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2. RESUMO

O recente avanco da biologia molecular tem ampliado o conhecimento relacionado a
invertebrados marinhos e peixes, gerando inumeras possibilidades de novas aplicagdes
biotecnologicas. No presente estudo foram identificados e caracterizados novos genes em organismos
modelo para estudos ecotoxicologicos.

No capitulo I, foram estudados aspectos moleculares, bioquimicos e quimicos, da ostra-do-
mangue Crassostrea rhizophorae, uma espécie de importancia econdmica, ecoldgica e social que
ocorre amplamente em estuarios € manguezais na costa brasileira, areas de risco constante de
contaminacdo. Ostras expostas a efluentes contendo esgoto doméstico na Baia Norte da Grande
Florian6polis mostraram aumento na atividade da enzima catalase, um biomarcador classico de
contaminacdo aquatica. Bibliotecas subtrativas em ostra, comparando local contaminado e referéncia,
possibilitaram a identificagcdo de 36 novos genes de interesse para estudos ecotoxicologicos em C.
rhizophorae, alguns deles codificam proteinas possivelmente envolvidas em biotransformagdo de
xenobidtico, metabolismo de lipideo, defesa imune, estresse oxidativo e ligante de metais.

No capitulo II, bibliotecas publicas de sequéncias nucleotidicas expressas (ESTs) foram
pesquisadas a fim de identificar novos genes de citocromo P450 (CYP) em moluscos bivalves dos
géneros Mytilus (mexilhdes) e Crassostrea (ostras). Um total de 113 sequéncias CYP foram
encontradas, a maioria em M. californianus (58). A caracterizagdo preliminar do sistema complemento
CYP em M. californianus, mostra que assim como ¢ observado em deuterostdomios, hd uma expansdo
do Clan 2 neste organismo. Sequéncias similares as familias CYP1, CYP3 e CYP26 de vertebrados
foram clonadas em M. edulis, e a expressdo orgio-especifica e indugdo por contaminantes para estes
genes foram avaliadas. Os genes CYPI-like, similares a CYP1A, que ¢ proposto ha décadas como
biomarcador para agonistas do receptor AHR em vertebrados, ndo foi induzida por estas substancias
em M. edulis. Interessantemente, genes CYP3-like e CYP26-like foram induzidos por beta-
naftoflavona, o que indica que diferentes mecanismos de ativacdo génica, e provavelmente de
biotransformagdo, ocorra nos CYPs em moluscos, quando comparados as familias CYP similares de

vertebrados. Este € o primeiro estudo a mostrar a diversidade do sistema complemento CYP (mesmo



que de forma preliminar); clonar genes CYPI-like, CYP3-like e CYP26-like; ¢ caracterizar a expressao
destes genes em um molusco bivalve.

No capitulo III foram identificados trés novos genes CYPI no peixe-modelo ambiental
Fundulus heteroclitus. O set completo de genes CYPI de peixe (CYPIA, CYPIBI, CYPICI, CYPIC2
e CYPIDI), mostraram diferentes padrdes de distribuicdo 6rgao-especifica e inducdo por PCB 126, o
que permitiu a escolha das combinagdes 6rgao/CYPI mais apropriadas para deteccdo de contaminantes
agonistas do receptor AHR. Estudos em uma populacdo de F. heteroclitus proveniente de um local
historicamente contaminado por PCB mostrou diferengas na expressao de alguns desses novos genes
que podem estar relacionadas a adaptagdo para viver nestes locais. Os genes mais apropriados para
deteccdo de contaminantes agonistas do AHR (CYPIA, CYPIBI1 e CYPICI) também foram clonados
no peixe Poecilia vivipara, ¢ poderdo servir como biomarcadores de contaminagdo aquatica nesta

espécie amplamente distribuida em ambientes contaminados da costa Brasileira.

Palavras chave: Crassostrea, Mytilus, Fundulus, Poecilia, molusco, bivalves, peixe, CYP1, CYP3,
CYP26, citocromo P450, AHR, SSH, polui¢do, biomarcadores, PCB, ecotoxicologia, esgoto

doméstico, expressao génica.



3. ABSTRACT

Recent advances in molecular biology have accelerated the knowledge regarding marine
invertebrates and fish, and provided many possibilities of new biotechnological uses. In the present
study, novel genes were identified and characterized in model species for ecotoxicological studies.

In the chapter I, molecular, biochemical and chemical aspects were studied in the mangrove
oyster Crassostrea rhizophorae, a bivalve which possesses high economical, ecological and social
importance and it is found widely in estuaries and mangroves in the Brazilian coast, areas of constant
risk of contamination. Oysters exposed to domestic sewage discharges in the North Bay of
Florianopolis showed increased catalase activity, a classical biomarker of aquatic contamination.
Subtraction libraries in oyster, comparing contaminated and reference sites, allowed the identification
of 36 new genes of interest for ecotoxicological studies in C. rhizophorae, some of them codify
proteins possibly involved in xenobiotic biotransformation, lipid metabolism, immune defenses,
oxidative stress and metal binding.

In the chapter II, public EST libraries were searched for new cytochrome P450 genes in
Mytilus (mussels) and Crassostrea (oysters) bivalve mollusk. A total of 113 CYP sequences were
found, most of them in M. californianus (58). The preliminary characterization of the CYP
complement system in M. californianus, showed that as it is observed in deuterostomes, Clan 2 is
expanded in this organism. Sequences similar to vertebrate families CYP1, CYP3 and CYP26 were
cloned in M. edulis, and the organ-specific and the enhanced expression elicited by contaminants of
these genes were evaluated. The CYPI-like genes, similar to CYP1A that is employed for decades as
biomarkers for vertebrates AHR agonist substances, were not induced by those chemicals in M. edulis.
Interestingly, genes CYP3-like and CYP26-like were induced by beta-naphtoflavone, indicating that
different mechanisms of gene activation, and probably of xenobiotic biotransformation occur for those
CYPs in mollusk, comparing to the similar vertebrate CYP families. This is the first study to uncover
the CYP complement system diversity (even preliminarily); CYPI-like, CYP3-like and CYP26-like
cloning; and gene expression characterization for those new genes in a bivalve mollusk.

In the chapter III, three new CYPI genes were identified in the environmental model fish

Fundulus heteroclitus. The complete set of fish CYPI genes (CYPIA, CYPIBI, CYPICI, CYPIC2 ¢



CYPIDI) showed different patterns of organ-specific distribution and induction by PCB 126, allowing
the selection of the more appropriate organ/CYP/ combination to detect AHR agonist contaminants.
Studies in a F. heteroclitus population from a historically PCB contaminated site showed differences
in the expression of some of those new genes, which could be involved in the adaptation to live in that
site. The genes those were more appropriate for the detection of AHR agonist contaminants (CYPIA,
CYPIBI e CYPICI) were also cloned in the fish Poecilia vivipara, and could be useful biomarkers of
aquatic contamination in that species widely distributed in contaminated environmental of the

Brazilian coast.

Keywords: Crassostrea, Mytilus, Fundulus, Poecilia, mollusk, bivalve, fish, CYP1, CYP3, CYP26,
cytochrome P450, AHR, SSH, pollution, biomarkers, PCB, ecotoxicology, domestic sewage, gene

expression.



4. INTRODUCAO GERAL

4.1. Aplicacdes biotecnoldgicas e tdxicoldgicas no estudo de organismos aquaticos.

Historicamente, a motivacdo para estudos bioquimicos e fisiolégicos com invertebrados
aquaticos e peixes se originou em parte pela disponibilidade destes organismos no ambiente e
facilidade com que 6rgdos/tecidos poderiam ser utilizados. Trabalhos bem sucedidos desta natureza
levaram a premiagdo com Nobéis para cientistas que estudaram, por exemplo, larvas e adultos de
estrela-do-mar descrevendo processos de fagocitose em imunologia, principios de propagacdo de sinal
usando axdnios gigantes de lula, identificacao de genes que controlam o desenvolvimento em drosoéfila
e peixe-zebra, identificagdo de uma enzima que trabalha com ATPase na regulacdo celular dos niveis
de potéssio e sddio em nervos das patas de carangueijos ou glandula retal de tubardo e bases celulares
de memoria e aprendizado usando aplisias (molusco, gatropoda) (HINTON et al., 2009).

O estudo toxicologico em peixes foi revisado recentemente (HAHN; HESTERMANN, 2008)
e segundo estes autores, dois fundamentos principais nestes estudos podem ser apontados: (1) Peixes
como alvo (2) Peixes como modelo para estudos mecanisticos (HINTON et al., 2009).

O primeiro fundamento vem sendo freqiientemente utilizado na ecotoxicologia aquatica. Isto
porque o meio aquatico ndo é um ambiente homogéneo e, portanto, existem variagdes na
biodisponibilidade de substancias para os organismos. Os proprios organismos possuem aspectos
particulares em relagdo a toxicocinética de substancias liberadas no ambiente aquatico (ex.: absor¢ao,
metabolismo, bioconcentragdo, eliminag¢do). Por esta razdo, analises de biomarcadores de
contaminacdo aquatica e analise de bioensaios vém sendo estudadas em peixes para uma possivel
utilizacdo na analise de risco de substincias liberadas no ambiente aquatico (HINTON et al., 2009).

O segundo fundamento ¢ mais recente, e se refere as relagdes evolutivas entre peixe e
humanos, para estudo de mecanismos de toxicidade e de doengas. O estudo mais detalhado de tais
relacdes foi facilitado pela analise dos genomas destes organismos. As vantagens do uso de peixes
para estudos mecanisticos incluem pequeno tamanho, desenvolvimento rapido, tempo de geragdes
curto, desenvolvimento embrionario externo que facilitam os estudos de toxicologia do

desenvolvimento e avaliagdo de misturas complexas de contaminantes. Espécies transgénicas e



knockdown de genes sdo técnicas promissoras para estudos mecanisticos utilizando estes organismos.
Estes e outros aspectos na utilizacdo de peixes como modelos em estudos toxicoldgicos sdo descritos
em peixe-zebra (Danio rerio), killifish (Fundulus heteroclitus), medaka (Oryzias latipes) e truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) (HINTON et al., 2009).

O estudo de invertebrados aquaticos ao nivel genomico tem gerado uma série de
possibilidades de aplicagdo no campo de biotecnologia. Os oceanos ocupam aproximadamente 70% da
superficie da Terra e possuem uma diversidade extraordinaria de organismos. O interesse nos
ecossistemas aquaticos tem sido acelerado nos ultimos anos pelo reconhecimento crescente da
importancia dos organismos que o habitam. Portanto, a biologia marinha vem se tornando uma area
emergente no campo das ciéncias biologicas (THAKUR et al., 2008). A biologia marinha é uma
ciéncia interdisciplinar que une os campos de oceanografia bioldgica, fisiologia, biologia celular e
biologia molecular para o estudo da vida nos oceanos, estuarios e ilhas e tem revelado novas
descobertas cientificas e oportunidades economicas. O advento da biologia molecular tem tido uma
grande influéncia nos estudos de ecossistemas marinhos, e varias aplicagcdes vem sendo apontadas no
uso de técnicas moleculares. Dentre estas, pode-se citar aplicagdes nos campos de microbiologia
marinha, biologia de invertebrados marinhos, ecologia marinha, identificagdo de produtos naturais
marinhos, novos materiais, pesca, conservacdo e bio-invasdo, biorremediacdo e toxicologia aquatica
(THAKUR et al., 2008).

Neste sentido, moluscos bivalves vém sendo estudados ao nivel génico, principalmente pela
geracdo de bibliotecas de sequéncias expressas (ESTs) e identificacdo de sequéncias de DNA
microssatélites. A natureza destes experimentos reflete os interesses em diferentes campos da ciéncia
aplicada. Por exemplo, genes que codificam as proteinas do bisso e formacao das valvas tém sido
estudados com potencial para utilizagdo na industria de materiais; genes relacionados a imunidade e
resisténcia a doengas pelo seu interesse em aquicultura; genes relacionados a respostas ao estresse ¢
contaminantes para utilizacdo no monitoramento ambiental; estudo de processos metabodlicos como
respiragdo, metabolismo do calcio, digestdo, desenvolvimento, contracdo muscular, furnover de

proteinas, atividade neuronal e reprodugdo para estudo de processos celulares; genes ribossomais e
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microsatélites no DNA para estudos filogenéticos ¢ de genética populacional nestes organismos
(SAAVEDRA; BACHERE, 2006).

Apesar do estudo em moluscos bivalves ter importancia reconhecida, a compreensdo de
mecanismos basicos de toxicidade nestes organismos ainda ndo ¢ muito clara. Assim, a utilizagdo de
modelos vertebrados para guiar o estudo em invertebrados € quase sempre necessaria, mas geralmente
mostra-se inadequada tendo em vista a grande distincia filogenética que separa estes grupos. Em
alguns casos, a pesquisa em invertebrados produziu resultados promissores, quando determinados
mecanismos foram estudados em detalhes, tais como os mecanismos de resisténcia em uma populacéo
do molusco de areia Mya arenaria para uma toxina produzida por bloom de microalgas (PST, paralitic
shellfish toxin). Um estudo publicado na revista Nature mostrou que certas populagdoes de Mya
arenaria (bivalve) que convivem com estas toxinas no ambiente, sem serem afetadas pelas mesmas,
possuem uma muta¢do nucleotidica unica que causa uma substituicdo de aminoacido no canal de
membrana de Na', o qual ¢ o alvo de ligagdo para a toxina PST (BRICELIJ et al., 2005). Apesar deste
mecanismo de resisténcia aos efeitos da PST ter sido compreendido nesta populagdo de bivalve, os
mecanismos de biotransformacgo e depuragdo destas toxinas ainda ndo estdo elucidados em detalhes.
A adogdo de moluscos bivalves como modelos para estudos mecanisticos de toxicologia poderdo ter
aplicabilidade em varias areas biotecnoldgicas, como por exemplo, para 0 monitoramento ambiental e

aquicultura (SAAVEDRA; BACHERE, 2006).

4.2. A poluicdo marinha

A polui¢do marinha é definida como a introdugdo pelo homem, na forma direta ou indireta, de
substancias ou de energia em um ambiente marinho, incluindo estuérios, resultando em um efeito
deletério para os recursos vivos e danos para a saide humana (GESAMP, 1991).

Estas substancias sdo denominadas contaminantes ou poluentes, sendo que o termo poluente
se distingue do primeiro por indicar efeitos biologicos adversos em organismos (WALKER et al.,
1996). Tais substancias, ainda podem ser denominadas xenobioticos, referindo-se a moléculas que nao
fazem parte da bioquimica usual de um organismo (WALKER et al., 1996). Os contaminantes

xenobiodticos estdo em constante aumento no ambiente, tanto em sua quantidade, quanto em sua
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variedade (LIVINGSTONE, 1993), ¢ afetam ecossistemas da costa brasileira tais como manguezais,
restingas, estuarios, recifes de corais, dentre outros (MMA, 1996).

Dentre os ecossistemas historicamente impactados pela agdo antrdpica, estdo os estuarios, uma
vez que muitos centros urbanos e industriais se localizam entorno destes ecossistemas costeiros
(KENNISH, 1991). Segundo 6rgdos ambientais americanos, 7,5% dos estuarios da costa deste pais
estdo acima dos limites de poluigdo, levando em conta analises quimicas no sedimento e testes de
toxicidade em organismos aquaticos (BOESCH et al., 2001). A introducdo de contaminantes de origem
antropica em estuarios ocorre por diversas vias, tais como esgotos, despejos de barcos, rios, deposigdo
atmosférica e fontes ndo especificas de escoamento proveniente da terra (KENNISH, 1991). Dentre os
principais contaminantes estdo metais pesados, compostos organicos sintéticos e nao sintéticos, cargas
elevadas de nutrientes e patogenos (KENNISH, 1991). Floragdes de cianobactérias também podem
representar uma importante fonte de contaminacdo por toxinas (MINILLO; FERREIRA; YUNES,
2000). Essas floragdes podem ser favorecidas em ambientes em eutrofizagdo, pelo enriquecimento das
dguas por nutrientes como amonia, nitrato e silicato (BAUMGARTEN; NIENCHESKI;
KUROSHIMA, 1995).

O esgoto doméstico é uma das principais fontes de contaminagio na costa Brasileira, tendo em
vista que uma pequena por¢ao da populagdao ¢ atendida com sistemas de coleta e tratamento destes
efluentes (I Workshop Regional Sul Sobre o Mar, 1998). Desastres ambientais, muitas vezes
relacionados a extracdo e transporte de substancias, com significativo dano para a biota e para as
populagoes humanas que dependem dela também sdo freqiientes no Brasil e no mundo. Dentre os
inimeros desastres ecologicos causados por derrames estdo aqueles ocorridos em 2004 no Porto de
Paranagud; em 2002, na Peninsula Valdez — Espanha (CAVALLARI, 2002); em 2001, o vazamento de
1,3 milhdo de litros de 6leo na Baia de Guanabara de um oleoduto da Petrobras; e em 1998, o acidente
com um navio que carregava 12.000 toneladas de acido sulftrico concentrado no Estuario da Lagoa
dos Patos (MIRLEAN et al., 2001).

Assim, o aumento no grau, variedade e complexidade dos problemas causados pelo uso das
zonas costeiras nas ultimas décadas, tém gerado a necessidade de proteger seus recursos ¢ avaliar as

condigdes de seus sistemas fisicos, quimicos e biologicos (KENNISH, 1991).



12

4.3. O uso de organismos aquaticos no monitoramento ambiental

Tendo em vista os impactos causados pelas atividades antropicas no ambiente aquatico,
mostra-se necessdria a criagdo de programas multidisciplinares de monitoramento (RAND et al.,
1995). A fim de monitorar a contaminagdo nos ecossistemas e os efeitos dos contaminantes nos
organismos e nas populagdes biologicas, estudos tém utilizado organismos-modelo com diferentes
propositos. Tais espécies t€ém sido definidas, segundo sua utilizagdo, como indicadores, sentinelas ou
monitoras (BEEBY, 2001).

As espécies indicadoras acusam mudangas nas estruturas populacionais (abundéancia ou
auséncia de determinadas espécies) causadas pelo impacto antropico. O termo sentinela refere-se a
organismos que sdo utilizados no monitoramento para analises quimicas, no intuito de refletirem as
concentracdes de contaminantes biodisponiveis no ambiente. O temo monitor, refere-se a organismos
que sdo utilizados no monitoramento por indicarem algum efeito adverso nas suas fungdes ou
performance, tais como em parametros fisiologicos, histologicos e bioquimicos, quando expostos a
contaminantes no ambiente (BEEBY, 2001).

Programas de monitoramento do ambiente aquatico vém utilizando frequentemente peixes e
bivalves como organismos biomonitores (CAJARAVILLE et al., 2000). Os moluscos bivalves (ex.:
mexilhdes e ostras) apresentam varias caracteristicas bioldgicas e ecologicas que representam
vantagens para sua utilizagdo neste tipo de estudo (CHEUNG et al., 2001; NIYOGI et al., 2001;
REGOLI et al., 2002; MORILLO; USERO; GRACIA, 2004,). Por outro lado, o uso de peixes em
estudos ambientais tem como principal vantagem, se comparados aos moluscos, um amplo
conhecimento acumulado na literatura e maior semelhanca bioquimica e molecular com vertebrados
extensivamente estudados (ex.: camundongo e ser humano). Além disso, varias espécies de peixes
possuem o seu genoma completo sequenciado e caracterizado, por exemplo, Tetraodon nigroviridis,
Gasterosteus aculeatus, Oryzia latipes, Danio rerio e Takifugu rubripes (HAN; ZHAO, 2008), o que
facilita a realizagdo de estudos de expressao génica nestes organismos e, portanto, uma melhor

compreensdo dos mecanismos envolvidos na toxicidade causada pelos contaminantes. A espécie
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Danio rerio (peixe-zebra), por exemplo, tem sido usada ha muitos anos como um sistema modelo para
o estudo de toxicologia (LEE; KRONE, 1996). A caracterizagdo detalhada de alguns mecanismos de
indugo génica por baixos niveis de contaminantes especificos, também justifica a utilizagdo de peixes
no monitoramento ambiental. Por exemplo, o mecanismo de inducdo de genes da familia 1 de
citocromo P450 (CYPI) via ativagao do receptor de hidrocarboneto (AHR) ¢ bem conhecido em
peixes modelo para estudos ambientais (ex.: Fundulus heteroclitus; ZANETTE et al., 2009) ¢ bem
caracterizada na literatura (JONSSON et al., 2007 a b), porém desconhecido em moluscos (REWITZ
et al., 2000).

Em suma, moluscos bivalves e peixes, apresentam caracteristicas que tornam estes organismos

importantes modelos para estudos toxicologicos no ambiente aquatico.

4.4. Os biomarcadores de contaminagao aquatica

Os biomarcadores sdo definidos por Walker et al. (1996) como alteragdes bioldgicas em nivel
molecular, celular ou fisiolégico que expressam os efeitos toxicos causados pelos poluentes. Dentre
esses, os biomarcadores moleculares ou bioquimicos apresentam a vantagem de servirem como sinais
de aviso prévio da degradagdo ambiental causada por contaminantes (RAND et al., 1995), antecipando
assim possiveis danos em maior escala, tais como efeitos deletérios nas populagdes e comunidades
biologicas (ADAMS et al., 1989; CAJARAVILLE et al., 2000). Além disso, a andlise destes
biomarcadores apresenta na maioria dos casos, menor custo, maior facilidade e rapidez do que as
analises quimicas convencionais (GALLOWAY et al., 2004). Apesar destas vantagens, a
especificidade das respostas dos biomarcadores para as diferentes classes de contaminantes na maioria
das vezes ndo ¢ muito clara. Desta forma, os programas de monitoramento vém utilizando esta
ferramenta com cautela e de maneira programada e esquematica juntamente com as analises quimicas
(GALLOWAY et al., 2004).

Os biomarcadores podem indicar tanto a exposi¢cdo dos organismos aos contaminantes
(biomarcadores de exposi¢cdo), como a magnitude da perturbacdo causada em resposta a poluentes

(biomarcadores de efeito) (CAJARAVILLE et al., 2000). Dentre os biomarcadores de exposicio,

estdo as enzimas de biotransformagdo de xenobidticos, as metalotioneinas e as defesas antioxidantes
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(enzimaticas e ndo enzimaticas), sendo que dentre os biomarcadores de efeito estdo os niveis de dano
no DNA e de oxidagdo de lipidios e proteinas (RAND et al., 1995; CAJARAVILLE et al., 2000).

Muitos contaminantes organicos sdo lipofilicos, o que faz com que sejam rapidamente
absorvidos pelos organismos aquaticos, através das membranas lipidicas das branquias, pele e trato
digestivo. Apds a absor¢do, a agdo destes compostos vai depender de sua susceptibilidade a
biotransformagdo. Compostos que nao sdo biotransformados tendem a ser acumulados no tecido
adiposo. Aqueles que sdo biotransformados deverdo ser convertidos a um metabdlito mais
hidrossoluvel que o parental, facilitando assim o processo de eliminagdo. Apesar disso, alguns
contaminantes organicos ao serem biotransformados tornam-se mais toxicos que os parentais (ex.:
metanol, anilina, naftaleno e paration) (RAND, 1995).

Uma variedade de enzimas e proteinas, tais como o complexo citocromo P450 (CYP), as
flavina-monoxigenases (FMOs), as monoamina-oxidases (MAO), as glutationa S-transferases (GSTs),
entre outras, estdo envolvidas em processos de biotransformacdo de xenobidticos, dentre os quais
estdo duas fases principais. A fase-I de biotransformagdo ¢ realizada pelas monoxigenases
microssomais como o citocromo P450 e as flavina-monoxigenases (FMOs). As enzimas da fase-II
catalisam a conjugacdo dos xenobioticos (biotransformados pela fase-l ou ndo) com moléculas
endogenas, tornando-as mais soliveis. As glutationas S-transferases (GSTs) sdo descritas como as
principais enzimas de biotransformagao de fase-II e representam uma familia de enzimas relacionadas
com a conjugacdo de uma variedade de metabolitos eletrofilicos enddgenos e exdgenos (xenobidticos)
com o tripeptidio glutationa (GSH). Recentemente, uma fase-III de biotransformac¢ado de xenobioticos
foi caracterizada por apresentar uma resisténcia multixenobiotica (MXR). Esta fase ¢ realizada por
proteinas de membrana que expulsam os xenobidticos da célula (KEPPLER; RINGWOOD, 2001).

As defesas antioxidantes estdo presentes em todos os organismos aerobicos, uma vez que
intermediarios reativos, conhecidos como espécies reativas de oxigénio (ROS), sdo produzidos no
processo de fosforilagdo oxidativa para obtencdo de energia, agdo fagocitaria de leucocitos, atividade
de enzimas como a xantina oxidase, triptofano dioxigenase, diamina oxidase, prostanglandina
sintetase, entre outras (DI GIULIO et al., 1989; STOREY, 1996). A formacdo de ROS pode ser

aumentada pela presenga de certas classes de xenobiodticos. A biotransformagdo de quinonas,
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antraciclinas, paraquat, bleomicina, compostos aromaticos nitrogenados, entre outros, por enzimas de
biotransforma¢ao de fase-I (ex.: complexo citocromo P450), resulta na formagdo do radical O,~
(Kappus, 1986; DI GIULIO et al., 1989). Além disso, metais de transicdo como o Cu, também podem
produzir estas espécies reativas de oxigénio ao participarem diretamente do ciclo redox, doando um
elétron para o O, (WINSTON; DIGIULIO, 1991).

Em ambientes poluidos pode ocorrer o aumento na produgdo de ROS, e neste caso, os
organismos necessitam aumentar suas defesas antioxidantes a fim de evitar os efeitos nocivos
causados por estas espécies quimicas. Desta forma, o aumento nas defesas antioxidantes enzimaticas,
tais como as atividades das enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) que degradam o
H,O0, em H,0, e da enzima superoxido dismutase (SOD) que inativa o O, gerando H,0,, sio
utilizados como biomarcadores de exposicdo em ambientes contaminados. Além das defesas
enzimaticas, também existem antioxidantes ndo-enzimaticos, tais como as vitaminas E, vitamina C,
acido urico, beta-caroteno e a glutationa reduzida (GSH), que auxiliam nas defesas antioxidantes,
interrompendo a cadeia de reagdes autocataliticas causadas pelos radicais livres (STOREY, 1996). O
desequilibrio entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes nas células, causado pela poluigdo, pode
levar a uma situagdo de estresse oxidativo nos organismos, ocasionando processos mutagénicos e
carcinogénicos (SIES; STAHL; SUNDQUIST, 1992). Além de danos no material genético, um dos
maiores contribuintes para a perda de fungdo celular em uma situagdo de estresse oxidativo é a
peroxidacdo de lipidios de membranas pelas ROS (HERMES-LIMA, 1995).

Além dos contaminantes citados acima, os metais sdo potenciais causadores de estresse
oxidativo, uma vez que causam tanto diminui¢do das concentragdes de GSH, como peroxidacdo de
lipidios (ROMEQ; BARELLI, 1997; CONNERS; RINGWOOD, 2000). A diminui¢do no pool de
GSH torna os organismos mais susceptiveis ao estresse oxidativo (CONNERS; RINGWOOD, 2000).
As toxinas produzidas pelos blooms de microalgas (ex.: microcistinas), também ja foram relatadas
como causadoras de deplecdo do pool de GSH, uma vez que durante a biotransformacao no organismo
sdo conjugadas com as moléculas de GSH (PFLUGMACHER et al., 1998).

O uso de biomarcadores bioquimicos de contaminagdo para a avaliagdo ambiental tem sido

incorporado em varios programas de monitoramento na Europa e Estados Unidos e avaliados por uma
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série de workshops organizados pelo ICES (Conselho Internacional para Exploragdo do Mar) ¢ 10C
(Comissao Oceanografica Intergovernamental) (CAJARAVILLE et al., 2000). Na regido costeira do
Brasil, podem ser citados o projeto MOMAM (Monitoramento do Ambiente Marinho) estabelecido
em 1997 e coordenado pelo Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM —
Ministério da Marinha) (VENTURA et al., 2004) e o projeto RECOS-QIABO (Recursos Costeiros —
Qualidade Ambiental; Institutos do Milénio, Ministério da Ciéncia e Tecnologia) (ZANETTE et al.,

2006).

4.5. A biologia molecular como ferramenta na identificacdo de novos biomarcadores

Os biomarcadores moleculares, baseados principalmente no estudo da expressdo de genes
relacionados com determinadas respostas bioquimicas e celulares apds exposicdo a contaminantes,
vém recebendo especial aten¢do nos ultimos anos. Algumas técnicas moleculares tém possibilitado a
avaliacdo da expressdo de um grande nimero de genes simultaneamente. Tais técnicas auxiliam na
compreensdo das respostas gendmicas globais de um organismo frente a uma substancia ou condi¢do e
tem o potencial de identificar novos biomarcadores ainda desconhecidos (BULTELLE et al., 2002).
No esforgo de interpretar tais resultados foi caracterizado um novo campo da ciéncia denominado
toxicogendmica (KOSKINEN et al., 2004).

