomil é neurotóxico, actuando ao nível das sinapses através da inibição de enzimas 

essenciais na transmissão nervosa (Quinn, 1987). A exposição a metomil resultou na repressão da enzima 

carboxilesterase, geralmente envolvida neste processo de transmissão neuronal. De alguma forma, seria de 

esperar que, ao contrário do observado, o insecticida promovesse a expressão deste tipo de enzimas, num 

processo compensatório proporcional à sua inibição nas zonas de transmissão nervosa (modo de acção de 

metomil). 

APLICAÇÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

O estudo da expressão genética, utilizando ferramentas de análise genómica como os microarrays de ADN, 

pode fornecer informações relevantes acerca dos mecanismos sub-celulares de toxicidade dos 

contaminantes ambientais. Numa visão algo simplificada, pode dizer-se que este tipo de técnicas aumentam 

a resolução das observações clássicas efectuadas no âmbito da ecotoxicologia, uma vez que informam 

sobre os mecanismos moleculares que podem explicar os efeitos dos tóxicos a níveis superiores de 

organização biológica (por vezes ao nível de tecidos específicos ou de mecanismos enzimáticos 

particulares, ao nível do indivíduo, da população, etc). A genómica assume, portanto, uma relevância cada 

vez maior nos estudos de ecotoxicologia sobre xenobióticos já existentes e mesmo sobre compostos novos, 

que se encontram em fase de licenciamento para posterior entrada no mercado. Mais ainda, a análise 

molecular dos efeitos de exposições potencialmente tóxicas, ao nível da transcrição genética, poderá 

permitir o desenvolvimento de biomarcadores de exposição novos e mais afinados, o que constituirá um 

avanço significativo nas ferramentas disponíveis para a análise de risco ecológico de contaminantes 

(Robbens et al., 2007). Existem estudos que investigam a toxicidade de metomil em espécies de dafnídeos, 

inclusivamente em Daphnia magna, ao nível do indivíduo e ao nível populacional (e.g., Pereira e Gonçalves, 

2007). No entanto, a informação relativa aos efeitos do tóxico a nível sub-celular é escassa e muito 

específica. Este estudo pretende ser uma contribuição no traçar do perfil de toxicidade deste químico, 

demonstrando o potencial da análise da expressão genética com microarrays de ADN para este efeito. 

                                                             
12 Homeostase é um termo que se aplica à capacidade de alguns animais regularem os níveis de um determinado 
sistema fisiológico, de um modo independente relativamente ao meio exterior. Por exemplo, o Homem e muitos outros 
animais possuem a capacidade de regular a sua temperatura interna (mantendo-a a um nível de cerca de 37ºC), 
independentemente da temperatura que se faz sentir no exterior do organismo, no contexto de um processo que se 
designa de homeostase térmica. O mesmo se aplica à concentração de iões no organismo (e.g. Sódio, Cálcio, Potássio, 
etc), sendo que neste caso se aplica o termo “homeostase iónica”. 
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