De maneira geral, as técnicas que avaliam a expressdo de multiplos genes podem ser divididas
em duas grandes familias de tecnologias: sistemas fechados e abertos (BULTELLE et al., 2002). Para
a utilizag@o de sistemas fechados ¢ necessario que haja uma caracterizag@o prévia dos genes da espécie
em questdo, obtidos a partir do genoma da espécie, bibliotecas de sequéncias expressas (ESTs), dentre
outras. Dentre as técnicas de sistema fechado mais comuns estio as de hibridizacdo cruzada através de
arrays utilizando oligonucleotideos ou cDNA (DNA complementar) (ex.: microarray) (BULTELLE et
al., 2002). Por outro lado, as técnicas de sistema aberto, como por exemplo, a técnica de hibridagdo
subtrativa supressiva (SSH), dispensa a necessidade de conhecimento prévio do genoma da espécie em
questdo, o0 que se apresenta como uma vantagem para o estudo com organismos cujo genoma ainda é

pouco caracterizado, como € o caso da grande maioria das espécies de organismos vivos até entao.
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Uma vez identificados, a expressdo dos genes biomarcadores também podem ser avaliada
quantitativamente por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores especificos.

No presente estudo, foram utilizadas técnicas de biologia molecular para a identificagdo e
caracterizacdo da expressdo de genes potencialmente uteis em estudos ecotoxicologicos utilizando-se
moluscos bivalves (Mytilus edulis e Crassostrea rhizophorae) e peixe (Fundulus heteroclitus e
Poecilia vivipara). Os resultados apontam para importantes particularidades em relagdo aos novos
genes identificados nestes organismos, em relagdo a sua distribuicdo 6rgao-especifica, e de regulagdo

da expressdo em resposta a contaminantes.
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5. OBJETIVOS GERAIS

e Verificar possiveis alteragoes bioquimicas e moleculares na ostra-do-mangue Crassostrea
rhizophorae expostas in situ em uma regido contaminada por esgoto doméstico e identificar
um conjunto de novos genes nesta espécie para utilizacdo em futuros estudos ambientais e

toxicologicos.

o Identificar genes do sistema citocromo P450 (CYP) de moluscos bivalves (ostras ¢ mexilhoes)
e caracterizar, a nivel filogenético e de expressdo, novos genes identificados das familias

CYP1, CYP3 e CYP26 no mexilhdo Mytilus edulis.

e Identificar novos genes de citocromo P450 da familia 1 (CYP1) em peixes modelo para
estudos ambientais e caracterizar aspectos filogenéticos, de expressdo génica e diferencas
populacionais relacionadas a contaminagdo por um agonista do receptor AHR no peixe F.

heteroclitus.
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6. CAPITULO |

Alteracdes bioquimicas e moleculares em ostra-do-mangue
Crassostrea rhizophorae expostas a uma regiao contaminada por

esgoto doméstico
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6.1. INTRODUCAO

6.1.1. Caracteristicas da ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae (Guilding 1828)

A sistematica da ostra C. rhizophorae esta relacionada abaixo:

Superfilo Lofotrocozoa

Filo Mollusca

Classe Bivalvia

Subclasse Pteriomorphia

Ordem Ostreoida

Familia Ostreidae

Género Crassostrea

Espécie Crassostrea rhizophorae

Figura 1. Ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae.

A ostra Crassostrea rhizophorae (Figura 1) é conhecida popularmente como ostra-do-mangue,
gureri ou ostra-gaiteira, possui habito alimentar filtrador, crescimento maximo de aproximadamente
120 mm, e ¢ encontrada tipicamente nas raizes de Rhizophora mangle (mangue vermelho) e
Laguncularia racemosa (mangue branco) ou presos a rochas (NASCIMENTO; PEREIRA;
COSTAESOUZA, 1980). A ostra-do-mangue ¢ considerada uma espécie de importancia econdmica
para populacdes da costa Atlantica da América do Sul (CARRANZA; DEFFEO; BECK, 2009),
frequentemente encontrada em locais potencialmente poluidos como estudrios, mangues e baias da
costa brasileira e apresenta uma distribuicdo geografica que se estende desde o Sul do Brasil até o
Caribe (BOFFI, 1979; CARRANZA; DEFFEO; BECK, 2009). Diferentes estudos tém dado énfase
para a utilizacdo desta espécie no monitoramento ambiental (NASCIMENTO et al., 1998;
WALLNER-KERSANACH et al.,, 2000, REBELO; DO AMARAL; PFEIFFER, 2003; SILVA,;

RAINBOW; SMITH, 2003; DA SILVA et al., 2005). Apesar da classificagdo morfoldgica de espécies
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de ostras do género Crassostrea ser considerada complicada, o que poderia representar um entrave no
uso de C. rhizophorae como espécie modelo para estudos ambientais, estudos recentes estabelecem
que as duas principais espécies nativas da costa brasileira (C. rhizophorae ¢ C. brasiliana) e uma
espécie exotica (C. gigas) podem ser facilmente diferenciadas por metodologias moleculares, como

por exemplo, por PCR-RFPL (PIE et al., 2006; CARRANZA; DEFFEO; BECK, 2009).

6.1.2. A probleméatica do esgoto doméstico

O despejo de esgoto doméstico € uma das principais fontes de contaminag¢ao nos ecossistemas
marinhos e estuarinos (ABESSA et al., 2005; MEDEIROS, 2008; MARTINS et al., 2008). No Brasil,
estima-se que somente 20% da populacdo esteja conectadas a um sistema de coleta e tratamento de
esgoto (I Workshop Regional Sul Sobre o Mar, 1998). Considerando que algumas areas
potencialmente contaminadas da costa brasileira e particularmente no Estado de Santa Catarina estdo
associadas a zonas de mitilicultura, ostreicultura, pesca, recreacdo e abastecimento, 0 monitoramento
da contaminagdo destas regides requer uma atengao especial.

A determinacdo da variedade e concentracdao das substincias presentes em efluentes urbanos,
assim como seu risco para a biota, é bastante complexa e dificil de ser determinada. Em geral, a
composi¢ao de efluentes tratados ou nao esta relacionada a varios fatores como, por exemplo, o tipo de
uso da agua e o grau de desenvolvimento social da regido. Portanto a composi¢do do esgoto ¢ incerta e
pode variar de acordo com as atividades humanas (ABESSA et al., 2005). Estes efluentes podem
conter matéria organica e contaminantes, tais como produtos de higiene pessoal, produtos de limpeza,
etc. (ABESSA et al., 2005). A contaminacdo dos ecossistemas costeiros por esgoto ¢ uma preocupagio
mundial, uma vez que cidades que ndo possuem coleta, tratamento e despejos adequados para o
esgoto, apresentam um maior risco de contaminagdo microbiolégica e quimica (MEDEIROS, 2008).

O esgoto despejado na costa brasileira geralmente tem uma composigdo tipica, com altos
niveis de solidos e nutrientes e baixa concentragdo de metais, hidrocarbonetos e pesticidas. Em alguns
casos, o esgoto urbano ainda pode apresentar uma mistura de efluentes domésticos, hospitalares, de
postos de combustiveis e de pequenas industrias (ABESSA et al., 2005). O esgoto doméstico ainda

pode apresentar substincias que vém sendo consideradas “contaminantes emergentes”, caracteristicos
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de efluentes municipais. Dentre estas, estdo farmacos, produtos de uso pessoal (PPCPs) e
desreguladores endécrinos (EDCs) que apenas recentemente vem recebendo atencdo quanto aos

efeitos para a biota e regulamentagdo para o descarte no ambiente (BOLONG et al., 2009).

6.1.3. Uso de bivalves em estudos ecotoxicoldgicos

Historicamente, o uso de bivalves para analises quimicas precedem sua utilizagdo para
avaliacdo de alteracdes bioldgicas em estudos ambientais. Analises quimicas nestes organismos sao
utilizadas ha mais de cinquenta anos para deteccdo da presenca e concentracdo de contaminantes
organicos no ambiente aquatico (CAHNMANN; KURATSUNE, 1957 apud STEGEMAN et al.,
1973). Os fatos de serem cosmopolitas, sésseis, abundantes, filtradores e acumularem contaminantes
contribuiram para o interesse no uso destes organismos como sentinelas ambientais em programas de
monitoramento da poluicdo costeira, a exemplo do pioneiro Mussel Wacth realizado na costa dos EUA
e em outras regides do mundo (KRISTNER, 1984; JENERLOV, 1996). A partir da década de 80, o
estudo das respostas bioquimicas nestes organismos mostrou-se também uma prioridade em
programas de avaliacdo da qualidade ambiental com o objetivo de detectar efeitos adversos e os
mecanismos pelos quais os organismos podem sobreviver e se adaptar a um novo ambiente
(LIVINGSTONE, 1984) e sao amplamente utilizados em programas de monitoramento da qualidade
ambiental (ex.: CAJARAVILLE et al., 2000; BEBIANO et al., 2007; GORBI et al., 2008).

Alguns autores apontam os biomarcadores bioquimicos em bivalves, como potenciais
ferramentas para a avaliacdo de risco ambiental (CAJARAVILLE et al., 2000; BEBIANO et al., 2007,
HAGGER et al., 2008). Porém, apesar do esfor¢o da comunidade cientifica para identificar e validar
seu uso, as respostas bioquimicas analisadas em bivalves tem sido utilizadas apenas como ferramentas
complementares na avaliagdo de risco. Alguns projetos (ex.: projeto ECOMAN) sugerem a
necessidade de um ponto de vista holistico ao invés de pontual para o seu uso (GALLOWAY et al.,
2004). Problemas na utilizagdo de biomarcadores em bivalves tem sido discutidos ha mais de duas
décadas, e de acordo com Livingstone (1984) se encaixam em duas categorias, (1) consideragdes
praticas da deteccdo de mudancgas bioquimicas ou diferencas contra uma variabilidade basal acentuada

nestes organismos e (2) interpretacao da significancia de tal diferenca observada.
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Aparentemente, as dificuldades no uso de biomarcadores apontados por Livingstone em 1984
persistem até os dias atuais (ex.:. RICKWOOD; GALLOWAY, 2004; GORBI et al., 2008). Por
exemplo, Rickwood et al. (2004) ao avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), um
biomarcador classicamente utilizado em vertebrados para analise de risco para exposi¢do a pesticidas,
verificou auséncia de inibicdo na atividade desta enzima em mexilhdes expostos a concentragdes
ambientalmente relevantes de um pesticida organofosforado. Apesar da ausé€ncia de inibigdo da
enzima in vivo no estudo de Rickwood et al. (2004), foram observados efeitos fisioldgicos (ex.:
controle neuromuscular) e imunolégicos (ex.: habilidade fagocitica) similares aos sintomas
caracteristicos observados em mamiferos. Além disso, a avaliagdo da atividade da enzima do mesmo
animal mostrou-se altamente sensivel a inibi¢cdo in vitro pelo contaminante. O autor aponta a falta de
conhecimento a respeito do metabolismo e mecanismos de toxicidade de organofosforados em
bivalves, como a principal causa para a dificuldade na interpretagdo dos resultados obtidos com
biomarcadores enzimaticos e sua possivel aplicacdo. No mesmo sentido, Saavedra e Bachere (2006)
também discutem a caréncia de informagdes a respeito dos mecanismos moleculares e celulares
relacionados aos processos basicos de reprodugdo, nutri¢do e detoxificagdo em moluscos bivalves.

Com os avangos da biologia molecular e crescente aumento no nimero de bibliotecas de
sequéncias expressas (ESTs) em certas espécies de moluscos bivalves, tém gerado ferramentas
promissoras para o estudo de mecanismos bioquimicos e moleculares. Em novembro de 2006, o
Centro  Nacional de Informag¢do  Biotecnolégica dos EUA  (NCBI, GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), disponibilizava 13.722 ESTs de Ostreidea e 7.281 de Mytilidae
(Tanguy et al., 2008). Atualmente, o mesmo centro de informagao disponibiliza 56.999 ESTs para o
género Mytilus (42.354 para M. californianus e 14.645 para M. edulis) e 44.133 para o género
Crassostrea (29.573 para C. gigas ¢ 14.560 para C. virginica) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (pesquisa
realizada em junho de 2009). Uma grande parte destas ESTs ainda ndo possui anotagdo, o que significa
que sua homologia com genes de fun¢do conhecida em vertebrados/invertebrados permanece para ser
elucidada e a regulacdo da expressdo destes genes ainda permanece por ser caracterizada. Por exemplo,
o presente trabalho (vide capitulo 2) realizou uma pesquisa preliminar no banco de ESTs de M.

californianus e encontrou aproximadamente 60 sequéncias homologas a CYPs, algumas delas
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pertencentes as familias 1, 2 e 3, classicamente induziveis e associadas ao metabolismo de
contaminantes organicos e drogas no ser humano (NEBERT; RUSSEL, 2002). Tal constatacdo
possibilitou um avango na caracterizagao da inducéo destes genes por contaminantes, uma vez que, a
partir disso, iniciadores especificos foram utilizadas na avaliacdo da expressao génica por Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR).

No presente capitulo, foi realizado um estudo de avaliacdo dos efeitos em ostras-do-mangue
C. rhizophorae expostas a um gradiente de contaminagdo por esgoto doméstico utilizando-se analises
microbiologicas, hidroquimicas, assim como analises quimicas de varias classes de contaminantes
(organicos e metais). Esta regido foi utilizada como “modelo” para um estudo in situ onde foi avaliado
o efeito de esgoto doméstico ndo tratado em biomarcadores bioquimicos e moleculares em C.
rhizophorae. Além disso, um conjunto de genes com potencial para utilizacdo em estudos
ecotoxicolégicos foi identificado nesta espécie, que apesar de ter uma importancia social e econdmica

reconhecida, ainda carece de informagdes biologicas ao nivel génico.
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6.2. OBJETIVOS

o Estabelecer uma regido costeira “modelo” para avaliagdo in situ dos efeitos do esgoto
doméstico ndo-tratado em ostras-do-mangue Crassostrea rhizophorae;

e Avaliar a presenga ¢ concentracdo de diferentes classes de contaminantes em ostras
transplantadas para a regido de estudo e expostas por um periodo de duas semanas;

e Detectar possiveis respostas de biomarcadores bioquimicos nas ostras apds a exposi¢ao aos
efluentes contaminados por esgoto doméstico em um estudo de campo;

e Identificar novos genes em C. rhizophorae possivelmente induzidos pela exposi¢do ao esgoto
doméstico utilizando diferentes técnicas moleculares;

e Avaliar a expressdo quantitativa de alguns genes em ostras C. rhizophorae mantidas na regido

de estudo.
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6.3. MATERIAIS E METODOS

6.3.1. Experimento em campo

As ostras C. rhizophorae utilizadas neste estudo, foram obtidas na estagdo de cultivo do
Laboratorio de Moluscos Marinhos (LMM, CCA, UFSC) localizado na Praia de Sambaqui
(Florianopolis, SC) e imediatamente transportadas para uma regido costeira no municipio de Sdo José
para realizacdo dos experimentos de exposicao in situ a esgoto doméstico. A escolha desta regido para
o estudo de exposicao foi baseada em uma investigacdo prévia dos principais locais de lancamento de
esgoto nao tratado em baias do municipio de Sdo José, pelo Projeto Baia-Limpa do CEMEA (Centro
Municipal de Educacdo Ambiental — Escola do Mar). Tal monitoramento prévio incluiu analises
quinzenais de coliformes fecais e totais por um periodo de um ano e demonstrou a possibilidade de
utilizacdo de locais altamente contaminados por esgoto doméstico e de outros com caracteristicas
fisicas e quimicas similares (ex.: salinidade, temperatura, pH), porém com pouca ou nenhuma
contaminacdo aparente (NUNES, 2008).

A foz do Rio Biicheler (27°34°22,98” S; 48°35°58,59”) foi escolhida como local contaminado
para exposicdo das ostras (SJ1; Figura 2). Este rio possui uma largura de aproximadamente 5 m,
extensdo de 1800 metros e drena uma pequena bacia hidrografica altamente urbanizada (NUNES,
2008) (Figura 2). O local escolhido como referéncia se situa nas proximidades da Pedra das Tipitingas
(27°31°31,77’S; 48°36°23,00”0), distante cerca de 5.500 metros do local contaminado e cerca de
2.200 metros da costa (SJ4; Figura 2).

Dois experimentos de exposi¢cdo foram realizados para avaliagdo de respostas bioquimicas ¢
moleculares das ostras in situ. Ambos experimentos utilizaram a mesma populacdo de ostras,
provenientes do cultivo do LMM (Laboratorio de Moluscos Marinhos, CCA, UFSC) localizado na
praia de Sambaqui. No experimento I, realizado entre os dias 31 de agosto e 14 de setembro de 2006,
ostras (2,5 a 3,5 cm) foram transplantadas do LMM para mini-balsas contendo gaiolas flutuantes com
aproximadamente 40 ostras submersas a 10 cm da superficie. As mini-balsas foram posicionadas com
o auxilio de um GPS, nas distancias de 10 m (SJ1), 500m (SJ2), 1.500m (SJ3) e 5.500m (SJ4) em

relagdo a desembocadura do Rio Biicheler (contaminado) (Figura 2), onde permaneceram por 14 dias
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antes de serem coletadas. No experimento II, realizado entre os dias 9 ¢ 23 de margo de 2007, mini-
balsas contendo as ostras (4 a 7 cm) foram posicionadas a 10 m da foz do Rio Biicheler (SJ1;
contaminado) ou a 5.500 m do mesmo rio (Pedra das Tipitingas) (SJ4; referéncia), onde
permaneceram por periodos de 24 h, 48 h, 1 semana e 2 semanas, antes da coleta dos animais. Em
suma, o experimento I foi desenhado no intuito de gerar informagdes para a identificacdo de um
gradiente de contaminagdo por esgoto doméstico e avaliar as respostas das ostras para este gradiente.
No experimento II, ostras foram expostas a apenas dois locais (SJ1 e SJ4) por diferentes tempos de
exposicao (24 h, 48 h, 1 semana e 2 semanas) a fim de se verificar a variagdo temporal nas respostas
das ostras expostas aos contaminantes. Nos dois experimentos, pardmetros fisicos, quimicos e

microbioldgicos da agua foram monitorados periodicamente durante a exposicdo das ostras in situ.

 Trapiche

Figura 2. Localizagdo dos pontos de exposi¢do das ostras C. rhizophorae na Baia Norte da regido da Grande
Florianépolis, SC, Brasil. SJ1 indica o ponto mais contaminado, localizado na foz do Rio Bucheler
(27°34°22,98” S; 48°35°58,59). SJ4 indica o local mais afastado da foz do Rio Bucheler (referéncia) localizado
proximo a Pedras das Tipitingas (27°31°31,77”’S; 48°36°23,00”).

Tanto no Experimento I, como no Experimento II, amostras de glandula digestiva e branquias
foram dissecadas no momento da coleta das ostras, imediatamente congeladas em N, liquido e
conservadas em freezer -80 °C para posterior realizacdo das analises bioquimicas (n=7 amostras) e de
expressdo génica (n=7 amostras) em cada grupo de animais. No experimento I, excepcionalmente, foi

feito um pool do orgdo (branquia ou glandula digestiva) de duas ostras para cada amostra (tanto
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amostra bioquimica quanto molecular), devido ao tamanho pequeno dos animais. No experimento II,
cada amostra coletada representa um individuo. Apo6s duas semanas de exposi¢do, um pool de 10
ostras mantidas em cada local foi coletado para a realizagdo da analise de metais, assim como um pool
de 10 ostras foram utilizados para a realizagdo das analises de contaminantes organicos, em ambos 0s
experimentos. As ostras coletadas para analises quimicas foram conservadas a -20 °C em papel
aluminio, para a analise de organicos, ou plastico, para a analise de metais. No Experimento I, um
grupo de ostras foi coletado no LMM (Praia do Sambaqui) para verificacdo dos niveis de

contaminantes nas ostras antes do inicio do experimento de exposi¢do (“tempo zero™).

6.3.2. Monitoramento hidroquimico e microbiolégico no experimento de campo

Amostras de agua foram coletadas no primeiro, sétimo e décimo quarto dia de cada exposigado
(Experimento I e II). Analises de parametros microbioldgicos (coliformes totais e fecais), e fisico-
quimicos da agua, como amdnia, nitrato, nitrito, fosfato, silicato (N-NH4, N-NO;, N-NO,, P-PO, ¢
Si0;), clorofila (a, b e ¢) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foram realizadas segundo técnicas
padrdes (APHA-AWWA-WPCF, 1999). Parametros fisicos e quimicos da dgua como temperatura,
salinidade, pH, oxigénio dissolvido e turbidez, bem como profundidade foram registrados no momento

da coleta com um medidor multiparamétrico da marca Y SI.

6.3.3. Andlises quimicas em C. rhizophorae

Para a analise de contaminantes organicos amostras de C. rhizophorae foram processadas no
Laboratério de Quimica Organica Marinha do Instituto Oceanografico da USP (IOUSP). O material
biolégico congelado foi seco durante 72 horas em liofilizador Thermo Savant — modulyo D. Em
seguida, as amostras foram maceradas ¢ homogeneizadas em almofariz com pistilo e armazenadas em
frascos de vidro previamente limpos com solvente. O procedimento metodoldgico descrito a seguir foi
baseado em MaclLeod e colaboradores (1986) com algumas modificagdes. Um grama de cada uma das
amostras foi extraido com n-hexano e diclorometano 50% (v/v) em sistema soxhlet durante 8 horas.
Foram utilizados solventes com grau de pureza “para analise de residuos organicos” (J. T. Baker,

Estados Unidos). Antes da extragdo foram adicionados 100 pL dos padrdes internos (surrogate) com
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diferentes concentragdes no branco ¢ em cada uma das amostras. Para os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs) foram adicionados naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e
perileno-d12 (5 ng ul-1); para os bifenilos policlorados (PCBs) e pesticidas organoclorados foram
utilizados 0 PCB-103 e PCB-198 (1 ng pl-1); o padrao interno dos alquilbenzeno lineares (LABs) foi o
dodecil alquilbenzeno (1C12LAB, 5 ng pl-1). O extrato evaporado foi submetido a uma coluna
cromatografica contendo 8 g de silica gel sobre 16 g de alumina (Merck) desativadas 5% com agua
pré-extraida e 1 g de sulfato de sodio (J. T. Baker) no topo. A eluicao foi feita com 80 ml de uma
mistura de n-hexano e diclorometano (50%). Para purificagdo complementar, o eluato foi concentrado
a 0,5 ml e injetado no cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC) da Perkin Elmer equipado
com duas colunas de exclusdo (permeagdo em gel). A fase movel utilizada foi o diclorometano. O
eluato foi concentrado novamente e foram adicionados os padrdes internos cromatograficos
(octacloronaftaleno para PAHs, TCMX para PCBs e pesticidas e IC19LAB para os LABs). O volume
final foi de 1 ml. Uma aliquota do extrato final foi injetada no cromatografo a gas equipado com
detector de captura de elétrons (GC-ECD) da Agilent Technologies para andlise de pesticidas
organoclorados. Os demais grupos de compostos (PAHs, PCBs e LABs) foram analisados no
cromatdgrafo a gas equipado com espectrometro de massas (GC-MS) 6890/5973N da Agilent
Technologies. As temperaturas do injetor e detector do GC-ECD foram de 280 °C e 300 °C,
respectivamente. O gas de arraste foi o hidrogénio ultrapuro e o gas auxiliar foi o nitrogénio. A coluna
cromatografica era de 30 metros de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm e espessura do filme
de 5% fenilmetilsiloxana de 0,5 um da marca J&W Scientific. A rampa de temperatura utilizada foi:
inicio a 70 °C por 1 min, aumento a uma taxa de 40 °C até 170 °C e a 1,5 °C até 240 °C,
permanecendo nesta temperatura por 2 min, e aumentando novamente a 15 °C até 300 °C
permanecendo isotérmico por 5 min. As temperaturas do GC-MS foram de 280 °C, 280 °C e 300 °C
no injetor, na interface e na fonte de ions, respectivamente. A coluna cromatografica utilizada foi da
J&W Scientific com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pm de espessura de
filme de 5% fenilmetilsiloxana. O modo de aquisi¢do foi o SIM (monitoramento seletivo de ions). A
rampa de temperatura para PCBs foi: inicio a 75 °C durante 3 min, aumento a uma taxa de 15 °C até

150 °Cea2°Caté 260 °C e a 20 °C até 300 °C permanecendo constante durante 1 min. A rampa para
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os PAHs e LABs teve inicio em 40°C com aumento a taxa de 20°C até 60°C e a 5°C min-1 até 290°C
onde permaneceu por 5 min e aumento a 10 °C até 300 °C onde permaneceu constante durante 10 min.
A identificagdo dos pesticidas, PAHs, PCBs ¢ LLABs foi feita por comparagdo dos tempos de retengao
com padrdes de referéncia da Accustandard, EUA. Os compostos analisados no GC-MS também
foram identificados através do espectro de massa. A quantificagdo foi feita por razdes entre os
surrogates ¢ os compostos de interesse, baseada nas curvas analiticas montadas com pelo menos 5
concentracdes diferentes de cada grupo de compostos

As andlises de metais foram realizadas no Laboratério de Hidroquimica da Fundagao
Universidade Federal de Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, segundo metodologia descrita por
Baraj et al. (2003). O material bioldgico foi pesado, seco € homogeneizado com um mixer de plastico
¢ armazenado em plasticos a 4°C. Todos os reagentes usados foram grau Suprapur e agua Milli-Q e os
recipientes de vidro, submetidos a uma limpeza cuidadosa (M.E.S.L., 1997). A manipulacao das
amostras foi realizada em capela de fluxo laminar. Aproximadamente 0,5 g de amostra foi digerida
com 5 ml HNO3 em tubos de Teflon para decomposi¢ao e transferidas para frascos de 25 ml. Uma
aliquota da amostra digerida foi tratada com BrCl, anteriormente a determinacdo de Hg, para oxidar e
converter qualquer forma organica de mercurio em mercurio inorganico (M.E.S.L., 1997). Um sistema
laboratorial de vapor frio, acoplado a um espectrometro de absor¢ao atomica (AAS) CG-AA 7000 foi
usado para determinagdo de Hg. Fe, Mn, Zn ¢ Cu em chama ar-C,H, usando um instrumento AAS
CG-AA 7000 e Cd, Pb e Cr em um ZEISS-5 em modo de atomizagdo eletrotérmica. A acuracia dos
resultados analiticos foi checada pela analise de material referéncia Tuna 350 (M.E.S.L, TAEA,
Monaco). Resultados obtidos para amostras referéncia estavam em concordancia (+8%) com os

valores certificados.

6.3.4. Andlises de biomarcadores bioquimicos em C. rhizophorae

As amostras de branquia e glandula digestiva foram homogeneizadas em tampao (Tris-HCI
20mM, pH 7,6, EDTA 1mM, sacarose 0,5M, KCI 0,15M, DTT 1mM, PMSF 0,ImM) na propor¢ao de
1 g de tecido para 4 mL de tampdo (1:4), e centrifugadas a 9.000 x g durante 30 min a 4°C. O

sobrenadante foi recolhido, separado em aliquotas e estocado em freezer - 80°C. O ensaio da catalase
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(CAT) foi realizado segundo a técnica descrita por Aebi (1984) que quantifica a velocidade de
decomposicao do H,0,, através do decréscimo de absorbancia lido em espectrofotdmetro a 240 nm (g
= 0,071 mM™.cm™), durante 1 min. A atividade enzimética foi expressa em unidades de CAT / mg de
proteina, onde uma unidade de CAT corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol de
H,0O, por min a 30° C. A determinagdo da atividade da glutationa S-transferase total foi realizada
segundo o ensaio descrito por Keen, Habig e Jakoby (1976), que se baseia na velocidade de formagao
do conjugado CDNB-GSH. O aumento de absobancia da amostra foi registrado em um
espectrofotdometro a 340 nm, durante 2 min. A atividade enzimatica foi expressa em mili unidades de
GST / mg de proteinas, sendo que uma unidade enzimadtica corresponde a quantidade de enzima que
conjuga 1 umol de CDNB por min a 25 °C. A determinagido da enzima glutationa redutase (GR) foi
avaliada pelo decréscimo de absorbancia no comprimento de onda de 340 nm, causado pela oxidagdo
da coenzima NADPH utilizada como doadora de elétrons para a enzima para formar o produto GSH
(glutationa reduzida) a partir do substrato glutationa oxidada (GSSG). A velocidade de consumo de
NADPH, em condigdes de saturacdo, expressa a atividade enzimatica da glutationa redutase
(CARLBERG; MANNERVIK, 1985). A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi
determinada através do aumento de absorbancia provocado pela redugio da coenzima NADP' a
NADPH, pela desidrogenagao do substrato glicose-6 fosfato (G6P), no comprimento de onda de 340
nm (g = 6,22 mM'.cm-1) (GLOCK; MCLEAN, 1953). A concentracio de proteinas totais presentes na
fracdo celular citoplasmatica foi calculada segundo a técnica descrita por Peterson (1997), utilizando

soro albumina bovina como padrao, e utilizada na normalizacdo das analises de cinética enzimatica.

6.3.5. Identificacdo de genes diferencialmente expressos em C. rhizophorae expostas ao esgoto
doméstico utilizando a técnica de hibridizagdo subtrativa supressiva (SSH)

Bréanquias de ostras expostas por 14 dias no local contaminado (SJ1) ou no local referéncia
(SJ4) no experimento II foram utilizadas para extracdo de RNA total, utlizando reagente TRIZOL
(Invitrogen) segundo instrugdes do fabricante. A concentracdo e pureza do RNA total foi checada em
espectrofotdometro a 260 nm e através do perfil eletroforético das amostras extraidas, separadas em gel

de agarose ¢ 0 RNAm purificado com o kit Oligotex Mini (Qiagen). O mesmo procedimento foi
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realizado para obtencdo de RNAm de glandulas digestivas de ostras expostas por 24 hs no local
poluido (SJ1) ou no local referéncia (SJ4) no experimento II a partir de RNA total. As amostras foram
concentradas por precipitacdo com acetato de sdédio 3M e a concentracdo do RNAm foi verificada em
espectrofotdmetro a 260 nm para ajuste do volume necessario para obtencdo de 1-2 ug a serem
utilizadas na sintese do cDNA para a hibridizacao subtrativa supressiva utilizando-se o kit PCR Select
¢DNA Subtraction (Clontech). Este kit permite a hibridizag¢ao dos fragmentos de cDNA comuns a dois
grupos, enquanto os fragmentos diferencialmente expressos sao amplificados por reagdes de PCR ao
final do procedimento. Dessa forma, obtém-se os genes diferencialmente expressos em cada um dos
grupos.

Como esta metodologia permite apenas a hibridizacdo de cDNAs de duas populagdes de
RNAm, foi realizada a comparacdo entre as ostras mantidas no local poluido (SJ1) com aquelas
mantidas no local referéncia (SJ4). Além disso, o experimento de hibridizagdo subtrativa supressiva
foi realizado nos dois sentidos (poluido-referéncia e referéncia-poluido) permitindo, dessa forma,
identificar tanto os genes que tiveram sua expressdo induzida, como aqueles que tiveram sua
expressdo inibida nas ostras mantidas no local poluido. O funcionamento da metodologia foi
verificado através de um controle interno do Kit. Apos, os cDNAs obtidos para o local referéncia e
poluido foram purificados com o kit GFx PCR DNA and gel band Purification (Amersham
Biosciences — GE) para posterior clonagem e sequenciamento.

O sequenciamento dos fragmentos de ¢cDNA clonados foi realizado no Laboratério de
Protozoologia (UFSC), em colaboragdo com o Prof. Dr. Edmundo Carlso Grisard. A extragdo
plasmidial foi realizada por lise alcalina das coldnias crescidas em 1 mL de meio liquido. A reacdo de
amplificagdo dos fragmentos contidos nos plasmideos foi realizada utilizando-se o kit DYEnamic®ET
Dye Terminator (GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado no equipamento MegaBACE 1000
DNA Analysis System (GE Healthcare). As sequéncias obtidas foram primeiramente submetidas a
uma avaliagdo de qualidade pelo programa Phred (Phred >15), do pacote Phred/Phrap/Consed
(EWING; GREEN, 1998)

Todas as sequéncias obtidas foram verificadas no programa VecScreen (GenBank) para

retirada de sequéncias de vetor e adaptadores e posteriormente foram analisadas pelo programa CAP3
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(HUANG; MADAN, 1999) para formacdo de contigs. Os contigs e singletons obtidos foram
comparados com o GenBank utilizando o programa BLAST2GO (CONESSA, 2005). Para uma
analise inicial foi utilizado o algoritmo BLASTx com filtro de e-value mantido em 10~ realizando a
busca no GenBank. As sequéncias que nao apresentaram similaridade para sequéncias do GenBank
foram analisadas individualmente ap6s uma nova busca por sequéncias homologas utilizando o
algoritimo tBLASTx. No caso de algumas sequéncias, buscas em bancos de ESTs de moluscos

bivalves utilizando BLASTn no GenBank, também foram realizadas.

6.3.6. Uso de iniciadores para identificacdo de novos genes em C. rhizophorae por PCR

Além da biblioteca subtrativa, foram utilizadas outras estratégias baseadas na técnica de PCR
para a identificagdo de novos genes potencias biomarcadores de contaminagdo aquatica em C.
rhizophorae. A primeira foi a utilizacdo de iniciadores para amplificacdo génica através da técnica de
PCR desenhados, a priori, para sequéncias especificas da ostra C. gigas e obtidas a partir de um
experimento prévio que identificou genes induzidos em ostras expostas ao esgoto doméstico em
laboratorio (MEDEIROS, 2008). A segunda estratégia compreendeu a utilizacdo de iniciadores
degenerados para amplificacdo do gene da CAT em C. rhizophorae. Este gene foi escolhido com base
nos resultados de biomarcadores bioquimicos obtidos na se¢ao 6.4.3. (pagina 41), que mostraram que
a atividade desta enzima apresentou uma boa correlagdo com a contaminagdo por esgoto doméstico.

Um pool de amostras de branquias de ostras coletadas no experimento I, no local SJ 1, tiveram
seu RNA total extraido (TRIZOL, Invitrogen) e seu cDNA foi sintetizado utilizando o kit Omniscript
Reverse Transcriptase (Qiagen) para amplificacdo de novos genes em C. rhizophorae por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os iniciadores utilizados por Medeiros (2008), desenhados previamente
com base em sequéncias identificadas na espécie C. gigas, foram testados em C. rhizophorae no
presente estudo. A Tabela 1 mostra os iniciadores de C. gigas testado para amplificagdo de produtos
de PCR de tamanho esperados em C. rhizophorae. O programa utilizado para as reagdes de PCR foi
similar para todos os iniciadores testados: 1 ciclo de desnaturagdo inicial (30s; 90 °C); ~35 ciclos com
desnaturagdo (30s; 90 °C), anelamento (30s; 40°C, 45°C, 50°C ou 55°C) e extensdo (1s; 72°C); e

manutencao a 4°C.
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Iniciadores degenerados foram desenhados para amplificagdo do gene CAT em C. rhizophorae
com base em sequéncias de aminoacidos de moluscos (Chlamys farreri, ABI64115; C. gigas,
ABS18267, Haliotis discus discus, ABQ60044), artropodes (dedes aegypti, EAT34333; Litopenaeus
vannamei, AAR99908) e vertebrados (Gallus gallus, CAG31019 e Danio rerio, AAF89686) obtidas
no GenBank. Cinco regides altamente conservadas e com pouca degeneragao, calculada com base em
codons de eucariotos, foram escolhidas para o desenho dos iniciadores degenerados (Tabela 2) e
testado para amplificagdo de produtos de PCR de tamanho esperados em C. rhizophorae. O programa
utilizado para as reagdes de PCR foi similar para todos os iniciadores testados: 1 ciclo de denaturacéo
inicial (30s; 90°C); 40 ciclos com denaturacdo (30s; 90°C), anelamento (45s; 40°C, 45°C, 50°C e

55°C), extensdo (1min-72°C) e manutencdo a 4°C.

Tabela 1. Iniciadores dos genes citocromo P450 356A1 (CYP356A1), proteina ligante de 4cidos graxos (FABP),
glutationa S-transferase dmega (GS7-0), proteina de resisténcia a multiplas drogas (MDR), actina (ACT) e 5-
aminolevulinato sintase (ALAS) de C. gigas que foram testados em C. rhizophorae, e os tamanhos de produtos
de PCR esperados.

Gene 5-3 produto (pb)
CYP356A1 GAAACGCTCTCAGGCATTATCT 597
CCTCTTGACATTTTGCTTGG
FABP GTTTGA GGGAAACTGGGAATGC 255
TCCGTCGGAATATGTCAGTTTAGC
GSTO GGTGTATCCCGATAACAAGCTGAC 362
CTGAGGGTCCAGTCGACATTTTT
MDR GGCAGTCATGITCTTTGCCTATG 443
GCAGCCATTGGA CATTTAGATCCT
ACT GGAATTCGCCAACAGAGAAAAGATGAC 436
CGCGGATCCTTCGTTGCCA A TGGTGATGA
ALAS AGACCTCACACTCATCCGGACAGACAG 427

CTTCACTACCAGTCTCCTCCCACCAC

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose, purificados, ligados no vetor
pPGEM-T Easy Vector (Promega) e inseridos em bactérias E. coli JM109. Plasmideos contendo o
inserto, selecionados por coloracdo foram purificados a partir de culturas (QiaPrep, Qiagen) e
sequenciados como descrito acima. Os iniciadores que ndo amplificaram produtos no tamanho
esperado foram testados novamente com ajustes nas temperaturas de anelamento e aumento na

concentracao de iniciadores (2 ou 4 vezes).
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Tabela 2. Iniciadores degenerados utlizados para amplificacdo do gene da catalase (CAT) em C. rhizophorae.

5-3 degeneracio
senso  ACYCAYCARGTRTCCTTCCTG 16
senso CANGARGAYGGNAAYTGG 128
senso GCNTTYGGNTAYTTYGAR 256
antisenso  CATYTTRTCKGGRCTRGCYTC 64
antisenso  RAARTCCCARAACATRTC 16

6.3.7. Quantificacdo da expressdo génica por PCR em tempo real

Iniciadores especificos para genes de C. rhizophorae (Tabela 3) foram desenhados (Primer3;
ROZEN; SKALETSKY, 2000) e obtidos da empresa MWG Biotech. PCR em tempo real foi realizado
usando o reagente iQ SYBR Green Supermix de acordo com as instru¢des do fabricante e um sistema
de detecgdo iQ Real-Time PCR (Biorad). Cada amostra foi analisada em triplicata com o seguinte
protocolo: 95°C por 30s e 40 ciclos de 95°C por 15s e 62°C por 1 min. Analise da curva de fusdo
(melting curve) foi realizada nos produtos de PCR no final de cada analise a fim de garantir que um

Act

unico produto fosse amplificado. O método E™ foi utilizado para calculo do nivel de expressdo génica

para cada amostra, usando actina (AC7) como gene normalizador.

Tabela 3. Iniciadores desenhados para avaliagdo da expressdo génica por PCR em tempo real dos genes CAT
(catalase), SDR (desidrogenase de cadeia curta), ferritina, cavortina e ACT (actina) em C. rhizophorae.

gene 5-3

CAT senso ATACCGCAGAATGAACGGCTACG
antisenso CAGTGGAATTTGCAGTAGACAG

SDR senso AAGGTTCGGTGAACCAAGCGAGT
antisenso TGGTCTCGCCAGTGATGTAGGAG

ferritina  senso CAACCAATCCCTGCTTGACCTTC
antisenso CCTTGATGGCGTTCACTTGTTCC

cavortina senso ATTGGCTGACCATCGGACACAAC
antisenso ATGGCGGTATGGCTAGTGTGGTC

ACT Senso GTGATCTGACCGATTACCTCAT

antisenso GATGTCTCTGACGATTTCTCTC
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6.4. RESULTADOS

6.4.1. Monitoramento fisico, quimico e microbioldgico da &rea de estudo

Durante os dois experimentos de campo realizados com as ostras C. rhizophorae alguns
parametros fisicos, quimicos e microbiologicos da agua foram avaliados, e os resultados podem ser
visualisados na Tabela 4 ¢ 5, para os experimentos I e II, respectivamente.

Tabela 4. Resultados hidroquimicos e microbioldgicos medidos na agua de superficie (~30cm prof.) nos locais
de exposicdo durante o experimento I. SJ1 indica o local mais préximo ao Rio Bucheler (poluido) enquanto SJ4
indica o local mais afastado (referéncia). Os parametos temperatura (temp.; °C), oxigénio dissolvido (mg O, /1, 5
dias), pH, salinidade (sal.; PSU), demanda bioquimica de oxigénio (DBO; mg /1 O,), turbidez (turb.; NTU),
amoOnia, nitrato, nitrito, fosfato, silicato (N-NH4, N-NOj3;, N-NO,, P-PO, e SiOs, respectivamente; pg / 1),
clorofila (clor.-a, clor.-b e clor.-c, respectivamente; pg / 1) coliformes totais e fecais (coli. tot. e coli. fec; NMP /
100ml). <LDM, abaixo do limite de detec¢do do método.

SJ1 Si2 SJ3 SJ4
dal da7 dal4d dal da7 diald dial da7 diald dial dia7 diald
Temp. 18,2 169 199 18,2 16,8 20,1 17,9 16,6 20,2 17,6 16,5 204
0, 6,93 6,68 3,76 8,54 809 710 7,68 7,20 8,60 751 7,33 743
pH 7,93 742 741 7,68 740 7,79 795 7,81 749 7,94 7,84 745
sal. 32 32 27 32 33 33 32 33 33 33 33 32
DBO 9,12 363 510 298 2,05 1,80 1,10 4,13 060 4,87 0,79 6,00
turb. 444 293 642 14,0 6,2 14,0 9,1 8,3 83 10,8 9,0 174
N-NH4 | 225 219 1002 31 91 59 50 191 5 21 141 50
N-NO3 2 <LDM <LDM 176 6 <LDM 85 147 <LDM 104 <LDM <LDM
N-NO2 6 4 23 2 2 <LDM 1 <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
P-PO4 35 56 297 32 9 16 12 10 14 16 13 11
SiO3 470 480 1600 480 430 520 510 390 530 500 470 530
clor.-a 1,07 0,5 02 1,08 020 037 045 0,17 044 0,31 0,21 021
clor.-b 1,23 068 0,28 127 025 048 0,57 0,15 045 0,36 021 048
clor.-c 028 0,11 0,08 0,55 0,09 024 0,16 0,03 0,15 0,04 0,05 0,10
coli. tot. 1 30.000 3.000 50.000 3.000 220 500 220 20 230 210 <LDM 1.100
coli. fec. | 16.000 2.300 24.000 3.000 170 80 80 <ILDM 230 60 <LDM 80

Tanto no experimento I, como no experimento I, ndo foram observadas variacdes importantes
em parametros abioticos como salinidade, temperatura e pH. A auséncia de variagdo nestes parametros
foi observada tanto entre os diferentes locais amostrados (SJ1, SJ2, SJ3 e SJ4 ou SJ1 e SJ4, nos
experimentos I ou II, respectivamente), como entre os diferentes tempos de coleta (dias 1, 6 ¢ 7 ou

dias 0, 1, 2, 7 e 15, para os experimentos I ou II, respectivamente).
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Tabela 5. Resultados hidroquimicos e microbioldgicos medidos na agua de superficie (~30cm prof.) nos locais
de exposicdo durante o experimento II. SJ1 indica o local mais préximo ao Rio Bucheler (poluido) enquanto SJ4
indica o local mais afastado (referéncia). Os parametos temperatura (temp.; °C), pH, salinidade (sal.), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO; mg /1 O,), coliformes totais e fecais (coli. tot. e coli. fec; NMP / 100ml). <LDM,
abaixo do limite de detecgdo do método. “—" analise nao foi realizada.

SJ1 SJ4
dia0 dial dia2 dia7 diald| dia0 dial dia2 dia7 dial4
Temp. 30,0 28,0 27,5 28,0 27,5 27,5 28,0 27,0 26,5 -
pH 8,27 8,04 7,86 7,89 8,12 7,85 7,89 7,94 7,94 7,98
sal. 36 35 34 36 32 37 37 37 36 34
DBO - - 5,06 6,36 1,62 - - 2,31 4,41 1,55
coli. tot. - - 24.000 8.000 11.000 - - <LDM 1.100  2.100
coli. fec. - - 20.000 8.000  7.000 - - <LDM 240 900

Os valores de coliformes fecais, considerados marcadores de contaminagdo por esgoto
doméstico, ultrapassaram o limite definido pela Resolugdo Conama N°® 357/2005 (CONAMA, 2005)
na grande maioria das analises, uma vez que esta norma estabelece em 43 NMP/100 ml o limite
permitido para o cultivo de moluscos marinhos. Tais valores acima do permitido pela legislacao,
foram observados mesmo no local considerado referéncia (SJ4), em aproximadamente 66 % das
coletas realizadas, em ambos os experimentos. Apesar disso € notavel um maior valor deste parametro,
assim como de coliformes totais e de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), no local SJ1 em
relacdo aos locais SJ2, SJ3 e SJ4 no experimento I, assim como no local SJ1 em relagdo ao local SJ4
no experimento II (Tabela 5). Além disso, a andlise de coliformes fecais na dgua do experimento I,
sugere um gradiente de contaminangdo por esgotos domésticos & medida em que hd um afastamento
em relacdo ao Rio Bucheler, com valores médios calculados a partir da tabela 4 de 14.100, 1.083, 103
e 47 NMP/100 ml para os locais SJ1, SJ2, SJ3 e SJ4, respectivamente. No experimento II as médias de
coliformes fecais obtidas a partir das trés analises realizadas foram de 14.000 e 120 para os locais SJ1
e SJ4 respectivamente.

Outros parametros, indicadores da presenca de aporte de matéria organica oxidavel, como
menor teor de oxigénio dissolvido, e maiores niveis de turbidez, amonia (N-NHy), nitrito (N-NO,) ¢
fosfato (P-PO,) dissolvidos, medidos no experimento I, também apresentaram maiores niveis no local
SJ1 (Tabela 4). Apesar disso ndo foi observada diferenca na concentragdo de clorofila, sugerindo a
preseca de quantidade de alimento similar para os diferentes locais, independentemente da presenca ou

nao da poluicdo por esgoto doméstico.
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Um maior nimero de pardmetros foi analisado no experimento I, se comparado ao
experimento II, possibilitando uma melhor caracterizacdo deste local neste experimento. Porém o
monitoramento dos parametros analisados em ambos os experimentos, validaram a possibilidade de
utilizagdo destes locais de estudo para a avaliagdao do efeito do esgoto doméstico em biomarcadores
bioquimicos e moleculares das ostras. Além disso, aparentemente, estes locais ndo possuem diferencas
importantes em outros pardmetros fisicos e quimicos da agua, exceto aqueles associados ao impacto
direto do esgoto doméstico ndo tratado, o que também apresentou-se como uma caracteristica

desejavel para a realizag@o das analises dos experimentos neste local.

6.4.2. Monitoramento de contaminantes organicos e metais nas ostras

Contaminantes organicos de diferentes classes foram analisadas em ostras C. rhizophorae
mantidas por duas semanas nos locais escolhidos para os experimento I e II. Os somatérios das
concentracdes de isdmeros ou congéneres para cada classe de contaminantes, sdo mostrados na Tabela
6.

Tabela 6. Somatorio das concentragdes dos isdmeros organicos para as classes alquilbenzenos lineares (XLABs,
25 isdémeros), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (XPAHs, 33 isomeros), bifenilas policloradas (XPCBs, 47
congéneres) e pesticidas organoclorados (XHCH, 4 isomeros; XClordanos, 6 isdmeros; XDDTs, 6 isomeros e
>Drins, 3 isdmeros) em amostras de tecido de ostras. SJ1 indica o local mais proximo ao Rio Bucheler (poluido),
SJ4 indica o local mais afastado (referéncia). Sam representa o local de cultivo da Paia de Sambaqui, onde as
ostras foram obtidas. Os resultados estdo expressos como ng / g de peso seco de ostra. <LDM, abaixo do limite
de deteccao do método.

Experimento [ Experimento 11

Sam SI1 SI2 SI3 Sl 4 SI1 SJ 4
>- LABs 171 382 230 232 135 348 214
2- PAHs 55 399 <LDM <LDM <LDM 164 <LDM
>- PCBs <LDM 3,0 <LDM <LDM <LDM 2.8 <LDM
>- HCH <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
2- Clordanas <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
- DDTs <LDM 7,6 <LDM <LDM <LDM 7,6 <LDM
Y- Drins <LDM <LDM 22 <LDM <LDM <LDM <LDM

Os alquilbenzenos lineares (LABs) foram utilizados como marcadores da presenca de esgotos
no ambiente aquatico. Os LABs totais (somatorio dos 26 isdmeros de LABs) variaram de 135 a 382 ng
por grama de peso seco de ostras analisadas (Tabela 6). As concentragdes mais altas foram detectadas

em ostras expostas ao local SJ1, tanto no experimento I como no experimento II (382 e 348 ng por
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grama de peso seco, respectivamente). No experimento I foi observada uma diminui¢ao gradual de
LABs conforme aumentou a distancia do local poluido SJ1. Portanto, os resultados de LABs em
ostras, corroboraram o gradiente de contaminag@o por esgoto doméstico verificado em agua pelas
analises microbioldgicas. Como esperado, o menor nivel de LAB foi observado no local mais afastado
da desembocadura do Rio Bucheler (SJ4; 135 ng por g) seguido pela concentracdo de LABs nas ostras
coletadas no cultivo de Sambaqui, no momento de obtencdo das ostras, antes do periodo de exposicao.

As concentragdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos totais (PAHs) em ostras C.
rhizophorae variaram de <LDM a 39,9 ng por g de peso seco. Nos experimentos I e II foram
observados niveis detectaveis nos animais mantidos no local SJ1 (39,9 e 16,4 ng por g de tecido,
respectivamente). Niveis menores de PAHs (5,47 ng por g de tecido), foram observados também nos
animais mantidos no Sambaqui, antes do inicio da exposi¢do. Dentre os 33 isomeros de PAHs
analisados, foram identificados apenas metilfenantreno, fluoranteno, pireno e criseno Em SJ1 no
experimento I, a representatividade destes isdmeros foi de 38%, 8%, 11% e 43 % do total, para
metilfenantreno, fluoranteno, pireno e criseno, respectivamente (dados ndo mostrados). Dentre os
isomeros de PAHs identificados em SJ1 no experimento II, estdo metilfenantreno, fluoranteno e pireno
(45%, 30% e 25 % do total, respectivamente) (dados ndo mostrados). Criseno foi o tnico PAH
encontrado nos animais coletados na Praia do Sambaqui.

Bifenilas policlorados (PCBs) foram detectados apenas nas amostras de ostras expostas ao
local SJ1, tanto no experimento I como no experimento II (3,05 e 2,79 ng por g de tecido,
respectivamente). Dentre os 47 congéneres analisados, foram observados apenas os congéneres
PCB114 (2,3,4,4',5-Pentaclorobifenila) e PCB153 (2,2',4,4',5,5'-Hexaclorobifenila) para o experimento
I e PCB138 (2,2',3,4,4',5'-Hexaclorobifenila) para o experimento II, porém em concentragdes muito
proximas do limite de deteccdo. Nenhum dos PCBs detectados estdo no grupo dos congéneres planares
nao-orto substituidos, classe essa considerada classicamente como de maior risco ambiental dentre os
209 congéneres de PCB existentes.

Dentre os pesticidas organoclorados analisados, foram detectadas concentragdes de DDTs
apenas nos animais mantidos no local SJ1, em ambos os experimentos, ¢ Drins apenas nos animais do

local SJ2 no experimento II. Os DDTs no experimento I e II apresentaram concentracdes de 7,62 e
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7,64 ng por g de tecido, respectivamente. Dentre os 5 DDTs analisados, foram detectados apenas as
isoformas congéneres DDE e DDD (~75 e 25 % de representatividade, respectivamente) em ambos os
experimentos. Dentre os 3 isomeros de drins analisados, o unico a ser detectado foi o Aldrin, na
concentracdo de 2,21 ng por g de tecido. Nao foram detectados HCHs ou Clordanas em ambos os

experimentos.

Tabela 7. Concentracdo de metais nas ostras C. rhizophorae mantidas nos locais de exposi¢do durante o
experimento II (ug / g de tecido). SJ1 indica o local mais proximo ao Rio Bucheler (poluido) enquanto SJ4
indica o local mais afastado (referéncia). * e ** indicam limites de tolerancia para moluscos bivalves de acordo
com “Food and Drugs Administration (FDA) Guidance Document” e Associacdo Brasileira das Industrias da
Alimentagdo, ABIA, respectivamente (Isla, 2000). <LDM, abaixo do limite de detec¢do do método.

Experimento [ Experimento I1

Sam SI1 SJ2 SI3 Sl 4 SI1 SI 4
Cr <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM 0.42 0.43 13 *
Pb <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM 0.10 0.05 1,7 *
Mn <LDM <LDM <LDM 36,1 42,5 22.8 16.4
Zn 221,5 1494 2287 365,0 250,3 234,1 163,9 250 **
Cu <LDM 334 <LDM <LDM 34.9 7.25 4.65 150 **
Hg <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM 0.07 0.17 1*
Fe 411.5 465.8 294.2 466.8 467.7 319 275

Na maior parte das analises, os niveis de metais das ostras estiveram abaixo dos niveis
maximos permitidos para consumo humano (Tabela 7). Apenas os niveis de Zn no local SJ3, no
experimento I, estiveram acima (365,0 ng por g de tecido) dos limites estabelecidos pela legislagao
para consumo (250 ng por g de tecido). Porém niveis proximos a este limite (221,6 ng por g de tecido),
foram observados nas ostras do tempo zero oriundas da Praia do Sambaqui. Os baixos niveis de metais
detectados nas ostras indicam que ndo hd uma contaminacao expressiva desta classe de contaminantes
nos locais de exposicdo. Diferentemente do que foi observado para a maioria dos contaminantes
organicos quantificados nas ostras (Tabela 6), nenhum gradiente claro de concentracdo foi observado
para os metais analisados nos animais do experimento I. Porém, niveis maiores de Pb, Mn, Zn, Cu e
Fe foram observados nos animais mantidos no local contaminado SJ1, no experimento II.

Os resultados das analises quimicas em C. rhizophorae sugerem que as ostras coletadas em
Sambaqui ndo estiveram expostas aos contaminantes analisados antes do transplante para os locais de

estudo onde foram realizados os experimentos I e II.
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6.4.3. Andlises de biomarcadores bioquimicos

As respostas dos biomarcadores bioquimicos de contaminagdo aquatica, representados pela
atividade das enzimas CAT, GST, G6PDH e GR, foram avaliadas nos dois experimentos de campo
realizados na Baia Norte da Ilha de Santa Catarina nas imediagdes do municipio de Sdo José (Figuras
3,4,5¢6).

No experimento I, tanto as analises em branquias, como em glandula digestiva de ostras C.
rhizophorae, apresentaram maiores valores da atividade da enzima CAT no local SJ1 em relagdo aos
outros trés locais (Figura 3). Além disso, no mesmo experimento, foi observada atividade decrescente
desta enzima a medida que os locais de coleta se afastavam da desembocadura do Rio Bucheler. Este
padrdo de resposta foi bastante semelhante ao padrdo observado para as analises de marcadores de
esgoto analisados em agua, ex.: coliformes fecais, ¢ em ostras, ex.: LABs. Tal similaridade nos
padrdes foi confirmada por uma forte correlacao positiva da atividade da CAT em ambos os 6rgdos
analisados, com a média dos valores do marcador da presenca de esgoto doméstico, coliformes fecais,
analisados na agua para os diferentes locais (r=0,981 e r=0,976, para branquia ¢ glandula digestiva,
respectivamente; Figura 4). Os biomarcadores GST, G6PDH e GR nfo apresentaram diferencas
estatisticas entre os locais analisados no experimento I (Figura 3), ou correlagdo significativa com

coliformes fecais em agua (dados nao mostrados), tanto para branquia, quanto para glandula digestiva.
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Figura 3. Experimento I: Atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH), glutationa redutase (GR) em branquias e glandula digestiva de C. rhizophorae
mantidas nos locais de exposi¢do durante o experimento de inverno. SJ1 indica o local mais proximo ao Rio
Bucheler (poluido) enquanto SJ4 indica o local mais afastado (referéncia). Letras iguais indicam auséncia de
diferenca estatistica entre os locais (p>0,05; n=6-10).
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Figura 4. Experimento I: Correlagdo entre as médias de atividade da catalase em branquias (A) e glandulas
digestivas (B) de C. rhizophorae com as médias de coliformes fecais (CF) obtidas nos locais de coleta. * indica
correlagdo significativa (coeficiente de correlagdo de Pearson; p<0,05). Os dados foram transformados
logaritmamente para obtencdo de um melhor ajuste linear dos dados.
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Assim como no experimento I, no experimento II foi observada uma maior atividade da CAT
na branquia e na glandula digestiva das ostras expostas por duas semanas no local SJ1 (contaminado),
do que as mantidas no local SJ4 (referéncia) (Figura 5). As atividades da GST e GR das ostras
expostas em SJ1 e SJ4 ndo apresentaram diferengas significativas. Porém foi observada uma tendéncia
de menor atividade da GST em glandula digestiva de ostras do local SJ1, em relagdo ao local SJ4.
Diferentemente do observado no experimento I, no experimento Il foi observada uma maior atividade
da enzima G6PDH em branquias de ostras do local SJ1, em relacdo a SJ4 (Figura 5).

No experimento II foi analisada a resposta temporal da atividade da CAT em branquia das
ostras mantidas nos locais SJ1 e SJ4 (Figura 6). Apos 24h de exposi¢cdo, nenhuma alteragdo na
atividade da CAT foi observada nos animais de ambos locais, o que sugere que este tempo de
exposicao ndo ¢é suficiente para evidenciar respostas para o esgoto doméstico em campo utilizando este
biomarcador bioquimico. Porém, apds 48 horas de exposi¢ao foi observado uma maior atividade da

CAT nos animais do local contaminado, que se manteve até 2 semanas (Figura 6).
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Figura 5. Experimento II: Atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) e glutationa redutase (GR) em branquias e glandula digestiva de C. rhizophorae
mantidas nos locais SJ1 (contaminado) e SJ4 (referéncia) por 2 semanas. * indica diferenca estatistica entre SJ1
e SJ4 (p<0,05). A atividade enzimatica da CAT esta expressa com U / mg de proteina, enquanto GST, G6PDH e
GR estdo expressas como mU / mg de proteina.
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Figura 6. Experimento II: Analise temporal da atividade da enzima catalase (CAT) em branquias de C.
rhizophorae mantidas nos locais SJ1 (poluido) e SJ4 (referéncia) por 24 h, 48 h, 1 semana e 2 semanas. * indica
diferenga estatistica entre os locais (p<0,05).

Portanto, os resultados obtidos nos experimentos I e II indicam que o biomarcador
bioquimico em C. rhizophorae que melhor indicou a presenga de contaminagdo por esgoto

doméstico no ambiente ou em ostras, foi a atividade da enzima CAT.

6.4.4. Identificacdo de novos genes biomarcadores de esgoto doméstico in situ utilizando a
técnica de SSH

A fim de identificar possiveis genes biomarcadores moleculares de esgoto doméstico em
ostras C. rhizophorae, foi utilizada a técnica de hibridiza¢ao subtrativa supressiva comparando-se as
populagoes de RNAm de ostras mantidas no local contaminado (SJ1) com ostras mantidas no local
referéncia (SJ4). Amostras do experimento II foram utilizadas para as subtra¢des, uma vez que neste
experimento foram coletadas amostras em diferentes tempos de exposi¢do (24 h, 48 h, 1 semana e 2
semanas), o que possibilitaria uma analise posterior das respostas de expressao temporal para 0os novos
genes identificados. Ao todo, foram realizadas duas subtragdes, ambas comparando ostras coletadas no
local SJ1 com o SJ4 do experimento II, porém com algumas diferengas, que foram sumarizadas na
Tabela 8. Os produtos de cDNA ndo-subtraidos, obtidos nas subtragdes 1 e 2, foram clonados. O

nimero de coldnias de bactérias contendo os insertos dos produtos das subtracdes, que tiveram
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plasmidios purificados e submetidos ao sequenciamento, ¢ nimero de sequéncias validas obtidas apos

o0 sequenciamento pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8. Caracteristicas e resultados obtidos nas duas hibridiza¢des subtrativas supressivas realizadas em C.
rhizophorae.

subtracéo 1 subtracéo 2
orgdo analisado branquia gland. dig.
tempo de exposi¢do em campo 14 dias 24 hs
locais comparados SJ1 x SJ4 SJ1 x SJ4
RNAm inicial 1 ug 2ug
duracdo da segunda hibridizacao 8 hs 6 hs
total de clones sequenciados 227 96
numero de sequéncias validas obtidas 119 87
contigs formados 17 16
Singletons 22 15
total de sequéncias submetidas a BLAST 39 31
total de sequéncias sem match 19 15
sequéncias com match significativo 20 16

Aproximadamente 50% das sequéncias submetidas a tBLASTx (36 sequéncias), apresentaram
similaridade para sequéncias previamente depositadas no GenBank. Dentre estas, foi possivel
identificar fungdes putativas para 32 novos genes em C. rhizophorae. Além destes, foi identificada
uma sequéncia mitocondrial na subtracdo 1 (28 % do total de clones) e um gene mitocondrial de RNA
ribossomal 7/6S em ambas as subtracdes (previamente identificado em C. rhizophorae). Os genes
identificados nas duas subtragdes e anotados de forma preliminar utilizando-se a ferramenta tBLASTx
do NCBI, foram agrupados segundo suas fungdes nas Tabelas 9 e 10.

Na subtracdo 1 foi identificado um contig de 1141 pb com uma alta similaridade ao gene
anotado no GenBank como desidrogenase de cadeia curta (SDR), contendo a janela de leitura
completa de 780 pb. Foi observada uma alta similaridade para varias espécies de vertebrados e
invertebrados, porém nao foi observada nenhuma sequéncia de molusco bivalve similar anotada no
GenBank. Apesar disso sequéncias muito similares, porém ndo anotadas, foram encontradas em
bancos de ESTs de C. gigas e C. virginica (dados ndo mostrados).

Uma sequéncia similar a um gene de C. gigas anotado no GenBank como cavortina foi

encontrado (Tabela 9). Porém, tal sequéncia também mostrou similaridade semelhante, ou superior, a



46

genes de moluscos bivalves que receberam outras denominagdes, ex.: precursor de dominina em C.
virginica (AB269930; identidade 98%; e-value 3e-62); superoxide dismutase em C. gigas (DQ010420;
identidade 90%; e-value 2e-40); superoxide dismutase extracelular em Saccostrea glomerata
(FJ626709; identidade de 85%; e-value de 6e-36) e precursor de pernina em Perna canaliculus
(AF273766; identidade de 50%, 7e-11) (dados ndo mostrados). Dentre os genes estruturais do
citoesqueleto, foram encontradas duas sequéncias similares a tubulina alfa e duas sequéncias similares

a tubulina beta.

Tabela 9. Genes identificados como induzidos nas branquias de C. rhizophorae expostas a efluentes contendo
esgoto doméstico (Subtracdo 1). Populagdes de cDNA de ostras do local poluido (SJ1) foram hibridizados com
cDNA de ostras do local referéncia (sentido forward) que haviam sido mantidas por duas semanas nestes locais.

. ~ - I . BLASTe- tamanho da namero de

classificagéo preliminar gene similar (espécie - acesso ) L .
value sequéncia (pb) sequéncias

oxido-redutase (4 %)
desidrogenase de cadeia curta Aedes aegypti - XM 001657538 4E-86 1141 3
ligantes de metais (6,7 %)
ferritina Crassostrea gigas - CAD91440 4E-70 701 4
cavortina Crassostrea gigas - AY 551094 6E-43 400
estrutura e citoesqueleto (14,7%)
tubulina alfa Equus caballus - XP_001496291.2 4E-90 677 2
tubulin alfa Hyriopsis cumingii - EF492566 2E-16 517 2
tubulina beta Crassostrea ariakensis - DQ437571 2E-24 889 3
tubulina beta Saccostrea kegaki - BAG55008 SE-55 542 3
actina Crassostrea virginica - X75894 4E-76 392 1
cadeia respiratoria (6,7%)
NADH desidrogenase subunidade 2 Crassostrea virginica - YP_254654 3E-11 1022 1
citocromo b Crassostrea virginica - YP_254651 SE-19 488 2
citocromo oxidase ¢ subunidade 11 Crassostrea virginica - YP_254652 2E-18 737 2
proteinas e RNA ribossomais (40 %)
proteina ribossomal 117 Haliotis discus discus - ABO26685 1E-30 898 1
proteina ribossomal 40S Novocrania anomala - ACD65103 4E-47 421 1
proteina ribossomal rpll3 Lineus viridis - ABZ04227 SE-25 407 1
proteina ribossomal L7 Crassostrea gigas - AJ557884 1E-58 286 1
proteina ribossomal L19 Crassostrea gigas - AJ563476 8E-41 384 4
proteina ribossomal rpl36 Arenicola marina - EU124985 2E-23 242 1
proteina ribossomal 60S Bombyx mori - AM260708 1E-16 365 6
RNA ribossomal 16S Crassostrea rhizophorae - DQ839415  7E-104 952 15

desconhecido (28 %)
mitocdndria, genoma completo Crassostrea virginica - AY905542 4E-76 757 21
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Tabela 10. Genes identificados como induzidos na glandula digestiva de C. rhizophorae expostas a efluentes
contendo esgoto doméstico (Subtragdo 2). Populagdes de cDNA de ostras do local poluido (SJ1) foram
hibridizados com cDNA de ostras do local referéncia (sentido forward) que haviam sido mantidas por 24 horas
nestes locais.

tamanho da

. . L o - BLAST A n. de
classificacdo preliminar gene similar (espécie - acesso) sequéncia .
e-value sequencilas
(pb)
oxido-redutase (4,8%)
citocromo P450 familia 4 (CYP4BK1) Cyphoma gibbosum - EU546252 4E-61 705 3
ligantes de metais (1,6 %)
ferritina Crassostrea gigas - AY321299 1E-56 516 1
transporte (1,6 %)
carreadora de soluto mitocondrial (SLC25A38) Mus musculus - NM_ 144793 1E-22 301 1
diferenciacdo celular e resposta imune (30,6 %)
timosina beta-4 (TMSB4) Pan troglodytes - AY462140 6E-16 584 19
cadeia respiratéria (17,7 %)
ATP sintase mitocondrial, cadeia delta Tetraodon nigroviridis - EF103388 4E-42 566 5
citocromo ¢ oxidase, subunidade I Crassostrea virginica - AAW69394 4E-83 777 1
citocromo c¢ oxidase, subunidade I Crassostrea virginica - AW69394 1E-64 812 1
citocromo ¢ oxidase, subunidade 11 Crassostrea virginica - AAW69395 1E-71 779 2
NADH desidrogenase, subunidade 4 Crassostrea virginica - AAW69400 SE-103 759 1
NADH desidrogenase, subunidade 5 Crassostrea virginica - AAW69401 2E-38 461 1
proteinas e RNA ribossomais (37,1 %)
proteina ribosomal S27 Crassostrea gigas - AB199896 7TE-62 517 14
proteina ribosomal S11 Crassostrea gigas - AJ563454 6E-33 188 1
RNA ribosomal 16S; mitocondrial Crassostrea rhizophorae - DQ839415 7E-99 745 8
fator de elongagéo (4,8 %)
fator de elongagao 1 alfa (EF1-alpha) Epichloe festucae - AB122066 1E-63 542 1
fator de elongac¢do 1 gama (EF1-gama) Tribolium castaneum - XM_001809706 6E-47 370 2
funcéo desconhecida (1,6%)
camada exterior da membrana vitelinica (VMO-I) Gallus gallus - D26093 6E-20 653 1

Genes de proteinas ligantes a metais foram mais abundantes na subtracdo 1 (6,7 %) do que na
subtracao 2 (1,6 %) e foram representadas pela presenca do gene da ferritina em ambas subtragdes, e
cavortina apenas na primeira subtragdo. Genes de proteinas do citoesqueleto (actinas e tubulinas)
foram mais abundantes na subtracdo 1 (14%), enquanto o gene de uma proteina relacionada a
diferenciagdo celular (timosina beta-4) foi mais abundante na subtragdo 2 (31%). Genes de proteinas
da cadeia respiratdria foram observados nas duas subtragdes, porém com maior representatividade na
segunda subtra¢do (18 %) do que na primeira (7%) (Figura 7). Interessantemente, componentes

distintos deste sistema foram observados nas duas subtrac¢des (Tabelas 9 e 10).
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4% 2% 1% 1%

B oxido-redutase

Mligantes demetais

M estrutura e citoesqueleto

M transporte transmembrana

B diferenciacio celular

B fator de elongacio

¥ cadeia respiratoria

Hprotemas e RNA ribossomais
funcio desconhecida

5%

Figura 7. Proporcdo dos genes identificados nas duas subtragdes em ostras C. rhizophorae agrupados segundo
suas possiveis fungoes. Para maiores informacgdes relativas as diferencas das subtragdes 1 e 2 vide Tabela 8.

Os genes mais abundantes tanto na subtracdo 1, como na subtragdo 2, foram os genes que
codificam proteinas ribossomais ¢ RNA ribossomal /6S. Estes genes foram colocados no mesmo
grupo, pois ambos fazem parte da maquinaria celular de tradugdo. Apesar da porcentagem de
ocorréncia ser bastante similar para este grupo nas subtragdes 1 e 2 (40 % e 37 %, respectivamente),
genes de proteinas distintas foram identificados nas duas subtragdes (ex.: 60S e L19 na primeira; S27 e
S11 na segunda). Vérios genes de fungdo desconhecida foram observados na subtragdo 1, e
representados por 21 copias de uma sequéncia similar a uma parte do genoma mitocondrial de C.

virginica (Tabela 9).

6.4.5. Identificagdo de novos genes biomarcadores em C. rhizophorae por PCR

Além da biblioteca subtrativa, foram utilizadas outras estratégias baseadas na técnica de PCR
para a identificagdo de novos genes potencias biomarcadores de contaminagdo aquatica em C.
rhizophorae. A primeira foi a utilizagdo de iniciadores para amplificagdo génica através da técnica de
PCR desenhados, a priori, para sequéncias especificas da ostra C. gigas e obtidas a partir de um
experimento prévio que identificou genes induzidos em ostras expostas ao esgoto doméstico em
laboratério (MEDEIROS, 2008). A segunda estratégia compreendeu a utilizagdo de iniciadores

degenerados para amplifica¢do do gene da CAT em C. rhizophorae. Este gene foi escolhido com base
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nos resultados de biomarcadores bioquimicos obtidos na segdo 5.4.3. (pagina 40), que mostram que
esta enzima apresentou uma boa correlagdo com a contaminagao por esgoto doméstico.

A identidade dos fragmentos dos genes MXR (399 bp), CAT (475 bp) e ACT (346 bp)
amplificados por PCR em cDNA de C. rhizophorae foram confirmadas por BLAST no GenBank. Os
fragmentos de CYP35641 e GSTO nao puderam ser identificados devido a problemas na ligacao deste
fragmento com o vetor de clonagem, ou possivelmente devido ao pequeno numero de copias dos
fragmentos amplificados. Ao contrario dos outros genes amplificados por PCR, CYP356A41 e GSTO
apresentaram bandas eletroforéticas bastante fracas e um niimero muito pequeno de colénias positivas
transformadas. Nao foram obtidos produtos de PCR com tamanho esperado para os genes FABP ou

ALAS.
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Figura 8. Sequéncia traduzida dos fragmentos clonados de MXR (A) e CAT (B) em C. rhizophorae (cr) e
alinhamento destes fragmentos com sequéncias de ostra-do-pacifico (C. gigas; cg), mosca (Drosophila
mojavensis; dm) e Humano (hs).
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Sequéncias de MXR, CAT e ACT obtidas pra C. rhizophorae foram traduzidas para sequéncias
de aminodcido e alinhadas com sequéncias das proteinas MDR (ou MXR), CAT (Figura 8) e ACT
(ndo mostrado) de ostra C. gigas, mosca ¢ humano. O alinhamento é mostrado na Figura 8. A

identidade obtida a partir do alinhamento destas sequéncias ¢ mostrada na Tabela 11.

Tabela 11. Porcentagem de identidade entre as sequéncias proteicas de MXR, CAT e ACT traduzidas dos
fragmentos de PCR amplificados em C. rhizophorae (cr) com sequéncias traduzidas de C. gigas (cg), Drosophila
mojavensis (dm) e Humano (hs).

cg dm hs
cr CAT 77% 75% 73%
cr MXR 98% 39% 64%
cr ACT 98% 96% 97%

6.4.6. Andlise quantitativa de expressdo génica de CAT, MDR, ferritina e cavortina

A analise quantitativa da expressdo de alguns dos genes identificados em C. rhizophorae foi
avaliada em amostras de ostra do experimento II por PCR em tempo real. As analises para a expressao
dos genes catalase (CAT), desidrogenase de cadeia curta (SDR), ferritina e cavortina em branquias de
ostras mantidas por 24 h, 48 h e 2 semanas nos locais de estudo SJ1 e SJ4, sdo mostrados na Figura 9.
Nao foram observadas diferengas de expressao génica quando os grupos dos locais SJ1 e SJ4 foram
comparados entre si (poluido e referéncia, respectivamente), em nenhum dos tempos de exposigao.
Porém, pode-se observar um aumento da expressdo da CAT em ostras expostas por 2 semanas no local

poluido, em relagdo as ostras mantidas no local referéncia por 24 h.
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Figura 9. Expressdo dos genes da catalase, desidrogenase de cadeia curta (SDR), ferritina e carvotina em
amostras de branquia de C. rhizophorae transplantadas para um local poluido por esgoto doméstico (SJ 1) ou um
local nédo poluido (SJ 4) onde foram mantidas por 1, 2 e 14 dias. Nao foram encontradas diferengas estatisticas
entre os locais referéncia ¢ poluido em um dado periodo de exposigdo. # indica diferenga estatistica em relagdo
ao tempo de 24 h para um dado local (n=5 por grupo, Anova-Tukey post-hoc, p<0,05, média + desvio padrio;
n=4-5).
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6.5. DISCUSSAO

Ostras pertencem ao grupo Lofotrocozoa, que inclui moluscos e uma grande diversidade de
outros grupos de invertebrados (ex.: sipuncula e anelideos). Revisdes recentes da arvore filogenética
em metazoa utilizando ferramentas moleculares sugerem uma separacdo dos moluscos em um grupo
monofilético irmdo a um clado que inclui anelida, sipuncula, equiura, nemertina, foronida e
braquiopoda (DUNN et al., 2008). Diferentemente de varios grupos de vertebrados e alguns grupos de
invertebrados, que possuem espécies modelo com o genoma sequenciado completamente, bivalves sdo
relativamente pouco estudados do ponto de vista genético (SAAVEDRA; BACHERE, 2006; JENNY
et al., 2008). Portanto, a identificacdo e caracterizacdo da expressdo de novos genes em ostras, assim
como em outros bivalves, representam um importante passo para uma melhor compreensdo das
respostas bioldgicas neste grupo de organismos, tdo importantes do ponto de vista econdmico, social e
ambiental (SAAVEDRA; BACHERE, 2006).

No presente estudo, foram identificados novos genes na ostra-do-mangue C. rhizophorae, uma
espécie que ocorre amplamente na costa Atlantica da América do Sul, incluindo grande parte da costa
brasileira (BOFFI, 1979). Trata-se de uma espécie que serve como fonte de alimento e sustento de
populagoes humanas (CARRANZA; DEFFEO; BECK, 2009), mas que também pode ocorrer em
regides estuarinas poluidas (DA SILVA et al., 2005), e portanto, se apresenta como um potencial
modelo de molusco bivalve a ser caracterizado biologicamente ao nivel molecular. Apesar da notavel
importancia desta espécie de ostra, muito pouco se sabe a respeito de sequéncias génicas nesta espécie.
Em uma busca no GenBank, foram encontradas apenas 18 sequéncias para C. rhizophorae, sendo 10
delas, anotadas como RNA ribossomal /6S ou proteina ribossomal (busca realizada no GenBank em
21/07/2009).

Os novos genes foram identificados em um estudo de campo, planejado com o intuito de
transplantar ostras para um ambiente que sofre o impacto do langamento de esgoto doméstico, e
monitorar parametros bidticos e abidticos do ambiente em que as ostras foram mantidas. O esgoto
doméstico ¢ considerado uma das principais fontes de poluicdo marinha e estuarina no Brasil, uma vez
que poucas cidades litoraneas brasileiras possuem coleta, tratamento e descarte adequados (MARTINS

et al., 2008). Parametros fisicos, quimicos ¢ microbiologicos da agua, e quimicos e bioquimicos das
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ostras, foram monitorados em conjunto com técnicas de biologia molecular. Em suma, a identificagdo
destes novos genes podera servir para futuros programas de biomonitoramento da contaminagdo
ambiental aquatica por esgoto doméstico, mas principalmente estd aumentando o conhecimento basico
requerido, e ainda escasso na literatura cientifica, para o estudo de respostas toxicoldgicas e

mecanisticas de defesa para situagdes de estresse em moluscos bivalves.

6.5.1. Monitoramento dos parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos nos locais de estudo

Analises de coliformes e de parametros fisicos e quimicos que geralmente sdo alterados pelo
despejo de efluentes domésticos, assim como analises de contaminantes quimicos nas ostras, sugerem
a presenca de um gradiente de concentragdo de esgoto doméstico nos locais de estudo. Tal gradiente é
marcado por maiores valores na desembocadura do Rio Bucheler (local escolhido como contaminado),
e diminui¢do gradual da contaminagdo por esgoto em direcao as proximidades da Pedra da Tipitingas
(local escolhido como referéncia), o que possivelmente ocorre pela diluicdo deste esgoto a medida que
os locais de estudo estdo localizados mais afastados da principal fonte de contaminagao.

Bactérias fecais sdo utilizadas em muitos paises como ferramentas no monitoramento e
servem como indicativo da presenca de patdgenos na agua. Os coliformes fecais tém como principal
origem fezes de mamiferos e aves (SAVICHTCHEVA; OKABE, 2007). No Brasil, 6gdos ambientais
(ex.: Resolugdo Conama N° 357/2005; CONAMA, 2005) utilizam esse pardmetro como base para
avaliacdo da viabilidade de cultivo de organismos aquaticos e balneabilidade e qualidade das aguas.
Apesar disso, algumas limitagcdes deste método incluem a vida curta destes microorganismos em
ambiente aquatico, variagdo na taxa de mortalidade para parametros (ex.: radiacdo, salinidade e
temperatura), origem nao-fecal em alguns casos, e baixa sensibilidade dos métodos de detecgdo
convencionais (HUGHES, 2003; SAVICHTCHEVA; OKABE, 2007). Portanto, a comparagdo dos
niveis de coliformes medidos no presente trabalho, com niveis apresentados na literatura se torna
dificil, e com pouco significado analitico. Porém, mesmo assim os niveis encontrados, principalmente
para o local SJ1, estdo bastante acima dos niveis considerados altos pela Resolu¢do Conama N°
357/2005 para dgua marinha, o que sugere fortemente a presenca de altas concentragdes de esgoto

doméstico neste local.



54

Outros parametros fisicos e quimicos analisados na agua, também sugerem a presenga de
contaminacdo por esgoto doméstico no local SJ1, como por exemplo, niveis mais altos de turbidez,
amonia, nitrito e fosfato. De forma geral, a turbidez presente nos efluentes nao-tratados ¢ representada
por material em suspensao provenientes da desintegracdo de fezes, papel, cascas de alimentos, e outros
solidos em suspensdo coloidal (ARANA, 2004). Grande parte do material fecal presente na forma
particulada é representada por polissacarideos de origem vegetal ndo digeridos pelo homem (ARANA,
2004). Os niveis de amdnia, nitrato e fosfato também foram mais altos nesse local. A principal fonte
de aménia no esgoto doméstico provém da rapida hidrolizagdo da uréia por microorganismos, uma vez
que aproximadamente 75 % do nitrogénio que ¢ excretado pelo ser humano estd presente nesta forma
(ARANA, 2004). A amdnia, por sua vez, € convertida a nitrato por oxidag@o bacteriana (com consumo
de oxigénio), o que explica as maiores concentragdes encontadas deste nutriente. A oxidacdo da
amonia e de carboidratos sdo os principais responsaveis pelo consumo de oxigénio em aguas
superficiais (ARANA, 2004), o que corrobora a maior demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e
menor concentragdo de oxigénio dissolvido na agua, observadas no local SJ1.

As analises quimicas de alquilbenzenos lineares (LABs) em C. rhizophorae mostraram niveis
distintos para os diferentes locais em que as ostras foram expostas, com maiores valores no local SJ1,
e diminui¢do destes valores a medida que a localizacdo das mini-balsas estava mais afastada deste
local. Os LABs s8o moléculas organicas utilizadas na producdo industrial dos detergentes comerciais
alquilbenzenos sulfonatos (LASs), e também podem ser formados como produtos da degradagdo
destes LASs (PENTEADO; SEOUD; CARVALHO, 2006). Existe um crescente interesse no uso
destes compostos como marcador molecular da presenca de esgoto doméstico (TSUTSUMI et al.,
2002; PENTEADO; SEOUD; CARVALHO, 2006; MARTINS et al., 2008;) uma vez que os LABs
indicam exclusivamente a presenga de esgoto doméstico, ¢ ndo de outros tipos de efluentes (ex.:
industrial de processamento de comida e de industria de papel) (JARDE; MANSUY; FAURE, 2005).
Além disso, LABs possuem um carater hidrofébico, e sdo mais resistentes a degrada¢do microbiana do
que os LASs, sendo portanto, mais comuns no ambiente aquatico e bioacumulados em moluscos
bivalves (TSUTSUMI et al., 2002; ISOBE et al., 2007). Apesar de ndo haver estudos que mostrem

algum efeito adverso em moluscos, ou qualquer outro animal, causados por LABs, a deteccdo de
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LABs em ostra indica ndo apenas um gradiente da presenga de esgoto doméstico no presente estudo
(corroborando os outros pardmetros analisados em agua), como também sugere que estes animais
acumularam substincias presentes no ambiente durante o periodo experimental. Em situagdes de
estresse, moluscos bivalves podem impedir a entrada de contaminantes pelo fechamento das valvas e
manutencdo de suas atividades vitais por metabolismo anaerobico (MOHAN et al., 1987), o que
aparentemente nao ocorreu no presente experimento. Esse € o primeiro estudo a utilizar a analise de
LABs como marcadores da presenga de esgoto doméstico em ostras C. rhizophorae, e poderdo servir
como importantes ferramentas para o monitoramento ambiental, como metodologia complementar as
analises convencionais de monitoramento de esgoto doméstico na costa brasileira (ex.: coliformes
fecais).

Analise quimicas de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), bifenilas policlorados
(PCBs), pesticidas organoclorados (OCs) e metais, realizadas nas ostras C. rhizophorae, sugerem que
os niveis encontrados nas amostras ndo foram suficientes para classificagdo da area como de média ou
alta poluigcdo para estes compostos, se comparados a analises similares realizadas em outros estudos
para PAHs (BAUMARD et al., 1998), PCBs (BENOLIEL, 1986), OCs (TANIGUCHI, 1995; USEPA,
1997) e metais (ISLA, 2000) em bivalves. Concentragdes detectaveis (acima do limite de deteccdo)
foram observadas para os contaminantes organicos especificos, como para os PAHs metilfenantreno
(15,1 e 7,4 ng / g), fluoranteno (3,2 ¢ 4.8 ng / g), pireno (4,6 ¢ 4,1 ng / g), criseno (16,9 ng / g ¢
<LDM); os PCBs PCB114 (1,7 ng / g e <LDM), PCB153 (1,35 ng / g e <LDM), PCB138 (<LDM ¢
1,3 ng/ g); e os OCs DDE (4,8 ng / g e 5,15) e DDD (2,8 ¢ 2,5 ng / g), apenas para o local SJ1 nos
experimentos I e II respectivamente. Aldrin (2,21 ng / g) foi detectado no local SJ2 no experimento I,
mas esteve abaixo do limite de detec¢do do método para os outros locais. Porém, ¢ pouco provavel que
estes contaminantes, nas concentragdes em que foram encontrados no local SJ1 ou SJ2, causem algum
efeito nos biomarcadores bioquimicos e moleculares avaliados em bivalves no presente estudo, devido
as suas baixas concentragoes.

Resultados semelhantes, com baixas concentragdes para metais, PCBs, OCs ¢ PAHs, ¢ altos
valores de turbidez ¢ amonia, sdo comuns em esgotos de outras regides do Brasil (ABESSA et al.,

2005). Novas substancias presentes nos efluentes municipais vém sendo consideradas “contaminantes
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emergentes”. Dentre estas, estdo medicamentos, produtos de cuidado pessoal (PPCPs) e
desreguladores enddcrinos (EDCs) que vem recebendo atengdo quanto a regulamentacdo de seu
descarte no ambiente (ex.: hidroxianisolo de butirato, bisfenol-A, ftalato, triclosan, nonilfenol, estrona,
estradiol e etinilestradiol) (BOLONG et al., 2009). A presenga de contaminantes emergentes na regiao
do presente estudo em niveis suficientes para causar efeitos adversos na biota aquatica, ndo pode ser
descartada.

Nao foram observadas diferencas importantes nos parametros abidticos nao relacionados
diretamente ao esgoto doméstico, como salinidade, temperatura, pH e clorofila entre os locais. Tal
auséncia de variagdo nestes parametros apresentou-se como uma caracteristica vantajosa para o
modelo experimental de campo utilizado, que teve como pressuposto a avaliagdo de respostas de
biomarcadores bioquimicos ¢ moleculares para o esgoto doméstico com o minimo de influéncia de
fatores abidticos ndo-relacionados diretamente ao esgoto. Estudos sugerem que fatores abidticos,
como disponibilidade de alimento, salinidade e temperatura podem influenciar tanto nas respostas
bioquimicas de bivalves, como na biodisponibilidade de contaminantes no ambiente aquatico
(POWER; SHEEHAN, 1999; DA SILVA et al., 2005; PFEIFER; SCHIEDEK; DIPPNER, 2005;
ALMEIDA et al., 2007; LIMA et al., 2007). Outro cuidado tomado no presente estudo foi a utilizagao
de um desenho experimental com transplante das ostras da mesma populagdo (mesmo lote no cultivo
do LMM, no caso), ao invés de coletas de animais do proprio ambiente. Tal estratégia vem sendo
recomendada em varios estudos (ex.: BOCCHETTI et al., 2008, GORBI et al., 2008) a fim de
minimizar possiveis diferengas em pardmetros biodticos, como por exemplo, diferencas genéticas
populacionais, estagio reprodutivo, que poderiam afetar as respostas dos biomarcadores

(LIVINGSTONE, 1984).

6.5.2.Avaliacdo do uso de biomarcadores de esgoto doméstico em C. rhizophorae

Apesar das dificuldades encontradas no uso e interpretacdo das respostas de biomarcadores
bioquimicos em bivalves, no presente estudo foram encontradas respostas significativas na atividade
da enzima catalase (CAT) em um experimento de transplante de ostras C. rhizophorae para um local

contaminado por esgoto doméstico. Tais respostas foram observadas tanto no experimento I (gradiente
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de contamina¢do), como no experimento Il (diferentes tempos de exposi¢do), e tanto em branquia
quanto em glandula digestiva.

A enzima CAT ¢ considerada, juntamente com as enzimas superoxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx), como as principais enzimas antioxidantes celulares, e possui uma alta
atividade catalitica em bivalves (ALMEIDA et al., 2007). Tais defesas tendem a aumentar frente a
exposicdo a contaminantes, a fim de proteger os organismos contra uma possivel situacdo de estresse
oxidativo. CAT ¢ uma enzima oxidoredutase que hidroliza peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(2H,0, — 2H,0+0,), removendo entdo a toxicidade do peroxido (JO; CHOI; CHOI, 2008).

Em bivalves, a CAT ¢ frequentemente utilizada em estudos ecotoxicoldgicos, e o aumento de
sua atividade ¢ associado com a exposi¢do a varios contaminantes, como esgoto ndo tratado
(BERGAYOU et al., 2009), pesticidas (ALVES et al., 2002), locais contaminados por efluentes
urbanos (TORRES et al., 2002), hormémios e contaminantes desreguladores endocrinos (CANESI et
al., 2008) e farmacos (benzafibrato e gemfibrozil; CANESI et al., 2007). Por outro lado, pouca ou
nenhuma resposta desta enzima foram observados em animais expostos a PAHs (FROUIN et al., 2007;
PICHAUD et al., 2008) e 6leo diesel (DA SILVA et al., 2005).

Em complementagdo aos métodos utilizados para medi¢do da atividade da CAT, seria também
interessante utilizar outros métodos complementares de detecgdo da proteina CAT (ex.: Western Blot
ou protedmica), a fim de garantir que a atividade medida represente a atividade da enzima, e ndo uma
possivel atividade ndo-especifica para o H,0,. Por exemplo, estudos sugerem que invertebrados
(poliquetos) produzem muco com atividade CAT-like inclusive maior do que a medida no tecido deste
animal (MORAES et al., 2006). Estes autores sugerem que a atividade antioxidante de polissacarideos
presentes no muco, ¢ de bactérias que o colonizam, podem ter importante contribuicdo na atividade
cataldsica medida (MORAES et al., 2006). Apesar do presente estudo ndo ter avaliado a
abundancia/diversidade bacteriana em branquia e glandula digestiva de C. rhizophorae, € provavel que
a comunidade microbiana presente nestes orgdos (ou no muco) em ostras submetidas ao esgoto seja
diferenciada daquela observada em ostras que nao foram submetidas a estas condigdes. No presente
trabalho, uma carga muito maior de bactérias do grupo coliformes (tanto total quanto fecal) foi

observada na agua no local poluido, e uma forte correlacdo entre os coliformes fecais e a atividade
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CAT foi observada tanto em branquias como em glandulas digestivas. Estudos futuros poderdo
verificar a influéncia do muco e coldnias bacterianas na atividade catalasica medida em branquias e
glandulas digestivas de ostras, a fim de verificar tanto a especificidade deste método amplamente
utilizado para medicdo da atividade da CAT, bem como para a identificagdo de possiveis respostas
adaptativas das ostras para locais contaminados por esgoto doméstico.

Interessantemente, um estudo paralelo do nosso grupo de pesquisa, com analises de atividade
da enzima CAT em ostras de outra espécie (ostra do pacifico, C. gigas) ndo observaram nenhum
aumento na atividade desta enzima tanto no experimento I como no experimento II, para a mesma
regido de estudo (NUNES, 2008; ZANETTE et al., 2008). Tais estudos indicam uma possivel
diferenga entre estas espécies do mesmo gé€nero para a resposta ao esgoto doméstico. A importancia
biologica deste efeito espécie-especifico devera ser melhor investigada e podera auxiliar na
identificacdo de diferencas nos mecanismos de defesa ao estresse ambiental para essas duas espécies
de importancia econdmica e social.

Apesar das respostas enzimaticas da CAT terem aumentado para o local poluido, ndo foi
observado aumento ao nivel de expressao génica. Trabalhos anteriores mostram aumento na expressao
génica da CAT em organismos expostos a esgoto doméstico ndo tratado (CONTARDO-JARA;
WIEGAND, 2008) e ao cobre (JO; CHOI; CHOI, 2008). A auséncia de inducdo deste gene foi
observada nos animais expostos ao SJ1 e SJ4 por 24 h, 48 h e 2 semanas de exposicdo. Apesar de ndo
ter sido observada uma diferenga na expressdo deste gene nos animais de ambos locais, nos seus
respectivos periodos de exposi¢do, ¢ importante destacar que existe um aumento significativo da
expressdo da CAT se comparamos as ostras mantidas por 2 semanas no local poluido, com as ostras
mantidas no local referéncia por 24 h (Figura 9). Isto sugere que em termos bioldgicos, possivelmente,
haja um aumento nesta expressdo, mas que devido ao baixo nimero amostral ndo sdo observadas
alteracdes significativas.

Outra hipotese ¢ que a resposta regulatoria observada na atividade da CAT esteja associada a
outros processos, que nao a inducdo por regulagdo gé€nica. Um dos mecanismos conhecidos de
regulagdo pos-traducionais da atividade da CAT em células humanos e camundongos ¢ a fosforilagao

dos residuos de tirosina Y*' ¢ Y%, conferindo um aumento de até 5 vezes na atividade desta enzima
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(CAO; LENG; KUFE, 2003; RHEE et al., 2005). Tal fosforilacdo ¢ realizada pela familia Abelson
(ADbl) de tirosina quinases ndo-receptoras, que consiste de c-Abl e Arg. A fosforilacdo se da pela
interagio do motivo P?’FNP da CAT com o dimero c-Abl / Arg, e ¢ regulada pela concentragio
citosolica de H,0O,. Na sequéncia CAT identificada para C. rhizophorae foi constatada a presenca da
Tyr™' porém, o mesmo aminoacido ndo é observado na sequéncia de C. gigas. Estudos futuros
poderdo elucidar se esta diferenca nos sitios de fosforilacdo das CAT de C. rhizophorae e C. gigas
possuem alguma relagdo com as diferencas observadas na regulagdo da atividade da CAT para a
exposicao ao esgoto doméstico nestas duas espécies.

A atividade da enzima G6PDH aumentou nos animais mantidos no local poluido apenas em
branquia e apenas no experimento II. Tal enzima ¢ um importante componente da via das pentose-
fosfato, principal via de reciclagem de NADPH na célula. Estudos recentes mostram que a G6PDH
possui um papel critico no crescimento celular, particularmente, fornecendo NADPH necessario para a
manuten¢do do estado redox da célula. Um dos mecanismos recentemente descrito de regulagdo da
atividade desta enzima envolve a sua fosforilagdo reversivel. A atuacdo deste mecanismo foi
observada em gastropode (Ofala lacteal) em estado de dorméncia, ocasionando uma importante
estratégia para o favorecimento das defesas antioxidantes pelo aumento da produgdo de NADPH neste
estado (RAMNANAN; STOREY, 2006). O NADPH também ¢ uma importante coenzima utilizada na
transferéncia de elétrons para o sistema de biotransformagio de xenobioticos de fase-I citocromo P450
(CYP).

Nenhuma altera¢ao na resposta dos biomarcadores enzimaticos GR e GST foi observada. A
GR participa da redugdo de glutationa oxidada (GSSG) utilizando NADPH como doador de elétrons,
tendo importancia crucial na manutengdo dos baixos niveis de GSSG na célula, sendo uma importante
parte do sistema antioxidante celular (STOREY, 1996). Em moluscos bivalves, estudos sugerem que a
resposta da GR ¢é bastante sensivel para a poluigdo ambiental (BOCCHETTI et al., 2008; REGOLI;
PRINCIPATO, 1995).

A GST ¢ considerada uma enzima de biotransformagao de contaminantes organicos e também
uma enzima antioxidante. Estudos mostram uma correlagdo positiva da atividade da GST com a

concentracdo de PAHs, benzo[a]pirenos (CHEUNG et al., 2001), bem como com PCBs e¢ OCs



60

(CHEUNG et al., 2002), em tecidos de mexilhdoes. Wong e Lau (2003) também observaram maior
atividade da GST em mexilhdes Perna viridis provenientes de locais contaminados por poluigdo
associada a ocupagdo urbana e fluxo de embarcagdes, quando comparados com aqueles oriundos de
locais pouco povoados. Porém, o presente estudo sugere que o uso desta enzima como biomarcador
ambiental de esgoto doméstico ndo-tratado in situ, pode ter aplicagdo limitada. A caracteristica do
efluente em questdo, com possivel auséncia de niveis médios e altos de contaminantes metabolizados
por esta enzima, como por exemplo PAHs e metais, pode ser a principal causa da resposta distinta em

relag@o aos estudos que propde esta enzima como um sensivel biomarcador ambiental para a poluigéo.

6.5.3. Identificacdo de novos genes em C. rhizophorae com potencial aplicagdo para estudos
ecotoxicoldgicos

Duas bibliotecas subrativas identificaram genes com expressdo possivelmente induzida em
ostras expostas ao local poluido SJ1, em relacdo ao local referéncia SJ4. Foram utilizadas amostras
diferentes e particularidades técnicas, que resultaram na identificacdo de poucos genes repetidos nas
duas subtragdes (apenas ferritina e RNAr 76S). Dentre as caracteristicas distintas das bibliotecas 1 ¢ 2
estdo, respectivamente, os tempos de exposicdo das ostras em campo (2 semanas ¢ 24 hs), 6rgdos
utilizados (branquia e glandula digestiva), quantidade de RNAm inicial (1 ug e 2 ug) e duracdo da
segunda hibridiza¢ao utilizada na técnica de SSH (8 hs e 6 hs). TANGUY et al. (2008) também
observaram uma sobreposicdo de genes bastante baixa para duas bibliotecas subtrativas utilizando a
técnica de SSH utilizando o mexilhdo Mytilus edulis, e atribuiram isso a diferengas na expressido
génica de dois orgdos diferentes.

Foi possivel anotar putativamente um total de 34 sequéncias génicas em C. rhizophorae.
Algumas destas sequéncias foram anotadas pela primeira vez para o género Crassostrea (ex.: duas
novas tubulinas), e outras ainda ndo anotadas em bivalves (ex.: SDR, carreadora de soluto
mitocondrial, timosina beta-4, VMO-I).

Apesar de varios novos genes em C. rhizophorae serem identificados, e apontados como
potenciais biomarcadores no presente trabalho, as discussdes a respeito da regulagdo, fungdo e

importancia toxicologica destes genes em bivalves ainda ¢ de certa forma especulativa. A medida que
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a regulagdo destes genes e a funcdo das proteinas relacionadas em espécies de bivalves, forem melhor
caracterizadas na literatura, sera possivel inferir com maior precisdo sobre a real importancia bioldgica
destes novos genes e sua participagdo em mecanismos toxicologicos em bivalves.

Alguns genes tém sido identificados em bibliotecas subtrativas de bivalves. Dentre eles estao
genes relacionados a proteinas da cadeia de transporte de elétrons (ex.: citocromo c, subunidades da
NADH desidrogenase ¢ ATP sintase) e ribossomais, que foram encontrados em proporgdes
significativas nas subtracdes e sdo frequentemente encontrados em bibliotecas subtrativas de bivalves
independentemente do tipo de estresse ou desafio aplicado aos organismos (HUVET et al., 2004;
MEISTERTZHEIM et al., 2007; TANGUY et al., 2008; ZAPATA et al., 2009). Interessantemente, as
proteinas ribossomais e da cadeia de transporte de elétrons obtidos na subtragdo 1 e 2 foram distintas,
apesar de que o significado disso permanece para ser elucidado. O gene da ferritina nao foi tdo
frequente, mas também ¢ comumente encontrado em bibliotecas subtrativas. A func¢ao desta proteina é
classicamente associada a detoxificacdo, transporte e armazenamento do ferro, tendo um importante
papel na homeostase celular deste metal. Porém, outros papéis ndo-classicos sdo apontados para esta
proteina, como na proliferagdo celular e biomineralizagdo em bivalves (TANGUY et al., 2008). A
auséncia da inducdo da expressdo génica da ferritina, constatada pela analise de PCR em tempo real,
reforca a idéia de que este gene foi identificado como um “falso positivo” na subtracdo, e
possivelmente esse € também o caso de varios outros estudos que vem identificando este gene através
desta técnica.

Uma sequéncia contendo a janela de leitura completa para codificar uma proteina de 249
aminoacidos foi identificada na subtragdo 1, e anotada preliminarmente como uma proteina homoéloga
as proteinas da superfamilia das desidrogenase/redutase de cadeia curta (SDR). Membros desta
superfamilia sdo enzimas NAD(P)(H) dependentes que possuem importancia fisiologica no
metabolismo de hormonios esterdides, prostaglandinas, carboidratos e retindides, assim como no
metabolismo de xenobidticos, drogas e carcindgenos (ENDO et al., 2009). A sequéncia de SDR de C.
rhizophorae, ndo apresentou similaridade para nenhuma sequéncia de molusco bivalve anotada no
GeneBank. Porém foi encontrada uma EST do pectinideo japonés Mizuhopecten yessoensis

(GH735122) que apresentou uma sequéncia traduzida de 237 aminoacidos e indentidade de 58 %,
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sendo provavelmente, um gene homologo ao encontrado em C. rhizophorae. Também foi observada
uma alta identidade (54 %) com SDR de vertebrados, para Oryctolagus cuniculus (Coelho;
BABI18777), Bos taurus (bovino; AAI12879), Osmerus mordax (peixe; ACO09521), o que sugere que
a mesma proteina € bastante conservada no reino animal. Tais sequéncias de vertebrados sdo anotadas
no GenBank, como desidrogenase/redutase (familia SDR) membro 4 (SHRS4). Uma outra anotacao
para este mesmo gene ¢ sugerida por Persson et al., (2009), como SDR25C2, em uma iniciativa de
resolver problemas de nomenclatura frequentes para a superfamilia SDR. Segundo o sistema de
nomenclatura proposto por Persson et al. (2009), as SDRs possuem um total de 48 familias em
humanos, com mais de 70 membros.

De acordo com Endo et al. (2009) SHRS4 também ¢é frequentemente anotada para outros
organismos como carbonil redutase tetramica peroxisomal e possui especificidade para substratos que
incluem cetonas aromaticas, compostos alfa-dicarbonila e retindides (ENDO et al., 2009). Endo et al.
(2009) propdem que estas proteinas evoluiram em humanos devido a importincia relacionada a
hormonios esteroides (3-beta-hidroxiesterdide redutase), enquanto em mamiferos ndo-primatas maior
especificidade para atividade retindica. Em ostras, € em outros invertebrados, a fungdo desta proteina
ainda ndo ¢ conhecida, porém ¢ possivel que esteja envolvida no metabolismo de hormdnios
esteroides, acido retindico, ou xenobioticos (ndo abordados nos estudos citados), e portanto podem
apresentar importancia ainda ndo conhecida para estudos toxicologicos em moluscos bivalves, assim
como outros processos fisiologicos.

Uma sequéncia similar ao gene cavortina de C. gigas foi encontrado na subtragdo 1. Porém,
uma pesquisa mais apurada mostrou que sequéncias de bivalves com alta similaridade a esta também
estdo anotadas com outros nomes no GenBank, ex.: precursor de dominina em C. virginica
(AB269930); superoxido dismutase em C. gigas (DQ010420); superoxido dismutase extracelular em
Saccostrea glomerata (F1626709) e precursor de pernina em Perna canaliculus (AF273766). Apesar
destes genes term sido anotados com nomes diferentes, trabalhos publicados com algumas destas
sequéncias relatam caracteristicas semelhantes para as proteinas codificadas, como por exemplo,
serem as proteinas mais abundantes em hemolinfa de bivalves, possuirem pontes dissulfeto

intramoleculares e formarem grandes aglomerados protéicos com centenas de unidades (SCOTTI et
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al., 2001; GONZALEZ et al., 2005; SCOTTI; DEARING; GREENWOOD, 2007). Green et al. (2009),
apés uma comparagdo filogenética destas sequéncias sugere que cavortina e superéxido dismutase
extracelular sdo a mesma proteina. Da mesma forma, Green et al. (2009) constatam que outra
sequéncia do pectinideo Argopecten irradians (BAO et al., 2009), e pernina do mexilhdo Perna
canaliculus (SCOTTI et al., 2001), representam sequéncias homologas a essa proteina. Tanto no
trabalho de Green et al. (2009), como no presente estudo, foi adotado o nome cavortina para essa
proteina.

A alta similaridade da sequéncia de cavortina de C. rhizophorae com as cavortinas de outras
espécies, sugere que ela possivelmente possui sua funcdo conservada. Porém, a fungdo desta proteina
ainda ¢ discutida entre diferentes autores (GREEN et al., 2009). Gonzales et al. (2005) argumentam
que a cavortina estd envolvida na imunidade, uma vez que contém sitios de reconhecimento para
lipopolissacarideos (LPS), além de atividade SOD. Por outro lado, Scotti et al. (2001 e 2007) ndo
detectaram atividade SOD, e propdem que a fungao bioldgica desta proteina evoluiu para uma proteina
chaperona ligante de metais. Green et al. (2009), também sugerem que a mesma nao possui atividade
SOD. Apesar da auséncia de atividade SOD, ¢ bastante provavel que a cavortina tenha um importante
papel na resposta imune. O gene da cavortina ¢ quantitativamente mais expresso em populacdes de C.
gigas resistentes a mortalidade de verdo (HUVET et al., 2004), em C. virginica infectada com o
protozoario Perkinsus marinus (TANGUY et al., 2004) ¢ em pectinideos infectados com a bactéria
Vibrio anguillarum (BAO et al., 2009). Portanto, o possivel aumento na expressdo da cavortina,
observado em branquias de C. rhizophorae, pode representar um importante mecanismo de defesa
para a alta carga bacteriana presente no local contaminado por esgoto doméstico.

Uma sequéncia similar a proteina de camada externa da membrana vitelinica em ave (VMO-
I), foi encontrada na subtragdo realizada em glandula digestiva de ostra. Em aves, esta proteina esta
localizada na camada externa da membrana vitelinica do ovo, que por sua vez, difere da camada da
membrana interna em varios aspectos, ex.: morfologia, composi¢do quimica e origem. Aparentemente
estas proteinas ndo sdo importantes para manutencdo da estrutura fisica na membrana vitelinica.
Trabalhos sugerem que a VMO-I pode sintetizar polissacarideos (n=14, 15) a partir de hexasacarideo,

0 que representa atividade similar a transferase de lisozima, porém sem atividade de hidrélise. Além
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disso, existem semelhangas estruturais e funcionais (afinidade por ligar-se a células epiteliais) com a
proteina delta-endotoxina, subunidade II, de Bacillus thuringiensis, o que sugere origens evolutivas
semelhantes (SHIMIZU et al., 1994). Sequéncias similares vém sendo encontradas em outros grupos
de vertebrados, como por exemplo, mamiferos, peixes e anfibios, porém as funcdes desta proteina
nestes organismos permanecem para serem elucidadas. Em uma busca em bancos de ESTs de
moluscos, foram encontradas trés sequéncias com alto grau de similaridade em C.virginica (e-value de
0 a 6e"*!, dados ndo mostrados), obtida de uma biblioteca subtrativa feita a partir de amostras de
glandula digestiva, assim como no presente trabalho. Este é o primeiro estudo a mostrar a presenca de
um homologo da proteina VMO-I em uma espécie de molusco.

Uma proteina ainda sem registro para moluscos bivalves, e preliminarmente anotada no
presente estudo como SLC25A438-like, foi encontrada na subtragdo 2, como possivelmente induzida
pelo esgoto doméstico em glandula digestiva de C. rhizophorae. As proteinas mitocondriais
carreadoras de soluto (MCs) sdo proteinas de membrana responsaveis pelo transporte de metabolitos
através da membrana mitocondrial interna. Em humanos, as MCs s3o transcritas pelos genes da
familia SLC25 e possuem uma variedade de isoformas com diferentes especificidades para os
metabolitos que transportam (PALMIERI, 2004). Além da fungdo de transporte, algumas MCs tém
um importante papel na regulacdo e manuten¢do do equilibrio de potencial redox e de fosforilacao
entre o citosol e a matrix mitocondrial (PALMIERI, 2004). De acordo com Palmieri (2004) 23
membros desta familia foram caracterizados ao nivel funcional de um total de 29 sequéncias
conhecidas. Novos membros desta familia foram identificados em bibliotecas de ESTs (portanto nao
se tratam de pseudogenes) no genoma humano (HAITINA et al., 2006).

No presente trabalho foi identificada uma sequéncia SLC25438-like em C. rhizophorae. A
isoforma SLC25A38 foi recentemente descoberta e descrita em humanos (HAITINA et al., 2006) ¢
posteriormente identificada de forma putativa em outros vertebrados (GenBank). A fun¢do de
SLC25A38 em humanos ainda ¢ pouco conhecida, mas sua identidade com outras sequéncias ao nivel
de aminodacido sugere que ela ¢é relativamente diferente dos outros membras da familia SLC25 (23% e
27 %, em relacdo aos membros 25A1 e 25A30, respectivamente) e que possui um ortélogo em

levedura (33%) com os mesmos residuos na regido de reconhecimento de substrato (HAITINA et al.,
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2006). Recentemente, importantes fungdes fisiologicas em humanos tém sido associadas ao gene
SLC25A438, uma vez que mutagdes especificas levaram a incidéncia da doenca anemia sideroblastica
em humanos e foi demonstrado que a proteina SLC25A38 ¢ importante para a sintese de grupamentos
heme em eucariotos (GUERNSEY et al., 2009).

A sequéncia traduzida do fragmento de C. rhizophorae obtida no presente trabalho apresentou
53 % de identidade com a SLC25A38 humana, o que sugere uma possivel inser¢ao deste gene de ostra
na mesma familia SLC25A38 de humanos (a ser confirmado por andlises filogenéticas). Até onde se
sabe, ainda ndo foi descrita em moluscos a existéncia de proteinas SLC25, apesar da existéncia de
varias sequéncias de bivalves depositadas no GenBank com alto grau de similaridade com a sequéncia
SLC25A438-like. Possivelmente isso se deve ao fato da descoberta deste gene ter ocorrido muito
recententemente, mesmo em humanos. Em uma busca no GenBank utilizando a SLC25438-like de C.
rhizophorae foi encontrado pelo menos 14 ESTs que apresentaram altos valores de e-value (entre ¢
e e.zo) e identidade (90 %-54 %) com outros bivalves (ex.: CD650599.1, CV087914.1, ES789100,
EW777657, CB617529 ¢ CB415339). Dentre estas, estdo sequéncias de bibliotecas normalizadas e
subtrativas de ESTs em C. virginica, C. gigas, M. galloprovincialis, M. californianus, submetidas a
diferentes tipos de estresse e identificadas em diferentes tecidos (ex.: branquia, musculo, glandula
digestiva, hemocito) de organismos adultos, ou estagios iniciais do desenvolvimento larval. Devido a
importancia fisiologica dos membros da familia SLC25A38, e a constatacdo da presenca do membro
SLC25A38-like em outras bibliotecas subtrativas de bivalves, ¢ de se esperar que esta proteina
também possua importincia em processos fisioldgicos em bivalves e possivelmente alguma regulagio
da expressdo génica relacionada com a presenga de poluentes nestes invertebrados.

Outro fragmento identificado na biblioteca subtrativa de glandula digestiva apresentou
similaridade com o gene timosina beta-4 (TMSB4). Timosinas s3o proteinas de baixo peso molecular
envolvidas na resposta imune de vertebrados, diferenciagdo celular, regeneragdo de tecidos
(MALINDA et al., 1999) e possivelmente na diferenciagdo de hemocitos em ostras (JENNY et al.,
2002). O gene timosina b4-like j& foi previamente anotado em bibliotecas de C. virginica, e apontado
dentre outros genes identificados em hemdcitos, como um potencial biomarcador de estresse em ostras

(JENNY et al, 2002). Interessantemente, a grande maioria das sequéncias identificadas nesta
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biblioteca subtrativa (30,6 %) foram representadas por TMSB4-like. Portanto, o possivel aumento na
expressao da TMSB4-like, observado em glandula digestiva de C. rhizophorae, pode representar um
importante mecanismo de defesa para a alta carga bacteriana presente no local contaminado por esgoto
doméstico.

Dentre os genes estruturais do citoesqueleto, encontrados na subtragdo 1, estdo duas
sequéncias de tubulina alfa e duas sequéncias de tubulina beta. A principio, pensou-se que estes pares
de sequéncias poderiam se tratar de ESTs similares a genes inicos, uma vez que apenas uma tubulina
alfa e uma tubulina beta em C. gigas estdo anotadas no GenBank. Porém pesquisas em bancos de
ESTs de bivalves deram suporte para a anotagdo preliminar destas sequéncias como novos genes
similares a tubulinas (dados ndo mostrados). Portanto o presente estudo sugere que existam mais de
uma tubulina da familia alfa e mais de uma tubulina da familia beta em C. rhizophorae, e
possivelmente em outros bivalves. Estudos filogenéticos com estas novas sequéncias de ESTs, e
sequéncias de ESTs ja presentes no GenBank, similares a tubulinas, poderdo confirmar tal afirmacao.

Foi identificada uma sequéncia de CYP4-like na subtracdo 2. Os citocromos P450 (CYP)
representam uma superfamilia de genes que codificam proteinas de membrana com uma ampla
diversidade de substratos e que catalizam uma miriade de reagdes, incluindo detoxificacdo de drogas e
metabolismo de moléculas endogenas. E sabido que este grupo estd implicado em processos vitais
importantes em mamiferos e que mutagdes nos genes CYP estdo associadas a doengas em humanos
(NEBERT; RUSSEL, 2002). Os CYPs sdo representados por 57 isoformas em humanos, e
possivelmente, uma diversidade semelhante ou maior de isoformas na maioria dos grupos
invertebrados (BALDWIN; MARKO; NELSON, 2009). CYP4 em vertebrados estdo relacionados com
a metabolizacdo de acidos graxos, eicosandides e acido araquiddnico, e tem sua expressao génica
induzida por indutores de proliferagdo peroxisomal (ex.: dietilhexaftalato, DEHP) (NEBERT;
RUSSEL, 2002). Em artrépodes, uma grande diversidade de membros da familia 4 é observada (49 %
do total de CYPs em Daphnia pulex) e ¢ sugerido que estejam envolvidas no controle hormonal,
sensorial, interagdo planta-hospedeiro, biotransformagdo de pesticidas, dentre outros (BALDWIN;

MARKO; NELSON, 2009).
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A fungdo de membros da familia CYP4 em moluscos é desconhecida, porém quanto a sua
diversidade de isoformas, sugere-se que seja menor do que a observada em artropodes, ¢ foram
identificados cinco sequéncias ndo redundantes, pertencentes a esta familia, no molusco bivalve
Mytilus californianus apo6s pesquisa em uma biblioteca de ESTs depositada no GenBank (Capitulo 2
do presente trabalho, manuscrito submetido para publicacdo). Entretanto, diferentemente do observado
em vertebrados, Chaty, Rodius e Vasseur (2004) sugerem que em moluscos bivalves a expressido
génica de CYP4 (pelo menos da isoforma em estudo) ndo ¢ induzida por um indutor classico de
proliferagdo peroxisomal (DEHP). A analise quantitativa da expressdo deste gene nas amostras de C.
rhizophorae utilizadas na subtragdo 2, serd necessaria para confirmar se este gene foi realmente
induzido significantemente para o esgoto doméstico. Porém, independentementemente do fato deste
gene ter sido induzido ou ndo, a caracterizagdo deste novo gene identificado mostra-se de grande
importancia para o estudo da familia CYP4 em moluscos, e podera revelar importantes fungdes
relacionadas a detoxificagdo de contaminantes, e/ou possiveis fungdes enddgenas relacionadas ao
metabolismo de lipideos.

Utilizando-se iniciadores degenerados foi possivel identificar uma sequéncia similar ao gene
da catalase (CAT) em C. rhizophorae. O alinhamento desta sequéncia (traduzida) com sequéncias de
CAT de outros grupos (humano, drosoéfila e ostra-do-pacifico) demonstra uma alta identidade deste
fragmento com sequéncias destes organismos (73 % - 77 %). Tal resultado vai ao encontro das
analises realizadas por Jo, Choi e Choi (2008) que caracterizaram a sequéncia completa do gene de C.
gigas e sua identidade com outros organismos, e sugere que a identidade e fun¢do desta enzima ¢
altamente conservada no reino animal. Interessantemente, a identidade da sequéncia encontrada em C.
rhizophorae com a sequéncia homologa de C. gigas, mostra uma identidade ndo muito distinta do que
aquela encontrada em relagdo a vertebrados tdo distantes evolutivamente (ex.: humano e artopode).
Curiosamente a atividade da CAT em C. gigas e C. rhizophorae responde diferentemente quando
animais de ambas as espécies sdo expostos em um mesmo experimento de campo a efluentes contendo
esgoto doméstico (ZANETTE et al., 2008), sugerindo que possiveis diferencas na sua regulacdo e/ou

atividade catalitica possam existir.
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Outro gene identificado em C. rhizophorae utilizando iniciadores nao-especificos para esta
espécie, codifica uma proteina da superfamilia ABC, que ¢ composta por glicoproteinas
transmembrana de alto peso molecular, como por exemplo, as PgPs, MDRs e MRPs (LESLIE;
DEELEY; COLE, 2005). O mesmo gene ja havia sido identificado e descrito anteriormente em C.
gigas como um membro da classe | de MDR de mamiferos (gene de resisténcia a multiplas drogas) na
espécie de ostra C. gigas (MINIER et al., 2008) e também sugerido como induzido pela exposi¢do ao
esgoto doméstico (MEDEIROS, 2008). O fragmento identificado em C. rhizophorae traduzido
apresentou uma alta identidade com MDR de C. gigas (98%), e curiosamente uma maior identidade
com MDR de humano (64%) do que com MDR de mosca (39%). A alta identidade da sequéncia
encontrada, com a sequéncia que codifica MDR em C. gigas, sugere que, a exemplo do que foi
observado por Medeiros (2008) em C. gigas, MDR de C. rhizophorae também seja induzida por
exposicao ao esgoto doméstico. MDR, também denominado por alguns autores como MXR (proteina
de resisténcia a multiplos xenobioticos) ¢ considerada uma linha de defesa geral para o estresse
quimico, pelo bombeamento transmembrana de uma ampla variedade de moléculas exdgenas para fora
das células (MINIER et al., 2002; MEDEIROS, 2008). A alta identidade desta sequéncia com MDR de
humanos sugere que a mesma seja altamente conservada no reino animal, e que, portanto, deve possuir
fungdes fisiologicas essenciais para o organismo, além da resisténcia a drogas. Porém, € necessaria a
realizag@o de estudos mais aprofundados a respeito destas sequéncias, uma vez que existe uma enorme
quantidade de genes da familia ABC descritos tanto em vertebrados, como em invertebrados (ex.: 65
genes s6 em ourigo-do-mar) (GOLDSTONE et al., 2006), e portanto, € possivel que outras sequéncias
MDR existam em bivalves.

Em suma, um conjunto de varios novos genes foram identificados na ostra-do-mangue C.
rhizophorae utilizando-se diferentes estratégias, ¢ poderdo ser caracterizados ao nivel de expressio
génica em estudos futuros, para avaliagdo de sua aplicabilidade em estudos ecotoxicoldgicos
utilizando esta espécie. Tal informagdo gerada para esta espécie representam um primeiro passo para
uma caracterizagdo posterior mais detalhada a respeito de suas fungdes, ndo apenas em C.
rhizophorae, como em bivalves de uma forma geral, uma vez que muitos dos genes ainda ndo haviam

sido descritos para este grupo animal.
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6.5.4. Andlise quantitativa de expressao génica de CAT, MDR, ferritina e cavortina

A expressdo de alguns dos genes identificados na subtracdo 1 (SDR, cavortina e ferritina) e
identificados pelo uso de iniciadores degenerados (CAT), foram avaliados quantitativamente por PCR
em tempo real em amostras de branquia de ostras do experimento II.

Nenhum aumento na expressdo génica da CAT para o local SJ 1 (poluido) em relagao ao SJ 4
(referéncia), foi observado apesar da atividade enzimatica da CAT ter aumentado nestes animais.
Trabalhos anteriores mostram aumento ao nivel de expressao génica da CAT em animais expostos ao
esgoto doméstico ndo tratado (CONTARDO-JARA; WIEGAND, 2008) e ao cobre (JO; CHIU; CHIU,
2008). A auséncia de indugdo deste gene foi observada nos tempos 24 h, 48 h e 2 semanas de
exposicao, porém & possivel que o gene tenha sido induzido antes do periodo de 24 h, ou entre os
intervalos das coletas, o que explicaria o aumento medido na atividade da enzima no local SJ 1.
Apesar da auséncia de diferenca observada comparando-se os dois locais em um dado tempo de
exposicao, foi observado um aumento de expressao nas ostras expostas por 2 semanas em relagdo as
ostras mantidas no local SJ4 por 24 h. Tal aumento no final do periodo de exposicdo pode estar
relacionado a uma maior precipitagdo anterior a este periodo. No experimento Il foram observados
picos de precipitacdo nos dias 5 (52 mm) e 10 (60,8 mm ). Tal condigo, juntamente a maré¢ vazante
observada para o periodo de coleta de 2 semanas, pode ter colaborado para um aumento no fluxo de
esgoto para os locais de experimento (NUNES, 2007) o que explicaria o aumento na expressdo deste
gene observado ao final do periodo de exposicdo para o local SJ 1.

A analise de expressdo quantitativa dos genes identificados na subtragdo 1 (SDR, cavortina e
ferritina) ndo apresentou diferengas entre os locais SJ1 (poluido) e SJ4 (referéncia). Para o tempo de
exposi¢do de duas semanas, as mesmas amostras de RNA total utilizados na subtracdo como material
biolégico inicial, foram utilizadas para a sintese de cDNA e avaliagdo da expressdo génica
quantitativa. Porém, na subtragdo foram comparados dois pools (n=5 ostras) de RNAm, enquanto na
analise de PCR em tempo real foram analisadas amostras de organismos individuais. E possivel que a
alta variabilidade individual na expressdo destes genes em bivalves possa explicar tais resultados
contraditérios comparando-se as duas técnicas. Tais diferengas de respostas, utilizando SSH e métodos

quantitativos, também ja foram observados em estudos similares utilizando moluscos bivalves (ex.:
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BROWN et al., 2006; HUVET et., 2004). Portanto, o presente estudo ressalta a necessidade de
validacdo dos resultados obtidos pela técnica de SSH, através da avaliagdo quantitativa da expressao

dos genes detectados.
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6.6. CONCLUSOES

e Analises hidroquimicas ¢ microbioldgicas na agua e analises quimicas em ostras C.
rhizophorae confirmaram a presenca de um gradiente de contaminag@o por esgoto doméstico
na area escolhida para o estudo na Baia Norte da Grande Florianopolis, SC. Ostras C.
rhizophorae bioacumularam PCBs, PAHs, OCs e metais, porém estes contaminantes nao
foram encontrados em niveis suficientes para considerar a regido altamente poluida por estas
classes de substancias. A analise de LABs em C. rhizophorae mostrou-se uma ferramenta
promissora para o monitoramento da presenca de esgoto doméstico em ambientes costeiros

utilizando esta espécie como sentinela;

e Dentre os biomarcadores bioquimicos analisados em branquia e¢ glandula digestiva de C.
rhizophorae (CAT, GST, G6PDH e GR) a atividade catalasica foi a que melhor indicou a
presenca de esgoto doméstico, por se correlacionar fortemente com niveis de coliformes fecais
na agua. Maior atividade da CAT nos animais do local contaminado foram observados a

partir de 48 h de exposicéo e se mantiveram até o final do experimento (2 semanas);

e Um total de 36 novos genes possivelmente induzidos pelo esgoto doméstico in situ e de
interesse para estudos ecotoxicologicos, foram identificados em C. rhizophorae a partir de
uma biblioteca subtrativa supressiva (SSH). Dentre eles, estdo genes possivelmente
envolvidos no metabolismo de xenobidticos (CYP4 e SDR), defesa imunologica (TMSB4 e
cavortina), ligante de metais (ferritina e cavortina), transporte de soluto mitocondrial
(SLC25A438), citoesqueleto (actina e tubulinas) metabolismo energético (genes da cadeia
respiratoria), fatores de transcri¢ao (EFs), maquinaria de sintese protéica (genes ribossomais)

e outros de fungdo indefinida (ex.: VMO-I).
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Iniciadores nao-especificos possibilitaram a amplificagdo por PCR de sequénciamento dos
genes CAT ¢ MDR em C. rhizophorae, envolvidos na defesa antioxidante celular e

biotransformagdo de fase-11I de xenobioticos, respectivamente.

Estudos com PCR em tempo real mostraram que nenhuma alteragdo ocorreu na expressao dos
genes CAT, SDR, cavortina e ferritina nas ostras expostas ao esgoto doméstico em campo.
Outros estudos poderdo confirmar possiveis aplicacdes para estes genes como biomarcadores
de exposicao ao esgoto doméstico, ao utilizar um maior tamanho amostral em campo, ou em

exposi¢des controladas destes animais em laboratorio.
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7. CAPITULO II

Identificacao de genes de citocromos P450 (CYP)
em moluscos bivalves e caracterizacéo da expressao de novos
genes CYP1-like, CYP3-like e CYP26-like no

mexilhdo Mytilus edulis.
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7.1.INTRODUCAO

7.1.1. Caracteristicas do bivalve Mytilus edulis (Linneus, 1758)

A sistematica do bivalve M. edulis esta relacionada abaixo:

Superfilo Lofotrocozoa
Filo Mollusca
Classe Bivalvia
Subclasse Pteriomorphia
Ordem Mytiloida
Familia Mytilidae
Género Mytilus
Espécie Mytilus edulis

Figura 10. O mexilhdo Mytilus edulis.

Mexilhdes do género Mytilus constituem um importante elemento na ecologia de aguas
costeiras e sdo amplamente cultivados. Vérias espécies da familia Mytilidae estdo distribuidas em
praticamente todos os mares do mundo. Estima-se que a familia Mytilidade teve origem na era
Devoniana (aproximadamente 400 milhdes de anos atras) e a espécie Mytilus edulis (Figura 10) possui
uma distribuicdo de latitudes temperadas do hemisfério Norte e Nova Zelandia, enquanto Mytilus
californianus, também estudado no presente capitulo, possui uma distribuigdo na Costa do Pacifico na
América do Norte (GOSLING, 1992). Os mitilideos vém sendo estabelecidos como os moluscos
bivalves mais amplamente utilizados no monitoramento do impacto da polui¢do marinha. Dentre os
programas que utilizam estes moluscos, podem ser citados o Mussel Watch nos EUA, MEDPOL e
BIOMAR na Europa (DONDERO et al., 2006). No Brasil, a espécie Perna perna, que também

pertence a familia Mytilidae, representa uma espécie abundante no Sul e Sudeste da costa Brasileira, e
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tem sido sugerida como uma potencial espécie sentinela e biomonitora para estudos costeiros

(ALMEIDA et al., 2007; FRANCIONI et al., 2007).

7.1.2. Citocromos P450 (CYPs) — uma superfamilia

Os citocromos P450 (CYPs) compreendem uma das maiores e mais versateis familias de
proteinas. CYPs s@o conhecidos por catalisarem reacdes de fase-I da biotransformag¢do de uma
variedade de xenobioticos lipofilicos, como por exemplo, farmacos, pesticidas, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs) e aloquimicos vegetais (NELSON et al., 1996). Por outro lado, muitos
P450 possuem funcdes endogenas e se especializaram no metabolismo de moléculas sinalizadoras,
como por exemplo, hormdnios esterdides, eicosandides e ferormdnios. CYPs sdo compostos de
aproximadamente 500 aminoacidos em sua estrutura primaria, e regides caracteristicas que permitem

uma identificacdo das enzimas pertencentes a esta superfamilia (Figura 11) (REWITZ et al., 2006).

hiHg- Target sequence

Residue 1 130 140 230 250 320 325 380 380 440 465 480

I Motivo estrutural conservado

_——._ Regidodereconhecimento

o de substrato

Figura 11. Representacdo esquematica de uma proteina CYP, mostrando motivos estruturais conservados
(hélices e regido de ligagdo do grupamento heme) e regides variaveis de reconhecimento de substrato (SRS1-6).
Numeros indicam a localizagdo aproximada na sequéncia primaria da proteina (adaptado de REWITZ et al.,
2006).

Enzimas P450 catalisam uma variedade de reagdes, incluindo hidroxila¢do, epoxidacao,
desaminacao oxidativa, desalquilagdo e desalogenizacdo N-, O- e S-. A grande diversidade desta
superfamilia ¢ um resultado de duplicagdes gendmicas consecutivas ¢ uma divergéncia subsequente de
genes. Existem indicios de que os antigos P450 estavam envolvidos em importantes fungdes
fisiologicas, ex.: sintese de esterdides. Mudangas ambientais e de estratégias de vida provavelmente
direcionaram a diversificagdo funcional gerando uma ampla atividade para compostos exdgenos.

Enquanto as plantas desenvolveram novas moléculas protetoras (fitoalexinas), novos P450s foram

recrutados para detoxificagdo destes compostos (REWITZ et al., 2006). Em humanos, os CYPs
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compreendem 57 isoformas distribuidas em 18 familias e 42 subfamilias (NEBERT; RUSSELL, 2002

(Tabela 12).

Tabela 12. Substratos e fungdes das familias de genes CYP em humano (adaptado de NEBERT; RUSSELL,
2002).

familia . i de substrato e fungdo
isoformas

CYP1 3 xenobiéticos, acido aracdonico, eicosandides
CYP2 16 xenobidticos, acido aracddnico, eicosandides
CYP3 4 xenobidticos, acido aracddnico, eicosandides
CYP4 12 acidos graxos, acido aracdonico, eicosandides
CYP5 1 sintese de tromboxano A,
CYP7 2 colesterol, sintese de acido biliar
CYP8 2 sintese de prostaciclina, sintese de acido biliar
CYP11 3 esteroidogenese
CYP17 1 esterdide 17a-hidroxilase
CYP19 1 aromatase formadora de estrogénio
CYP20 1 desconhecido
CYP21 1 esterdide 21-hidroxilase
CYP24 1 vitamina D; 24-hidroxilase
CYP26 3 hidroxilase de acido retindico
CYP27 3 sintese de acido biliar, hidroxilase de vitamina D;
CYP39 1 24-hidroxicolesterol 7a-hidroxilase
CYP46 1 colesterol 24-hidroxilase
CYP51 1 lanosterol 14a-demetilase

Em invertebrados marinhos, genes P450 e evidéncias bioquimicas de atividade P450, t€m sido
demonstrados nos grupos Cnidaria, Annelidae (poliqueta), Mollusca, Artropoda (crustacea e insecta) e
Equinodermata (REWITZ et al., 2006). Os niveis de citocromo P450 total e atividade monoxigenase
tém sido estudados em bivalves por décadas (STEGEMAN 1985; LIVINGSTONE; KIRCHIN;
WISEMAN, 1989). Muitos estudos também tém tentado detectar proteinas CYP1A, que sdo classicos
biomarcadores de exposicdo a contaminantes organicos. Contudo, a interpretacdo de muitos desses
resultados em moluscos bivalves tem sido complicada por problemas metodoldgicos (vide detalhes na
discussdo deste capitulo). Assim, existe uma necessidade critica de desenvolvimento de novas
ferramentas para o estudo de CYPs em bivalves. Nenhum genoma esta disponivel para moluscos

bivalves até o presente momento, dificultando a identificagdo de CYPs nestas espécies de importancia
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ecologica e econdmica ao nivel gendmico. Porém um numero consideravel de ESTs de ostra e
mexilhdo, estd disponivel no GenBank, e serviu de ponto de partida para a identificagdo e
caracterizagdo de novos CYPs em moluscos bivalves no presente estudo, em particular, para o

mexilhdo Mytilus edulis.
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7.2. OBJETIVOS

e Identificar e classificar preliminarmente genes do sistema citocromo P450 (CYP) de moluscos
bivalves (ostras e mexilhdes) utilizando bibliotecas de EST disponiveis no GenBank;

e Identificar possiveis genes das familias CYP1-, CYP3- e CYP26-/ike em mexilhdo Mytilus
edulis;

o C(lassificar filogeneticamente os genes das familias CYP1-, CYP3- e CYP26-/ike identificados
em M. edulis;

e (Caracterizar a expressdo orgado-especifica dos genes CYP1-, CYP3- ¢ CYP26-like em M.
edulis;

e Verificar uma possivel indu¢ao dos genes CYP1-, CYP3- e CYP26-like em M. edulis tratados

com agonistas classicos de receptor Ah em vertebrados.
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7.3. MATERIAIS E METODOS

7.3.1. Busca por CYPs em bancos de ESTs de bivalves

Primeiramente as ESTs disponiveis no GenBank para M. californianus, M. galloprovincialis,
C. gigas e C. virginica foram obtidas. Em seguida os vetores e adaptadores foram removidos e alguns
contigs foram contruidos utilizando o programa CAP3 (HUANG; MADAN, 1999). Sequéncias com
homologia significante para CYPs foram identificadas usando uma técnica baseada no modelo
escondido de Markov (HMM - acrénico do inglés Hidden Markov Model) implementada como fungéo
ESTWise de GeneWise (BIRNEY; CLAMP; DURBIN, 2004). ESTWise realiza uma busca sensivel ¢
acurada através da comparacao de uma biblioteca de sequéncias de ESTs a um modelo escondido de
Markov (ou biblioteca). Esta técnica é menos tendenciosa do que a técnica de BLAST em banco de
dados de sequéncias (ex.: GenBank) o qual é negativamente influenciado por uma quantidade
enormemente maior de sequéncias de vertebrados em relagdo a outros organismos. As sequéncias de
CYP identificadas foram traduzidas, alinhadas usando Clustalw, e analises filogenéticas de maxima
verossimilhanga (do inglés maximum likelihood phylogeny) foram realizadas com um modelo de
substitui¢do de aminodcidos WAG usando RaxML (v 7.0.4) (Randomized Axelerated Maximum
Likelihood) utilizado para inferéncia de grandes arvores filogenéticas (STAMATAKIS; HOOVER;

ROUGEMONT, 2008).

7.3.2. Identificagéo e clonagem de novos genes CYP1-like, CYP3-like e CYP26-like em M. edulis
Amostras de glandula digestiva foram retiradas de mexilhdes M. edulis coletados em Scorton
Creek, Massachussets, EUA e escolhido aleatoriamente. RNA total foi isolado utilizando-se o kit
Aurum™ RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (Bio-Rad Laboratories Inc.) o qual inclui eliminagio de
DNA gendmico por tratamento com DNase. A qualidade e quantidade de DNA foram determinadas
espectrofotometricamente (Nanodrop ND1000; NanoDrop Technologies). cDNA foi sintetizado a
partir de 2pg de RNA, usando o Kit Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen Inc.), com a adicdo de
iniciadores anchor oligo(dT) (MWG Biotech Inc.) e inibidor de Rnase (Promega Corp.). Iniciadores

degenerados foram desenhados usando regides conservadas de sequéncias CYPI-like do molusco
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gastropode Lottia gigantea ¢ um contig obtido no banco de ESTs de M. californianus do GenBank
similar a esta sequéncia. A sequéncia de CYPI-like do molusco Lottia gigantea foi obtida no genoma
desta espécie, previamente anotada e gentilmente cedida pelo pesquisador do Instituto Oceanografico
de Woods Hole, Dr. Jared V. Goldstone. Pares de iniciadores especificos para um segundo gene
CYPI-like, para dois genes CYP3-like e um gene CYP26-like foram desenhados com base nas
sequéncias ou contigs de ESTs de M. californianus anotadas previamente no estudo filogenético
descrito (vide secdo 6.3.1.). O programa utilizado para as reagdes de PCR foi similar para todos os
primers testados: 1 ciclo de denaturagéo inicial (30s; 90°C); 40 ciclos com denaturacdo (30s; 90°C),
anelamento (45s; 40°C, 45°C, 50°C e 55°C), extensao (1min-72°C) e manuten¢do a 4°C. Os produtos
de PCR foram visualizados em gel de agarose, purificados, ligados no vetor pGEM-T Easy Vector
(Promega) e transformados em bactérias E. coli (TOP10 Kit, Invitrogen). Plasmideos foram
purificados de culturas de coldnias positivas (QiaPrep, Qiagen) e sequenciados como descrito acima.
Um par de iniciadores degenerados para uma sequéncia CYP1, anotada aqui como CYP1-like (a), que
detectou o fragmento esperado ¢ mostrado na Tabela 13. Outros pares de iniciadores especificos,
desenhados com bases nas sequéncias de ESTs de M. californianus do estudo filogenético, e que
amplificaram as sequéncias anotadas aqui como CYPI-like (b), CYP3-like (b), CYP3-like (¢) e CYP26-
like, também s3ao mostrados na Tabela 13. As sequéncias obtidas foram traduzidas para o nivel de
aminoacido e preliminarmente anotadas utilizando BLAST e alinhamento com sequéncias CYPI
conhecidas de vertebrados.

As terminagoes 5° e 3" dos genes CYPI-like (a), CYPI-like (b) e CYP3-like (c) foram obtidas
utilizando o kit BD Smart™ RACE ¢DNA Amplification Kit (Clontech) a partir de RNA total de
glandula digestiva de M. edulis. Os iniciadores especificos utilizados para amplificagcdo destes genes
sdo apresentados na Tabela 14 e foram desenhados levando-se em conta parametros recomendados

pelo fabricante.
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Tabela 13. Iniciadores utilizados na detecc¢do de transcritos CYPI-like, CYP3-like e CYP26-like em M.

edulis.
gene iniciador sequéncia 5'- 3'

me_CYPI (a) Senso CCRWGRGGAWTTCCTATWYTTGG
antisense AKGGCATTACRAAWCGMARCCATGG

me_CYP1 (b) Senso TTGGGAAATACGAAAGCTACCTCCA
antisense TCCAGCAACAATGAAATCCCGTA

me_CYP3 (c) Senso TTCCTGGTCCGGAACCAACTCC
antisense GCAGACCTTAGCGCCGTGTCG

me_CYP3 (b) Senso CAAGGCTTCCAGTGTTCGGAGAAGG
antisense CACGTGGTCCAAGGCCAAAAGG

me_CYP26 Senso TTGGGCAGGTCATCCCATCG
antisense TGCTTGGCCGGTTTTGACTGTG

Tabela 14. Iniciadores senso e antisenso utilizados para amplificacdo das terminagdes 3’ e 5’,
respectivamente, dos genes CYPI-like (a), CYPI-like (b) e CYP3-like (c) utilizando o kit BD Smart™

RACE.

gene iniciador Sequéncia 5'-3'

CYP1 (a) senso GCAGAGAGGCAATACGTGAAGCGTTG
senso (interno) AACCCACTTCAGCCCCCATGATGA
antisenso (interno) GGCATAACAAATCGCAACCATGGCA
antisenso GTTCCGGCGAATTTCCGTATTGTTCC

CYP1 (b) senso TGGGTAAGTGGCCGACCATAGTGC
senso (interno) AAATCACCAGCGTGGAATGGTTGATG
antisenso (interno) TTCCCCAAACACAAGGCCTTTCA
antisenso TCATGGTGAACTTCTTTCTCGGCGTA

CYP3 (¢) senso CCCAGGGAACACATTGGAAGTTTCT

senso (interno)
antisenso (interno)

antisenso

GGAAAGAAAGCAGCCATTGGACAAC
GTCTCCCCGCTGTGAGTGGATGTT
CTTAGCGCCGTGTCGAAGAATTCAA

7.3.3. Andlises filogenéticas de novos genes CYPs de M. edulis clonados

As sequéncias dos genes CYPI-like (a), CYPI-like (b), CYP3-like (a), CYP3-like (b), CYP3-

like (c) e CYP26-like de M. edulis foram traduzidas e alinhadas com sequéncias CYP previamente

identificadas em genomas de outras espécies. Dentre estas, estdo os invertebrados Lotftia gigantea

(molusco, gastropode), Drosophila melanogaster (inseto, artrépode), Strongylocentrotus purpuratus

(equinodermo, ourigo-do-mar), e os vertebrados Homo sapiens ¢ Danio rerio (humano e peixe-zebra).



82

Clustalw e analises filogenéticas de maxima verossimilhanca (maximum likelihood phylogeny) foram
realizadas com modelo de substitui¢do de aminoacidos WAG usando RaxML (v 7.0.4) (Randomized
Axelerated Maximum Likelihood) utilizado para inferéncia de grandes arvores filogenéticas
(STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008). As seqéncias também foram submetidas a uma
busca no GenBank assim como alinhadas com sequéncias de CYP1, CYP3 e CYP26 de outros
organismos para verificagdo da porcentagem de identidade, o que permitiu uma anota¢do preliminar

dentro das familias especificas.

7.3.4. Coleta, aclimatacao e experimento em laboratorio com M. edulis

Mexilhdes M. edulis de ambos os sexos (6-8 cm) foram coletados na praia de Scorton Creek,
Massachussets, EUA em agosto de 2008 e setembro de 2008 para realizagdo de dois experimentos,
respectivamente. Em ambos os experimentos, mexilhdes foram transferidos para o biotério aquatico do
Laboratorio Redfield no Instituto Oceanografico de Woods Hole, Massachusetts, USA (WHOI) onde
permaneceram por um periodo de aclimatacdo de uma semana, mantidos a 20 °C em dgua marinha
corrente ¢ alimentados duas vezes por dia com uma mistura de microalgas das espécies Thalasiosira
weissflogi, Tetraselmis chuil e Isochrysis sp. gentilmente fornecidas pelo Marine Biological
Laboratory, MBL, Woods Hole, MA, USA. No ultimo dia de aclimatagdo, um furo com abertura de
aproximadamente 1,5 mm x 1,5 mm foi feito na jung¢do das duas valvas de mexilhdes na regido
proximal ao musculo adutor para posterior injecdo de contaminantes ou veiculo utilizados nos
experimentos I e II.

No experimento I, mexilhdes previamente aclimatados foram injetados com 100 pl dos
agonistas do receptor AHR (Figura 12) aroclor 1254 (mistura de isomeros de PCB) e 6-
formilindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) em musculo adutor nas doses aproximadas de 50 pg e 0,1 ug por
grama de carne de mexilhdo, respectivamente, ou com o mesmo volume de o6leo vegetal (grupo
controle). A dose de FICZ escolhida foi utilizada com base no trabalho de Mukai e Tischkau (2007),
que demonstrou forte indugdo de CYP1A41 em figado de camundongos para concentragoes de 1 a 100
ng de FICZ por grama de tecido. A dose de Aroclor 1254 foi utilizada com base no trabalho de Chaty,

Rodius e Vasseur (2004). Todas as substincias utilizadas foram diluidas no mesmo 6leo vegetal
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utilizado para injecdo do grupo controle, (Pure Vegetable Oil, Crisco®, J. M. Smucker Company,
Orrville, OH, 44667, USA). Para o calculo da dose, foi assumida uma massa de 16 gramas por
mexilhdo, baseada em biometria de cinco mexilhdes coletados para o mesmo experimento (medindo 6-
8 cm). O presente trabalho assumiu que os contaminantes, quando injetados no musculo adutor, sdo
distribuidos pelos diferentes compartimentos do organismo. De fato, outros estudos tém adotado essa
metodologia com sucesso, ¢ observado efeitos causados, por exemplo, na glandula digestiva (Canesi et

al., 2007).

6-formilindolo [3,2-b]carbazolo (FICZ) Aroclor 1254
0.1ug/g 50 ug/g
H

(mistura de congéneres
de PCB)

N

Figura 12. Substancias agonistas do receptor AHR e as respectivas doses injetadas em M. edulis no experimento
L.

Apoés a injecdo, os mexilhdes foram distribuidos em trés aquarios de 10 I com aeracdo
constante, formando trés grupos experimentais, aroclor 1254, FICZ ou 6leo vegetal (controle), (n=7
mexilhdes por aquario). M. edulis foram coletados 24 h apds a injecdo, ¢ a glandula digestiva,
branquias, palpos labiais, misculo adutor, gonada, pé¢ e margem do manto (Figura 13), foram
dissecados do grupo controle. Glandulas digestivas foram dissecadas de mexilhdes dos trés grupos
experimentais. As amostras biologicas foram conservadas, o RNA total extraido e o cDNA sintetizado
(como descrito anteriormtente) para posterior analise de expressdo génica quantitativa como descrito

abaixo.
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Figura 13. Orgios do mexilhdo Mytilus edulis coletados para as anélises de expressdo génica nos experimentos I
ell

No experimento II, mexilhdes (n=50) previamente aclimatados foram injetados com 100 ul
dos agonistas do receptor AHR (Figura 14) betanaftoflavona (BNF) e 3,3'4,4',5-Pentaclorobifenila
(PCB 126), nas doses de 25 pg e 2 pg por grama de carne, respectivamente, ou com 0 mesmo volume
de oleo vegetal (grupo controle). O célculo das doses utilizadas foi realizado conforme descrito
anteriormente para o experimento I. Apds a injecdo, os mexilhdes foram distribuidos em seis aquarios
de 10 1 com aeracdo constante (n=8 mexilhdes por aquario). Foram formando trés grupos
experimentais: controle, BNF e PCB 126, cada um desses grupos constituidos por dois aquarios, € o0s
mexilhdes foram coletados 24 h apds a inje¢do. A glandula digestiva e as branquias foram retiradas
(n=16 por grupo experimental), conservadas em RNA later, o RNA total foi extraido e o cDNA
sintetizado (como descrito anteriormente) para posterior analise de expressdo génica quantitativa como

descrito abaixo.
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3,3',4,4’,5-pentaclorobifenila (PCB126) B-naftoflavona (BNF)
2 pug/g 25 ug/g

Cl

Cl a

Figura 14. Substancias agonistas do receptor AHR, e as respectivas doses injetadas em M. edulis no experimento
II.

As doses para BNF ¢ PCB126 e o tempo de exposigdo utilizadas tanto no experimento I como
no experimento II foram escolhidas com base em estudos realizados em peixes que mostram que estas
condi¢des experimentais sdo suficientes para ocasionar a indu¢do do gene CYPIA via ativagdo do

receptor AHR para estas substancias utilizadas (JONSSON et al., 2007).

7.3.5. Expressdo génica dos CYP -like em diferentes 6rgaos de M. edulis e indugao por agonistas
do receptor AHR.

Os iniciadores utilizados para analise de expressao dos genes CYPI-like de M. edulis sdo
mostrados na Tabela 15, e foram desenhados com base nas sequéncias dos fragmentos de PCR obtidos
para CYPI-like_a, CYPI-like b, CYP3-like b, CYP3-like c e CYP26-like ou sequéncia depositada no
GenBank (CYP3-like_a). Trés sequéncias do gene normalizador 28S (nimero de acesso AF120587,
729550 e AF339512) de M. edulis foram obtidas no GenBank, alinhadas, e primers especificos foram
desenhados evitando-se regides polimorficas nesta espécie para este gene (Tabela 15). Niveis de
expressdo génica foram calculados para cada gene usando curvas padrio geradas de diluigdes (10” a
10° moléculas) de plasmidio (p)GEM-T Easy Vector) contendo fragmentos de um dado gene alvo ¢ a
abundancia de transcritos CYP1 foi determinada por quantidade especifica de RNA total para cada
grupo utilizando 28S apenas como um controle de eficiéncia para normalizar amostras individuais

dentro de cada grupo, mas ndo entre 6rgaos diferentes.

Tabela 15. Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR em tempo real para analise da expressao génica de CYPI-
like (a), CYPI-like (b), CYP3-like (a), CYP3-like (b), CYP3-like (c), CYP26-like e 28S de M. edulis.
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gene iniciador sequéncia 5' - 3'
CYP1-like (a) senso TGGTTGCGATTTGTTATGCCCT GGA
antisenso GGCGGAAAGCAATCCATCCGTGA
CYP1-like (b) senso TGGGTAAGTGGCCGACCATAGTGC
antisenso TTCCCCAAACACAAGGCCTTTCA
CYP3-like (a) senso GGAGGATTGATGAGTTGGGAGGAC
antisenso AGGCGGCAAAAGAAAGAGTGGTC
CYP3-like (b) senso TCAGTGCAATTGTCGTCGAAAGC
antisenso TCATGGCGAGCGTTTAACATCAG
CYP3-like (¢) senso CCCAGGGAACACATTGGAAGTTTCT
antisenso GTCTCCCCGCTGTGA GTGGATGTT
CYP26-like senso GACTGTGACGATGAAATGGGAAACG
antisenso GTCCAAATCCAGGCAACTCAATCG
28S senso CTGGCCTTCACTTTCATTGTGCC
antisenso GACCCGTCTTGAAACACGGACCA
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7.4. RESULTADOS

7.4.1. Busca por CYPs em bancos de ESTs de bivalves

Varias sequéncias independentes ou contigs similares a CYPs foram identificados em banco
de dados de ESTs utilizando uma técnica baseada no modelo escondido de Markov (HMM)
cmplementada como fungdo ESTWise de GeneWise. O niimero de sequéncias encontradas foi de 58,
12, 39 e 14 para M. californianus, M. galloprovincialis, C. gigas e C. virginica, respectivamente.
Sequéncias de todos os quatro principais Clans de CYP foram identificadas em ESTs e contigs de M.

californianus e C. gigas e estdo listados na Tabela 16.

Tabela 16. Numero de CYPs identificados em banco de dados de ESTs de bivalves.

Nuamero de ESTs

Espécies disponiveis no Genbank N}'lmero.de CYPs Clans'de C.Y.P das
. indentificados ESTs identificadas
em maio de 2009
M.californianus 42,354 58 2, 3. 4, mito *
M. galloprovincialis 19,699 12 2,4 %
C. gigas 29,573 39 2, 3. 4, mito *
C. virginica 14,560 14 2.3, mito *

" Clan 2 inclui familias 1, 2, 17 ¢ 21 de CYP; Clan 3 inclui familias 3, 5, 6 ¢ 9 de CYP; Clan 4 inclui familia 4 e
o clan mitocondrial (“mito”) inclui familias de CYP 11, 24 e 27 (Nelson, 1998).

O mexilhdo M. californianus e a ostra C. gigas foram escolhidos para as analises subsequentes
por apresentarem o maior numero de CYPs identificados (Tabela 16). Buscas no GenBank utilizando a
ferramenta BLAST mostraram que algumas sequéncias identificadas para C. gigas possuem

similaridade a genes de vertebrados das familias de CYP 1, 2, 3, 4, 17 ¢ 27 (Tabela 17).
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Tabela 17. ESTs obtidas no GenBank para a ostra C. gigas ¢ alguns genes CYPs de vertebrado que apresentaram
similaridade utilizando alinhamento local. Os valores de e-value e nimeros de acesso foram obtidos no GenBank
utilizando BLAST.

ESTs de C. tamanhoem Clan familia acesso / vertebrado BLAST EST publication
gigas  nucleotideos similar e-Value
CU682274 956 2  CYP1 AB094348.1/cachorro  1,0E-37 unpublished
contig 1 * 1278 2  CYP2 XM 425230.2/galinha 6,0 E-47 Tanguy et al.(2008)
EW777415 814 2 CYP2 NM 001145564.1/peixe 8,7 E-31 Roberts et al. (2009)
CB617459 491 3 CYP3 DQ924960.1 / humano 4,6 E-33 Boutet et al. (2004)
DV736410 410 3 CYP3 AF267126.1/ peixe 5,5E-31 Hedgecock et al. (2007)
AMB866181 581 3 CYP3 NM 001075888.1/ gado 3,2 E-24 Tanguy et al.(2008)
AMB56962 940 4 CYP4 XM 001077977/ rato 1,0 E-40 Tanguy et al.(2008)
EW 779105 842 4 CYP4 M28655.1/coelho 1,6 E-43 Roberts et al. (2009)
EW 777481 803 4 CYP4 BCI129085.1/ rato 9,2 E-68 Roberts et al. (2009)
AMS853629 533 2  CYP17 AB292401/ peixe 3,0E-32 unpublished
contig 2 * 1348 2 CYP17 NM 212806.2/ peixe 1,9E-64 Roberts et al. (2009)
AMS856512 931 1  CYP27 XM _540989.2/cachorro 7,1 E-41 Tanguy et al.(2008)

* contig 1: CU681483, AM857094; contig 2: EW779361, AM855874

As sequéncias de M. californianus identificadas como CYP-like e suas relacdes filogenéticas
com genes de CYPs de familias especificas de humanos ¢ mostrada na arvore filogenética da Figura 15
e a representatividade das sequéncias para os diferentes Clans ¢ apresentado na Figura 16. Grande
parte das sequéncias de M. californianus (22 sequéncias) situou-se nesta arvore filogenética no mesmo
ramo dos CYPs da familia 2 de humanos, que apresentam por sua vez 15 sequéncias dentro desta
familia. Sequéncias em ramos proximos das familias CYP1 (7 sequéncias) e CYP17 (1 sequéncia),
assim como outras 5 sequéncias no Clan 2, também foram observadas. Portanto a maioria das
sequéncias CYP-like de M. californianus, (>50% do total), se situaram no Clan 2 (Figura 15 e 16).
Cerca de 13 sequéncias se situaram no mito Clan, estando em ramos proximos das familias 11, 24 e
27. No Clan 3 foram observadas apenas 3 sequéncias que mostraram proximidade das sequéncias
CYP3, porém também ficaram proximas a tunica sequéncia CYP5 de humano. Apesar do ser humano
possuir 12 sequéncias CYP4, apenas 5 similares a CYP4 foram observadas para M. californianus,
representando as Unicas sequéncias situadas no Clan 4 para esta espécie. Nenhuma familia similar a
CYP7, CYPS, CYP39 ou CYP51 de humanos foi encontrada. Apesar disso uma sequéncia CYP26-like
foi observada, diferentemente de humanos que possuem trés subfamilias de CYP26. Outras duas

sequéncias agruparam com o unico CYP20 humano.
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Figura 15. Analise filogenética de maxima verossimilhanca para CYPs de M. californianus (mytcal)
identificadas a partir de ESTs. Sequéncias traduzidas foram alinhadas com CYPs de humanos (hs) usando
ClustalW. A anélise filogenética foi gerada usando RAXML. Familias de CYP 1-4 de humanos estdo indicadas
na arvore. M. californianus apresentou CYPs relacionados com as mais importantes familias de detoxificagdo em
vertebrados, incluindo CYPI e CYP2. Assim como em deuterostdmios, o maior nimero de genes aparenta ser

CYP2-like.
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Figura 16. Representatividade das sequéncias CYP encontradas em bibliotecas de EST de M. californianus e da
diversidade das sequéncias CYP encontradas em genomas de outros organismos (adaptado de BALDWIN;
MARCO; NELSON, 2009). Clan 2 inclui familias 1, 2, 17 ¢ 21 de CYP; Clan 3 inclui familias 3, 5, 6 ¢ 9 de
CYP; Clan 4 inclui familia 4 e o clan mitocondrial (“mito”) inclui familias de CYP 11, 24 e¢ 27 (NELSON,
1998). Os numeros abaixo dos graficos indicam a quantidade de sequéncias CYP conhecidas para estes
organismos.

7.4.2. ldentificacéo e clonagem de novos genes CYP1-like, CYP3-like e CYP26-like em M. edulis
Apo6s uma identificacdo preliminar de aproximadamente 60 sequéncias CYPs em M.

californianus, fragmentos de CYPs similares as familias 1, 3 e 26 identificadas nesta espécies serviram
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como ponto de partida para amplifica¢do, clonagem e sequenciamento de fragmentos destes CYPs de
interesse em toxicologia para uma outra espécie de bivalve, o mexilhao M. edulis.

Pares de iniciadores degenerados foram utilizados na identificagdo de um fragmento do gene
CYPI-like de 586 bp. A por¢ao prevista da proteina a partir do fragmento de CYPI-like demonstrou
uma similaridade com a sequéncia de M. californianus utilizada para o desenho dos iniciadores
degenerados utilizados (Figura 17 mostra o alinhamento da sequéncia) e o gene foi denominado
temporariamente como CYPI-like (a). Devido a alta similaridade observada entre estas espécies de
bivalves, optou-se pelo desenho de pares de iniciadores especificos baseados nas sequéncias
previamente obtidas para M. californianus para amplificagdo de CYPs de interesse em M. edulis. Pares
de iniciadores especificos para os genes CYPI-like (b), CYP3-like (b), CYP3-like (c) e CYP26-like
amplificaram os fragmentos de tamanho esperado de 831, 663, 662 ¢ 644 bp, respectivamente. As
denominagdes CYP, acrescido do numero da familia juntamente ao sufixo “-like” foi utilizado neste
estudo, uma vez que um sistema de classificagdo apropriado para CYPs de moluscos nio foi
estabelecida até o presente momento. As letras no final de cada nome de CYPs de M. edulis (ex.: a,be
c), foram adotadas aqui apenas para representar as diferentes isoformas identificadas neste estudo e
ndo representam nomenclatura oficialmente reconhecida para CYPs.

A anotagdo preliminar das sequéncias parciais identificadas foi realizada utilizando busca
tBLASTx no GenBank. Esta busca demonstrou que uma das sequéncias, anotada no decorrer deste
estudo como CYP3-like (b), havia sido previamente identificada e a sequéncia completa deste gene da
espécie M. edulis havia sido depositada no GenBank (acesso AB479539). O uso da ferramenta
tBLASTx também permitiu a identificagdo de outra sequéncia completa de um gene CYP3-like em M.
edulis desconhecida antes do presente estudo (acesso AB479540). Esta terceira sequéncia de CYP3-
like foi denominada no presente estudo como CYP3-like (a). A sequéncia denominada aqui como
CYP3-like (c) ainda ndo havia sido submetida no GenBank por nenhum outro grupo de pesquisa,
representando uma nova sequéncia de CYP3-like em M. edulis. A partir dos fragmentos identificados,
foram clonadas as extremidades 3" ¢ 5" dos genes CYPI-like (a), CYPI-like (b) ¢ CYP3-like (c),

utilizando a técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) e iniciadores especificos.
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7.4.3. Andlise filogenética de CYP1-like, CYP3-like e CYP26-like em M. edulis

Foram identificadas sequéncias de M. edulis para os genes CYPI-like (a), CYPI-like (b), CYP3-
like (a), CYP3-like (b), CYP3-like (c) e CYP26-like com 1683, 1433, 1906, 1965, 1614 e 643
nucleotideos, respectivamente, obtidas tanto por técnicas de clonagem e sequenciamento como por
busca no GenBank (apenas para CYP3-like_a e CYP3-like b). Regides codificantes completas foram
obtidas para os genes CYPI-like (a), CYP3-like (a), CYP3-like (b), que apresentaram sequéncias
proteicas com 502, 503 e 515 aminoéacidos, respectivamente. Para CYPI-like (b) e CYP3-like (c) foram
obtidas sequéncias de 461 e 468 aminoacidos, com apenas 35 e 40 aminoacidos faltando na porgao
amino-terminal da proteina, respectivamente (Figura 17 e 18, respectivamente). Porém esta regido da
proteina ndo inclui nenhuma regido de reconhecimento de substrato de CYP (dados ndo mostrados).
Uma vez que a regido amino-terminal ¢ extremamente variavel em CYPs e ¢ geralmente mascarada
nos alinhamentos deste grupo de genes, isto ndo foi considerado um impecilio na caracterizacdo
filogenética para estes novos CYPs. A partir do fragmento de CYP26-like identificado em M. edulis
foi obtida uma proteina de 214 aminoacidos, o que representa aproximadamente metade do tamanho
de uma proteina CYP tipica (~500 aminodacidos). Este fragmento demonstrou uma identidade de 95 %
com um contig de M. californianus, obtido no GenBank (niimeros de acesso GE748446 ¢ GE750743).
A partir desta sequéncia homologa ao CYP26-like de M. edulis foi obtida a sequéncia codificante
completa para uma proteina de 465 aminoacidos. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos
traduzidas a partir dos genes identificados em M. edulis, com possiveis genes homologos em M.
californianus ¢ genes similares em Homo sapiens sdo apresentadas nas Figuras 17, 18 ¢ 19.

As sequéncias traduzidas de aminoacidos de CYPI-like (a) e CYPI-like (b) de M. edulis
apresentaram 33 % e 28 % de identidade com CYPIAl de humano, respectivamente, o que ¢
insuficiente para inclui-las na familia 1, segundo critérios de nomenclatura sugeridos por Nelson et al.
(1996). Porém a arvore filogenética construida com membros de todas as familias de CYPs,
demonstrou tratarem-se de sequéncias pertencentes ao mesmo ramo da familia CYP1 de vertebrados,
ao invés de outras familias do Clan 2 (CYP17 e CYP2), e por este motivo, estes genes foram anotados
como CYPI-like neste trabalho. As sequéncias protéicas traduzidas mostram que CYPI-like (a) e

CYPI-like (b) de M. edulis apresentaram similaridade de 46 % entre si, e portanto, fazem parte da
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mesma familia. CYPI-like (a) de M. edulis e M. californianus apresentaram 89 % de identidade,

representando possiveis sequéncias homologas nestas duas espécies de Mytilus.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
S EEt] LEEr] EEEEY ETTRY FRTY FEF FRPR PP FEeR) FER FRPPY NP FEETY ERRE PEPPY FFR PRSEY ERPRY Pee
hs_CYP1A1 --MLFPISMSATEFLLASVIFCLVFW IRASRPQVPKGLKNPPGPWGWPL IGHMLTLGKNPHLALSRMSQQYGDVLQIRIGSTPVVWLSGLDTIRQALVR

me cypl b WEIR.L...... Y.l o LTL..T..AETF.K.AI. .. .. FF..M_KW.TI._NSK.A.DE. .NK
me cypl a MDE.QVSNFEVIGIKFYIL. . AVTLVLVKIFOKLRNDLYLS. . .. .. F.IL..LPL..S..AET.MNI.RT....FK..M._W.TI._.NSREA..E. .MD
mc cypl a MDE.QVSNYEGIGISFFIL. . TVTLVLVKFFQTLWNDLYLS. .. ... F.IL..LPL..C..AKT.MNI.RT....FK..M..W.TI..NSREA..E. .MD

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

hs_CYP1A1 QGDDFKGRPDLYTFTLISNGQSMSFSPDSGPVWAARRRLAQNGLKSFSIASDPASSTSCYLEEHVSKEAEVL ISTLQELMAGPGHFNPYRYVWWSVTNVI

me cypl b MPEI.SD. .KF.SNNA.NKMKGLV .G-EYSQRLRLH .KI NGV .QE . ATSKSSPT—=---- -YL.R...DI..K.WIQSRD--ND. . .VHDIEMA.CA. .

me cypl a N.EV.SD..EF..GISLY_.MK.LA.G-SYT.R.KMH.KI.NHV.RQ.VS_.KNNPT-===-- -DVIN. . IDTV.KSFL.RKE--T. .S_HDDIFIGIGCI .

mc cypl a K.EV.SD..EF..GISYY.MK.I..G-SYT.R.KMH.KI.NHV.RQ.VS.KNNPT-===~~ -DVIN. . 1.TV.KSFL.RKE--N. .S.HDDIFLGIGCI .
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

D T I T T T D D Ery Py ey
hs_CYP1AL CAICFG-RRYDHNHQELLSLVNLNNNFGEVVGSGNPADF 1P ILRYLPNPSLNAFKDLNEKFYSFMQKMVKEHYKTFEKGHIRDITDSL IEHCQEKQLDEN

me cypl b YQLL._ SEMNC.SDRTFIDM._KNLKIIN._GASA_SFVNML.W.FIMPSKVKQLLERL .LNSK_AE.CIS.SLPSYD.N_.Q.GMV.G. .SAANKYAEK.V
me cypl a YOL...SA_NCREDKQF.KFIDNTKI.V.TA. .. .. L.WM.W. .FVMPWKAIR .QKVVALNRKVVSSE .N. .V.SYDDNNH. . . . . G.LSAAEQYGNSPE
mc cypl a YQL...SA.NC.EDKNF.Q.IEN.KI.N.TA.T...L.VM.W. _FVMPWKAIR.QK. IALYKTVFSSE.N..V.SYDNSNH. .. .. G. .SAAEQYGNSPE

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
hs_CYP1A1 ANVQLSDEKIINIVLDLFGAGFDTVTTAISWSLMYLVMNPRVQRKIQEELDTV IGRSRRPRLSDRSHLPYMEAF ILETFRHSSFVPFTIPHSTTRDTSLK
me cypl b HHDGITRHQ.YSTIR.FI. .. 1. TS.TLH.TVLL.SIHTNI.N.M_.Q.F_NIL.-G...S.Q.QCK...V..T...WM..GTIA.LN..... SS.VKFR
me cypl a LYNGITK.D.LSSLS.FM..__E._.S_.TLE.TIL..SYHND...RV.._1YS_. . -D.K.N.T.KCK. _FT_.T_. . VI.LATV. _MA_____. T..VFR
mc cypl a LYNGITK.E.LSSLS_FI..._E._.S.TLE_TIL._SYHNN.._RV___1YS_._ . -D.K_.K.T_KCK. _FT__.T_._.VI.VANV. .MAL...__ T..VFR

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
B D DR T T T e
hs_CYP1AL  GFYIPKGRCVIFVNQWQINHDQKLYVNPSEFLPERFLTPDGA IDKVLSEKVI I -FGMGKRKCIGET IARWEVFLFLAILLQRVEFSVPLGVKVDMTPIYGL

me cypl b DYE.K..TV..C_IYG.FK.KNI_TD.DK.R...... KVNT. IQEKADIIATQ. .V.R.R.._D.LSKR.L.._ITSIY_ALSTNLRS--DPNYGR. ITI
me cypl a NHT.K..TV..C.TYATAR.P...T..EK.S..... DNHNQ . NQQKADE .LT-. . 1 .R.R.P. .FL_KM.L. . .VTNIF. .F. IKLCS--EPNFE. _F_ .
mc cypl a NHK.K..TV._ C_MYATAM.P...T..EK.S..... DN.NQ.NQQRADE.LT-. .1 .R.R.P. .FL_KM.L. . .WNIF. .F.IELCS--EF .FE. _F_.

510
R COrrl Lere bF
hs_CYP1A1 TMKHACCEHFQMQLRSX

me cypl b NC.P_PYKIQIIPRYX-
me cypl a .C.PVPY.IKVTERCX-
mc cypl a [IC.PMSYQIKVSERCX-

Figura 17. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de CYPI-like (a) e CYPI-like (b) de M. edulis (me) com
uma sequéncia de CYPI-like (a) de M. californianus (mc) ndo anotada previamente ¢ uma sequéncia de CYP1A1
de Homo sapiens (hs) obtidas no GenBank (alinhamento multiplo - Clustalw). Os pontos indicam identidade em
relagdo a CYPIAI e cores iguais representam caracteristicas quimicas semelhantes dos aminoécidos.
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de CYP3-like (a), CYP3-like (b) e CYP3-like (c) de M.
edulis (me) com uma sequéncia de CYP3A4 de Homo sapiens (hs) obtida no GenBank e) (alinhamento multiplo
- Clustalw). Os pontos indicam identidade em relagdo a CYP3A44 e cores iguais representam caracteristicas
quimicas semelhantes dos aminoacidos.

A sequéncia de aminoacidos traduzida do gene CYP3-like (a) apresentou identidades de 50% e

de 58 % em relagdo a CYP3-like (b) e CYP3-like (c), respectivamente, e a sequéncia traduzida para

estes dois Ultimos genes apresentaram 46 % de identidade entre si. Identidades de 39 %, 40 % e 40 %

foram obtidas para CYP3-like (a), (b) e (c) em relagdo a CYP3A4 de humanos, respectivamente. As

sequéncias CYP3-like (a), (b) e (c) de M. edulis, apresentaram identidade de 34, 37 e 35 % em relagdo

a CYP30, uma sequéncia 36 % idéntica a CYP3A4 de humano descrita para o bivalve Mercenaria

mercenaria na literatura, utilizando-se alinhamento nf3o-mascarado (BROWN; CLARK; VAN

BENEDEN, 1998).
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Figura 19. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de CYP26-like de M. edulis (me) com uma sequéncia de
CYP26-like de M. californianus (mc) ndo anotada previamente e sequéncias CYP2641 ¢ CYP26B1 de Homo
sapiens (hs) obtidas no GenBank (alinhamento multiplo - Clustalw). Os pontos indicam identidade em relagdo a
CYP26A1 e cores iguais representam caracteristicas quimicas semelhantes dos aminoécidos.

A alta identidade (94,8 %) observada entre o fragmento de 644 bp de CYP26-like de M. edulis e
a regido alinhada correspondente a esse fragmento em M. californianus sugere fortemente que esses
genes sao homologos nas duas espécies de Mytilus. Uma identidade de 36 % e 35 % foi observada
entre a sequéncia de CYP26-like de M. californianus e CYP26A1 e CYP26BI de humano,
respectivamente.

Todas as sequéncias apresentaram as assinaturas dos motivos estruturais conservados em
proteinas CYP. Dentre eles estdo hélice-C (WxxxR), hélice-I (GXE/DTT), hélice-K (ExxR), PERF
(PxxFxPE;DRF) e regido de ligacio do grupamento Heme (xFxxGxRxCxG) em sua sequéncia

proteica (Rewitz et al., 2006).
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Analises filogenéticas para as sequéncias CYPI1-like (a), CYP1-like (b), CYP3-like (a), CYP3-
like (b), CYP3-like (c) e CYP26-like de M. edulis confirmaram as relagdes sugeridas anteriormente
através do alinhamento das sequéncias proteicas. Além disso, tais analises foram utilizadas para
agrupar CYPs de invertebrados e vertebrados a fim de demonstrar as semelhangas entre essas
sequéncias ndo apenas com os genes CYP de vertebrados, mas também com genes CYPs de diferentes
grupos de invertebrados (Figura 20).

A Figura 20 mostra que as sequéncias completas de M. edulis agruparam com CYPs de
vertebrados, de forma semelhante ao observado para o estudo preliminar com ESTs de Mytilus
californianus (Figura 15). Porém para CYP3-like, foi mostrado que todas as sequéncias completas de
M. edulis agruparam com CYP3s de vertebrados, o que ndo havia sido observado no estudo com ESTs
de M. californianus, onde algumas delas foram agrupadas também com CYP5 (Figura 15).

Viérias sequéncias ndo-anotadas de CYPs obtidas no genoma do molusco gastrépode Lottia
gigantea agruparam-se de forma mais proxima com os CYPs de Mytilus edulis do que com as
sequéncias dos outros grupos animais, representados por um equinodermo, um artropode e dois
vertebrados. Sequéncias de mosca e ourigo-do-mar agruparam melhor com CYP3 de vertebrados do
que as sequéncias CYP3-like identificadas nos moluscos M. edulis ou sequéncias ndo-anotadas de
Lottia gigantea. No caso de CYP1, sequéncias de ouri¢o-do-mar foram as que melhor agruparam com
os CYP1s de vertebrado, seguido dos moluscos (Mytilus e Lottia). Diferentemente do observado para
moluscos e equinodermo, foi observada uma auséncia de sequéncias de mosca no ramo dos CYPIls
nesta arvore. Interessantemente, CYP26-like de M. edulis e outras duas sequéncias de Lottia gigantea
foram as que melhor agruparam com CYP26 de vertebrados, seguidos por duas sequéncias de ourigo-

do-mar. Nao foram observadas sequéncias de mosca no ramo dos CYP26s desta arvore.
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Figura 20 - Andlise filogenética de maxima verossimilhanga para proteinas CYP1-like (a), CYP1-like (b),
CYP3-like (a), CYP3-like (b), CYP3-like (c) e CYP26-like de M. edulis (myted, anotagdo em vermelho)
caracterizadas no presente estudo. As sequéncias de M. edulis foram agrupadas com CYPs identificados em
genomas dos invertebrados Lottia gigantea (anotado como Lotgi; molusco, gastropode), Drosophila
melanogaster (anotado como drome; inseto, artropode), Strongylocentrotus purpuratus (anotado como Strpu;
equinodermo, ourigo-do-mar), ¢ os vertebrados Homo sapiens ¢ Danio rerio (anotagdao hs ¢ zf em azul)
(ClustalW; RaxML). As cores amarelo, roxo e cinza, marcadas na arvore, indicam as sequéncias pertencentes
aos Clans 2, 3 e 4, respectivamente.
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7.4.4. Expressao de genes CYP-like em diferentes érgaos de M. edulis

Um padrao bastante similar nos niveis de expressao génica nos diferentes 6rgaos de M. edulis
foi observado para os CYPI-like (a) e (b). Maiores niveis de ambos genes CYP!-like foram observados
na glandula digestiva. Para CYPI-like (a), gobnada e palpos labiais apresentaram niveis intermediarios
de expressao génica, que foram mais altos do que o pé, que apresentou a menor expressdo para este
gene. CYPI-like (b) foi observado em baixos niveis de expressdo para todos os 6rgdos, com excessao
da glandula digestiva (Figura 21).

Assim como foi observado para os niveis dos genes CYP1-like, altos niveis de expressdo dos
trés genes CYP3-like foram observados na glandula digestiva. Porém, diferentemente do padrdo de
expressao génica dos CYPI-like, os palpos labiais e a margem do manto também apresentaram altos
valores, que interessantemente, no caso dos palpos labiais foi maior em média do que os niveis em
glandula digestiva, para os tré€s CYP3-like analisados. Diferentemente de CYPI-like, que apresentavam
os niveis mais baixos no pé, este 6rgdo apresentou nivel intermediario para os CYP3-like (quarto
maior para CYP3-like b e c, e quinto maior para CYP3-like a). De uma forma geral, os niveis mais
baixos para os CYP3-like foram observados em branquia, se comparado ao nivel de expressdo génica
de outros 6rgdos. Assim como para as sequéncias CYP3-like, o Unico gene CYP26-like de M. edulis
identificado no presente trabalho, possui maiores niveis de expressdo nos palpos labiais e glandula
digestiva, porém palpos labiais foi o tnico o6rgdo a apresentar diferenca estatistica com relagdo a outros

orgados (musculo e gonada) (Figura 21).
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Figura 21. Analise da expressdo génica por PCR em tempo real de CYPs em diferentes orgdos de M. edulis.
Letras iguais indicam auséncia de diferenga entre os grupos (n=4-7 por grupo, Anova-Tukey post-hoc, p<0,05,

média + desvio padrdo).

7.4.5. Expressao génica dos CYP -like em M. edulis e indugdo por agonistas do receptor AHR.

Tanto o composto aroclor (mistura de PCBs) como o agonista endogeno do receptor AHR

FICZ nao causaram altera¢ao na expressao dos genes CYPI-like, CYP3-like ¢ CYP26-like em glandula

digestiva de M. edulis 24 h apés a injegao destes compostos (Figura 22)
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Figura 22. Expressdo dos genes CYPI-like, CYP26-like ¢ CYP3-like em glandula digestiva de M. edulis em
resposta a inje¢do de Aroclor ou FICZ (50 pg e 0.1 pg por grama de carne) ou 6leo vegetal (grupo controle). Nao
foram observadas respostas significativas entre os grupos tratados em relagdo ao controle (n=7 por grupo,
Anova-Tukey post-hock, p<0,05, média + desvio padrdo).

Em glandula digestiva, PCB 126 causou um aumento na expressdo génica de CYP3 (b). Na
maioria dos casos, os agonistas do receptor AHR, BNF e PCB126, ndo causaram alteracdo na
expressao dos genes CYPI-like, CYP3-like ¢ CYP26-like em glandula digestiva de M. edulis 24 horas
apos a inje¢ao destes compostos. Porém, a inje¢do com BNF causou um aumento na expressdo dos
genes CYP3-like (a), CYP3-like (b) e CYP26-like em branquia de M. edulis em relagdo ao grupo

controle (Figura 23).
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Figura 23. Expressdo dos genes homologos de CYPI-like, CYP3-like ¢ CYP26-like em branquia e glandula
digestiva de M. edulis injetados com BNF ou PCB126 (25 pg ou 2 ug por grama de carne) ou 6leo vegetal
(grupo controle). Letras iguais indicam auséncia de diferenga entre os grupos (n=8) por grupo (Anova-Tukey
post-hock, p<0,05, média + desvio padrio).
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7.5. DISCUSSAO

7.5.1. Busca por novos CYPs em bancos de ESTs de bivalves

No presente trabalho, foi encontrado um total de 113 sequéncias de ESTs ndo redundantes, de
citocromo P450 em moluscos bivalves, para os mexilhdes M. californianus e M. galloprovincialis (58
e 12 sequéncias, respectivamente) ¢ para as espécies de ostras C. gigas ¢ C. virginica (39 ¢ 14
sequéncias, respectivamente). Sequéncias dos quatro principais Clans de CYPs (2, 3, 4 ¢
mitocondrial), segundo a classificagdo sugerida por Nelson et al. (1998), foram identificados em ESTs
de M. californianus e C. gigas. Um nimero bastante limitado de sequéncias de genes CYP em
moluscos bivalves esta descrito e caracterizado na literatura (REWITZ et al., 2006). Dentre estas,
estdo uma isoforma de CYP4-like em Unio tumidus ¢ Mytilus galloprovincialis (CHATY; RODIUS;
VASSEUR, 2004), um CYP3-like de clam Mercenaria mercenaria (anotado como CYP30; BROWN;
CLARK; VAN BENEDE, 1998) e um CYP17-like em Crassostrea gigas (CYP356A1; Toledo-Silva et
al., 2008) (sequéncias de ESTs ndo foram contadas).

Nenhum CYP de organismos do Superfilo Lofotrocozoa, que inclui moluscos e uma grande
diversidade de outros grupos invertebrados (ex.: sipuncula e anelideos) foi expresso
recombinantemente, e avaliado quanto sua fun¢ao catalitica até o presente momento (REWITZ et al.,
2006). Portanto, ¢ dificil definir precisamente as funcgdes cataliticas ou a importancia fisiologica e
toxicoldgica exercida pelos CYPs identificados no presente trabalho. Porém, todas as bibliotecas de
EST de M. californianus identificadas, submetidas ao GenBank (GRACEY et al., 2007-2009, nao-
publicado) foram geradas a partir de organismos expostos a diferentes condicdes de estresse
ambiental, incluindo temperatura, hipoxia, metais e salinidade. Além disso, a assinatura provisoria das
sequéncias em familias conhecidas de genes de vertebrados inclui varios membros de familias que
estdo envolvidas nas respostas a exposicdo a xenobidticos em mamiferos (ex.. CYPs 1, 2 e 3;
NEBERT; RUSSEL, 2002). Portanto, existem fortes indicios de que muitos destes novos CYPs
identificados em bivalves estejam envolvidos no sistema de defesa do mexilhdo para o estresse

quimico ¢ ambiental.
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Recentemente, um crescente nimero de ESTs tém sido geradas para alguns bivalves,
incluindo varias espécies dos géneros Crassostrea e Mytilus (QUILANG et al., 2007; TANGUY et al.,
2008; VENIER et al., 2009). Estas ESTs sdo uma valiosa fonte de informagdo para gerar uma
amostragem preliminar da diversidade do sistema CYP em bivalves. Neste estudo, foi observado que a
maior parte das sequéncias de M. californianus encontra-se no Clan 2 (> 50 % do total), o qual inclui
CYPs da familia 1, 2 e 17, representados por 22 sequéncias similares a familia 2 de humano. Baldwin,
Marko e Nelson (2009), ao sumarizar as propor¢des de genes CYPs dos diferentes Clans em
organismos que possuem 0 seu genoma sequenciado, constatou que a dominédncia do Clan 2 ¢
observada também em humanos, peixe (baiacu, Fugu rubripes), equinodermo (ourigo-do-mar,
Stronglyocentrotus purpuratus), € que isso parece ser uma tendéncia nos grupos de deuterostomios
(BALDWIN; MARKO; NELSON, 2009) (Figura 16). O mesmo também ¢ observado no protostomio
nematoda (Caenorhabidits elegans). Porém, tal padrdo ndo ¢é observado nos genomas de outros
protostdomios do grupo ecdizoa, como ¢ o caso do grupo dos artrépodes Daphnia pulex (crustaceo),
Drosophila melanogaster, Bombyx mori, e Apis mellifera (inseto), que possuem sequéncias de CYPs
representadas dominantemente pelos Clans 3 ou 4, dependendo do grupo em questao (BALDWIN;
MARKO; NELSON, 2009) (Figura 16).

E possivel que o padrio de diversidade de CYPs observado para molusco bivalves, com
expansdo do numero de isoformas da familia 2, seja similar para outros membros do Superfilo
Lofotrocozoa (ex.: anelideos e sipuncula). Porém, revisdes recentes da arvore filogenética em metazoa
utilizando ferramentas moleculares, apontam para uma separacdo dos moluscos em um grupo
monofilético irmdo a um clado que inclui anelida, sipuncula, equiura, nemertina, phoronida e
brachiopoda (DUNN et al., 2008), e portanto, também ¢é possivel que hajam diferencas a respeito da
diversidade de CYPs destes grupos em relagdo a moluscos.

Este ¢ o primeiro estudo a sumarizar, mesmo que de forma preliminar, o sistema CYP de
moluscos bivalves. As sequéncias CYP que sdo mostradas representam um primeiro passo para a
caracterizagdo mais detalhada das fungOes e da expressdo génica destes CYPs em bivalves. Por
exemplo, a partir destas sequéncias associado a outras técnicas, foram clonadas as sequéncias

completas de genes CYPI-like, CYP3-like e CYP26-like em M. edulis, e estabelecidos padrdes de
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expressdo em diferentes orgdos (ver abaixo). Sequéncias adicionais de lofotrocozoa, ¢ a caracterizagdo
do genoma de espéces modelo neste grupo, serdo necessarias para a obten¢do da anotacdo e

conhecimento da diversidade de sequéncias de CYP neste grupo tdo pouco estudado.

7.5.2. Andlise das sequéncias de CYP1-like, CYP3-like e CYP26-like em Mytilus edulis

Foram clonados e sequenciados novos membros da superfamilia CYP no mexilhdo Mytilus
edulis similares as familias 1, 3 e 26 de vertebrados. Tais sequéncias foram comparadas em uma
arvore filogenética contendo genes identificados no genoma de um mamifero (humano) e de um
teledsteo (Danio rerio, peixe-zebra) previamente caracterizados (GOLDSTONE et al., 2006). CYPs
identificados em genomas de invertebrados, também foram incluidos na analise. Dentre eles, estava o
invertebrado  deuterostdmio  ourico-do-mar  Strongylocentrotus  purpuratus  (ourigo-do-mar;
equinodermata) e invertebrados protostomios Drosophila melanogaster (artropoda; insecta) e Lottia
gigantea (molusca; gastropoda) (GOLDSTONE et al., 2006). As sequéncias de aminoacidos deduzidas
em Mytilius apresentaram tamanho e assinaturas dos motivos estruturais conservados hélice-C, hélice-
I, hélice-K, PERF e regido de ligagdo do grupamento heme, caracteristico de CYPs de vertebrados e
invertebrados (REWITZ et al., 2006).

A obten¢ao da sequéncia codificante completa dos genes CYP ¢ geramente requerida para sua
classificacdo, uma vez que a conservagdo varia ao longo da sequéncia protéica. O sistema de
classificacdo de CYPs usado correntemente estabelece identidades protéicas de corte de 40 % ou 55
%, para serem classificadas nas mesmas familia ou sub-familia, respectivamente (NELSON et al.,
1996). As proteinas CYP deduzidas de Mytilus apresentaram identidade de 28% - 40 % com
sequéncias de familias especificas em vertebrados, o que a priori, ndo ¢ suficiente para enquadra-las
nas respectivas familias. E provavel, entretanto, que estas porcentagens de identidade sejam maiores se
regides ambiguas no alinhamento forem mascaradas, o que geralmente ¢ aceito na analise de genes
CYP (VERSLYCKE; GOLDSTONE; STEGEMAN, 2006; GOLDSTONE et al., 2007). Apesar de
serem poucos os casos em que CYPs de invertebrados possuem identidade suficiente para serem
incluidos nas mesmas familias de vertebrados (REWITZ et al., 2006), a analise filogenética realizada

sugere que as sequéncias podem ser anotadas de forma preliminar como sendo sequéncias similares as
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familias 1, 3 e 26, e portanto, foram adotados os termos CYPI-like (a), CYP1-like (b), CYP3-like (a),
CYP3-like (b), CYP3-like (c) e CYP26-like. As anotagdes preliminares, como CYP-like foram
preferidas no presente trabalho, em lugar de anotacdes oficiais utilizadas frequentemente para novas
sequéncias CYP de moluscos (ex.: CYP30 e CYP356A1; BROWN; CLARK; VAN BENEDEN, 1998;
TOLEDO-SILVA et al., 2008). Este tipo de anotacgao foi utilizada uma vez ndo existem informagdes
suficientes a respeito do Superfilo Lofotrocozoa em geral, para um sistema de classificagdo de CYPs
adequado para este grupo, apesar de alguns membros desse grupo ja possuirem o genoma sequenciado
(ALBALAT; CANESTRO, 2009). A denominac¢do com letras (ex.: a, b e ¢) ndo ¢é oficial e foi
utilizada aqui apenas para diferenciar as isoformas similares de uma mesma sub-familia. A falta de
concordancia observada entre a analise filogenética e a identidade de corte de 40 % para familias de
CYP, refor¢a a idéia de que o sistema de nomenclatura atualmente utilizado para CYPs ndo se mostra
muito adequado para invertebrados, e portanto, necessita de ajustes que acomodem distincias
evolutivas maiores do que aquelas observadas em vertebrados (GOLDSTONE et al., 2007).

As sequéncias CYPI-like identificadas em M. edulis apresentaram similaridade de 33 % e 28
% com CYPIAI de humano, e identidade de 46 % entre elas, o que sugere o agrupamento de ambas
sequéncias de Mytilus em uma unica familia. Evolutivamente, na linhagem dos deuterostdmios, genes
CYPI-like foram identificados em equinodermos, considerados pré-vertebrados, e também foram
detectados no genoma de tunicados, considerados uma linhagem basal de cordados. Porém até entdo,
ndo foram identificados em protostomios (GOLDSTONE et al., 2007). Apesar disso, sequéncias
CYPI-like estdo presentes no genoma do molusco gastropode Lottia gigantea (GOLDSTONE, 2008,
comunicacdo pessoal). As identidades das sequéncias CYPI-like de M. edulis encontradas no presente
trabalho em relagdo a CYPIs de vertebrados, encontram-se na faixa do nivel de identidade daquelas
observadas entre CYPIs de Ciona e vertebrados (21-41 % de identidade) e ourigo e vertebrados (38%)
(GOLDSTONE et al., 2007). Tais constatagdes sugerem que um conhecimento mais aprofundado do
grupo lofotrocozoa e um sistema mais adequado de classificacdo, possam vir a enquadrar estas
sequéncias como CYPI, ou como uma nova familia de CYPs.

A arvore filogenética mostrou que sequéncias CYP/ de ourigo-do-mar foram as que melhor

agruparam com os CYPIs de vertebrado, seguido dos moluscos (Mytilus e Lottia), o que concorda com
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as similaridades previamente anotadas por GOLDSTONE et al. (2007) para ourigo-do-mar.
Diferentemente do observado para moluscos e equinodermos, foi observada uma auséncia de
sequéncias de mosca no ramo dos CYPIs nesta arvore. O fato de que CYPs sdo muito mais estudados
em artropodes, principalmente insetos, do que em qualquer outro protostdmio, pode ter ajudado na
inferéncia até entdo de que CYP/ ¢ uma familia restrita a vertebrados (REWITZ et al., 2006). Estudos
filogenéticos mais detalhados ajudardo a incluir, ou ndo, genes de protostdomios na familia CYPI.

As trés sequéncias CYP3-like apresentaram uma identidade 39-40 % com os CYP3 de
vertebrados, e 46-58 % de identidade entre si. Considerando-se que ndo foi usado qualquer
mascaramento de regides ambiguas ¢ provavel que a utilizacdo deste artificio seria suficiente para
agrupar esses genes na familia 3 de vertebrados (>40%). O carater conservado para CYP3 em grupos
animais foi observado anteriormente nas comparagdes de um organismo da linhagem basal dos
deuterostomio, o tunicado Ciona (Verslycke et al., 2007), ou CYP30 identificado no molusco bivalve
Mercenaria mercenaria (BROWN; CLARK; VAN BENEDEN, 1998), com CYP3 de vertebrados.
Considerando-se relagdes filogenéticas destes grupos (tunicados e moluscos), com os vertebrados, era
de se esperar que tunicado apresentasse genes CYP3 com uma maior identidade, porém, esse ndo
parece ser o caso uma vez que CYP3(0 apresenta identidade consideravelmente maior (VERSLYCKE;
GOLDSTONE; STEGEMAN, 2007). Interessantemente, os CYP3-like de Mytilus apresentaram maior
identidade para CYP3 de vertebrados, do que os CYP3 de tunicado, ou do que o previamente
identificado CYP30 de bivalve. Além disso, a identidade dos trés CYPs de Mytilus com CYP30 de
Mercenaria ndo ¢ tao expressiva (34-37%) quanto a encontrada em relagdo aos CYP3s de vertebrados
(39-40%). Estas constatacdes sugerem que CYP3-like de Mytilus sejam mais similares aos de
vertebrados, do que se poderia imaginar, baseando-se em analises prévias de outros invertebrados. Em
ecdizoa (D. melanogaster), CYP3 de vertebrados diversificaram-se nas familias CYP6s e CYPYs, e em
ourico, as relagdes de genes similares a CYP3 ainda ndo sdo bem estabelecidas, apesar de
apresentarem altas identidades com relagdo a CYP3 de vertebrados (VERSLYCKE; GOLDSTONE;
STEGEMAN, 2006). Um estudo mais detalhado com membros do Clan 3 ¢é necessario para o
estabelecimento de divisdes classificatorias para invertebrados e vertebrados dentro deste grupo, que

possivelmente possuam uma linhagem génica ancestral comum que divergiu de 800 a 1000 milhoes de
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anos, antes da divisdo entre deuterostomios e protostomios (VERSLYCKE; GOLDSTONE;
STEGEMAN, 2006).

Os primeiros genes CYP26 de organismos ndo-deuterostomios a serem identificados foram
obtidos e caracterizados apenas recentemente nos genomas do molusco gastropode Lottia gigantea
(dois genes) e do anelida poliqueta Capitella sp (quatro genes), ambos pertencentes ao superfilo
lofotrocozoa (ALBALAT; CANESTRO, 2009). Tal estudo procurou identificar genes relacionados
com a maquinaria metabolica de acido retindico (AR), da qual o CYP26 é um importante integrante.
Porém, a existéncia de CYP26 e de outros genes relacionados ao metabolismo do AR no grupo
lofotrocozoa, ndo parece ser uma regra, uma vez que este gene nao ¢ encontrado nos genomas de
outros taxons do grupo, incluindo o anelideo Helobdella robusta e o platelmintos Schistosoma
mansoni (ALBALAT; CANESTRO, 2009). A identificagdo da sequéncia similar a CYP26 no presente
estudo expande a presenga deste gene, e possivelmente da maquinaria de AR, para o grupo dos
moluscos bivalves, em particular para o género Mytilus (M. californianus e M edulis). Similarmente ao
estudo filogenético de Albalat e Canestro (2009) que ndo encontrou CYP26 em grupos de ecdizoa
(sete espécies), ndo foi observada a presenca de um CYP26 em Drosophila. Na analise do presente
estudo, CYP26-like de M. edulis e outras duas sequéncias de Lottia gigantea foram as que melhor
agruparam com CYP26 de vertebrados, seguidos por duas sequéncias de ourico-do-mar. Portanto, €
possivel que, a exemplo do observado por Albalat e Canestro (2009) para o molusco gastropode Lottia
gigantea, uma maquinaria metabolica de AR similar a de vertebrados possivelmente esteja presente
em bivalves.

Quanto as possiveis fungdes destas novas proteinas CYPs em bivalve, ¢ bastante dificil avalia-
las sem uma analise mais apurada, como por exemplo, pela expressdo recombinante e avaliagdo
estrutural (GOLDSTONE et al., 2007). E importante observar que estes valores de identidade (28-
40%), apesar de relativamente baixos em relagdo a outras espécies, ndo excluem a possibilidade de
similaridades cataliticas para CYPs ortdlogos. Por exemplo, as proteinas CYP, CYP306Al e
CYP315A1, do lepidoptero Manduca sexta, sdo apenas 33-40% idénticos aos ortélogos em diptero,
mas suas fun¢des sdo conservadas (REWITZ et al., 2006). De qualquer forma, especulagdes a respeito

das fungdes de ortdlogos CYP devem ser feitas com bastante cuidado, uma vez que mesmo proteinas
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CYP com alta identidade, podem apresentar competéncia catalitica diferente, algumas vezes até por

substituicdo unica de aminodcido em regides importantes (REWITZ et al., 2006).

7.5.3. Expressdo génica de CYPs no mexilhdo Mytilus edulis e inducéo por contaminantes

Niveis de expressao dos genes CYPI-like, CYP3-like e CYP26-like foram avaliados quanto a
sua distribuicdo em sete orgdos: glandula digestiva, gonada/manto, palpos labiais, papilas sensoriais,
musculo adutor, branquia e pé, do mexilhdo M. edulis. A possivel inducdo destes genes para as
substancias agonistas do receptor AHR BNF, PCB 126, aroclor 1254 ¢ FICZ também foram avaliadas.
Os resultados mostraram um padrdo de expressdo distinto Orgdo-especifico para as diferentes
isoformas de CYP avaliadas em Mytilus. Porém, foram verificadas algumas similaridades com a
distribuicdo orgdo-especifica de familias CYP de vertebrados, considerando-se 6rgdos com fungdes
equivalentes. Quanto a inducao por agonistas de AHR, os resultados indicam importantes diferencgas
em relacdo aos padroes observados em vertebrados.

Os membros da familia CYP1 de vertebrados tém sido extensivamente estudados devido a sua
comprovada importancia no metabolismo de xenobidticos, farmacos, moléculas endogenas,
carcinogénese, estresse oxidativo, hepatotoxicidade, doengas relacionadas a polimorfismos, dentre
outros (NEBERT; RUSSEL, 2002). A expressao da familia CYP1 em humanos ¢ induzida via receptor
AHR, um fator de transcricdo que ¢ ativado pela ligacdo de PAHs. Os niveis dos CYP1s de humano
CYP1A1, 1A2 e 1B1 variam num padrido 6rgio-especifico.Quanto suas fungdes, CYP1Al e CYPIBI
sdo os mais eficientes no metabolismo de PAHs; CYP1A1 também inativa prostaglandinas; CYP1A2
e CYP1BI hidroxilam estrogeno; enquanto CYP1A2 metaboliza arilaminas, N-heterociclicos e cerca
de 10-20 drogas diferentes (NEBERT; RUSSEL, 2002). Apesar de haver diferencas na especificidade
para substratos e tipos de reacles catalizadas, estas trés enzimas detoxificam ou ativam varios
carcinégenos de importancia ambiental. Além do metabolismo de estrégenos, outras importantes
fungdes endogenas para esta familia sdo sugeridas, como por exemplo, o metabolismo de &cido
retindico (NEBERT; RUSSEL, 2002).

Em peixes, a alta indutibilidade da isoforma CYP1A por contaminantes ambientais (eX.:

PAHs, PCB coplanares, dibenzofuranas policlorinadas e dibenzodioxinas), ao nivel génico, proteico ¢
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catalitico, fez desta isoforma um biomarcador de contaminagdo aquatica amplamente utilizado em
estudos ambientais (PAYNE et al., 1976; BUCHELLI; FENT, 1995). Recentemente, a descoberta de
outros quatro genes de CYPI em peixes (IB1, ICI, 1C2 e 1D]I), incluindo dois que ndo sdo induzidas
por agonistas do receptor AHR (/C2 e IDI), sugerem uma possivel importancia de membros da
familia 1 em fungdes endogenas do organismo, além das func¢des relacionadas a biotransformagao de
contaminantes (JONSSON et al., 2007a; JONSSON et al., 2007b; ZANETTE et al., 2009). A fungio
das proteinas codificadas pelos dois genes CYPI-like de Mytilus edulis identificados no presente
trabalho permanecem para ser elucidadas.

De forma geral, a importancia fisiologica ou relacionada a polui¢do, dos genes/proteina CYP
da familia 1 em invertebrados deuterostomios ainda ndo ¢ clara (ex.: tunicado), € em protostdmios, a
presenca destes genes em ainda € questionavel (REWITZ et al., 2006; GOLDSTONE et al., 2007;
GOLDSTONE et al., 2008). Mesmo assim, muitos trabalhos t€m tentado detectar algum gene,
proteina, ou atividade catalitica de CYP1A em moluscos bivalves, como em ostras e mexilhdes, tendo
em vista o interesse neste grupo de organismos para estudos de monitoramento e toxicologia ambiental
(CANOVA et al., 1998; LIVINGSTONE, 1998; SHAW et al., 2000; SOLE; NASCI; LIVINGSTONE,
2000; WOOTTON et al., 2005; MONARI et al., 2007; PETERS; NASCI; MONARI et al., 2008).
Porém, uma série de problemas nas metodologias utilizadas para detecgdo de CYPIA em moluscos,
como por exemplo, baixa atividade para os substratos de CYP1A conhecidos utilizados em ensaios
cataliticos (ex.: Benzo[a]pireno e etoxiresorufina) (LIVINGSTONE; FARRAR, 1984; STEGEMAN,
1985; ; SOLE; NASCI; LIVINGSTONE, 2000), nio-validacdo na utilizagdo de anticorpos para
proteinas e sondas para mRNA ndo-especificos (ex.: desenhados para peixes ¢ mamiferos) (CANOVA
et al.,, 1998; LIVINGSTONE, 1998; SHAW et al., 2000; SOLE; NASCI; LIVINGSTONE, 2000;
WOOTTON et al., 2005; MONARI et al., 2007; PETERS; NASCI; MONARI et al., 2008), tem
gerado incertezas a respeito da especificidade destas metodologias empregadas para este proposito.
Por exemplo, dois dos anticorpos de CYP1A usados nos estudos citados, um “anti-truta arco iris” e
“anti-perca” detectaram bandas eletroforéticas, com pesos moleculares similares a CYP1A, mas que
quando identificadas por MALD-TOF-MS revelaram sequéncias de proteinas do citoesqueleto actina e

tropomiosina (GROSVIK et al., 2006). Apesar do estudo ndo ter sequenciado todas as bandas que
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apareceram nos géis, fica claro a necessidade de precaucdo ao se avaliar os dados obtidos com esses
anticorpos, uma vez que nenhuma proteina detectada por eles foi identificada até o presente momento
como CYP1A ou CYP1-like.

No presente trabalho, a identifica¢do e caracterizagdo filogenética de duas sequéncias CYPI-
like em Mpytilus edulis, possibilitaram a aplicagdo de uma metodologia de avaliacdo de expressdo
génica (PCR em tempo real) especifica para avaliar sua distribuigdo em diferentes 6rgaos e a possivel
indugdo por contaminantes classicamente indutores de CYP1A. Os resultados obtidos mostram que a
distribui¢do orgdo-especifica da expressdo génica de CYPI-like de M. edulis é de certa forma
semelhante ao padrdo de distribui¢do da expressdo génica de CYPIA observada para vertebrados.
Porém, substancias indutoras da expressao génica de CYPI/A4 em vertebrados, ndo mostraram nenhum
efeito aparente na indug@o dos CYPI-like de bivalves.

Maiores valores na expressao dos genes CYPI-like foram observados na glandula digestiva. A
glandula digestiva de moluscos, assim como o figado de vertebrados, possui um papel central na
eliminacdo de xenobiodticos ¢ fungdes enddgenas de regulagdo do metabolismo (MARIGOMEZ;
LEKUBE; CANCIO, 1999). Estudos ainda sugerem a existéncia de uma regulacdo hormonal por
estrogénio (E,), hormoénio de crescimento epidermal (EGF), insulina e zinco, no metabolismo de
células isoladas desse oOrgdo, o que inclui estimulacdo da atividade de enzimas glicoliticas e
desregulagdo do balango redox mediada por sinalizagdo celular (ex.: tirosina quinases) (CANESI et al.,
2007). Outras fungoes também sdo atribuidas a esse 6rgdo em bivalves, como mecanismos de defesa
imune e regulagdo homeostasica do meio interno (calcio, pH hemolinfatico, volume celular)
(MARIGOMEZ; LEKUBE; CANCIO, 1999). Goénada e palpos labiais apresentaram niveis
intermedidrios para a expressdo do gene CYPI-like (a), porém a expressao de CYPI-like (b) foi
exclusivamente alta em glandula digestiva. Interessantemente, dentre os cinco CYPI de peixes, apenas
CYPIA possui maiores niveis hepatico de expressao génica, enquanto todos os outros CYPs (/B],
ICI1, 1C2 e IDI) possuem maiores niveis em tecidos extra-hepaticos (JONSSON et al., 2007b;
ZANETTE et al., 2009). Supondo-se que a distribuicdo oOrgdo-especifica de um gene fornece

informacdes a respeito das func¢des relacionadas ao mesmo, ¢ de se esperar que alguma similaridade
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entre a fungdo dos dois CYPI-like de molusco, ¢ de CYPIA de vertebrado possa existir, sendo ela
relacionada ao metabolismo de xenobioticos, ou ao metabolismo de moléculas enddgenas.

Quanto ao possivel aumento na expressdo dos genes CYPI-like de M. edulis, por substancias
agonistas do receptor AHR, foi observada uma auséncia de inducdo para os compostos testados.
Algumas hipoteses podem ser sugeridas: (1) O receptor AHR em M. edulis ndo existe, ou existe e ndo
¢ ativado pelos mesmos agonistas do receptor AHR de vertebrados; (2) A regido promotora dos genes
CYPI-like de M. edulis ndo possuem elementos de respostas a xenobioticos (XRE) funcionais; (3) as
doses de contaminante e o tempo de exposi¢ao utilizados ndo possibilitaram a verificagdo de uma
“janela de resposta” quantificavel. Quanto a hipdtese 1, o gene homdlogo ao AHR de vertebrados foi
identificado e clonado em M. edulis (Mark E. Hahn, comunicagdo pessoal) e em outros invertebrados,
como por exemplo Caenorhabditis elegans (Nematoda), Drosophila melanogaster (Diptera) e Mya
arenaria (Bivalvia) (WIESNER et al., 2003). Porém, no bivalve Mya arenaria ele ndo possui
afinidade pelo agonista do receptor AHR mais potente conhecido (TCDD) (BUTLER et al., 2001),
sendo portanto, essa uma explicacdo viavel para a auséncia de inducdo observada em M. edulis.
Quanto a hipotese 2, ndo se conhece até o presente momento a sequéncia da regido promotora destes
genes recém identificados, e quanto a terceira possibilidade, varios tempos de exposi¢do (KIM et al.,
2008) e varias doses destes contaminantes, em doses muito menores, sdo suficientes para induzir
fortemente CYP1A em figado de peixe (JONSSON et al., 2007a; ZANETTE et al., 2009). Portanto é
pouco provavel que se tenha perdido uma possivel janela de resposta dos animais tratados com os
agonistas do AHR. De qualquer maneira, outras doses e tempos de exposi¢do deverdo ser testadas em
experimentos futuros. Em suma, o presente estudo sugere que os genes CYPI-like em branquia ou
glandula digestiva de M. edulis ndo sao fortemente induzidos pelos contaminantes testados, como ¢
verificado em vertebrados, e portanto ndo apresentam aplicabilidade aparente como biomarcadores da
presenga de contaminantes agonistas do receptor AHR de vertebrados. Porém, é possivel que haja uma
regulacdo destes genes por outras classes de contaminantes e receptores de importancia, o que sugere a
necessidade de mais estudos que verifiquem a possibilidade de sua futura aplicagdo no monitoramento
ambiental. Além disso, ndo se pode descartar a possibilidade de que estes contaminantes estejam

promovendo a indugdo na expressdo de outros genes biomarcadores ndo analisados no presente estudo.
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Genes CYP de Mytlilus edulis, com alta identidade paras as familias 3 ¢ 26 de vertebrados
também foram avaliados ao nivel de expressdo Orgdo-especifica e inducdo pelos mesmos
contaminantes citados anteriormente. Em humanos, a familia CYP3 possui quatro membros, sendo
que as isoformas CYP3A4 e CYP3AS representam, dentre todos os 57 CYPs de humanos, as mais
abundantemente expressas ao nivel protéico em figado, trato gastrointestinal, e metabolizam mais de
120 farmacos, frequentemente prescritos, e substratos endogenos como os esterdis, acido
araquidonico, acidos biliares, vitamina D e metabolitos secundarios de plantas (NEBERT; RUSSEL,
2002; VERSLYCKE; GOLDSTONE; STEGEMAN, 2006). Estima-se que entre 40—-60 % de farmacos
usados em humano, sejam metabolizados por esses CYP3A (GUENGERICH, 1999). As outras duas
isoformas, CYP3A43 e CYP3A7, ndo possuem fungdo conhecida. A expressdo desta familia ¢é
induzida no figado e intestino por uma grande diversidade de drogas, que apresentam as mais variadas
estruturas. A base molecular para esta regulacdo se da por um fator de transcricdo denominado
receptor pregnano X (PXR), que possui afinidade de ligacdo a uma grande variedade de drogas.
Quando ativado o receptor PXR ¢ translocado para o nucleo e ativa a expressdo génica de CYP3A.
Além do PXR, outro receptor, denominado receptor androstano constitutivo (CAR) também ativa
CYP34 por um mecanismo semelhante (NEBERT; RUSSEL, 2001).

Em insetos, os genes similares a CYP3, estdo agrupados nas familias CYP6 e CYP9. Varias
evidéncias mostram que isoformas especificas de CYP6 de insetos sdo induzidos por xenobidticos,
drogas, ecdisterdides e estdo envolvidos na resisténcia de insetos, uma vez que sao superexpressos em
linhagens metabolicamente resistentes a inseticidas organofosforados e carbamatos. Por exemplo,
CYP6A2 de inseto expresso de forma heterologa possui a capacidade de metabolizar os inseticidas
heptacloro e aldrin por epoxidacdo, ¢ diazinon por desulfuronagdo. CYP9 ¢ induzido por produtos
secundarios de planta e outros xenobidticos (SNYDER, 2000). Portanto € provavel que uma possivel
indugdo de genes CYP3-like, ¢ importantes fun¢des endogenas e relacionadas a detoxificagdo estejam
presentes em outros invertebrados.

No presente estudo, a expressdo de CYP3-like foi maior em glandula digestiva do que na
maioria dos outros orgdos, seguida dos palpos labiais. A distribuicdo 6rgdo-especifica para os trés

genes CYP3-like de M. edulis, foi bastante similar, com maiores niveis em palpo labial, glandula
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digestiva ¢ margem do manto; niveis intermediarios em gonada, musculo adutor e pé; e niveis mais
baixos em branquias.

Uma analise das fungdes conhecidas associadas ao palpo labial, um o6rgdo ainda pouco
estudado, se tratando de respostas toxicologicas, pode auxiliar na investigacdo a respeito da fungdo
destes genes/proteinas CYP3-like neste 6rgdo. Em relagdo a doengas e defesas imunoldgicas, é sabido
que o palpo labial é uma importante porta de entrada para alguns patdogenos, como por exemplo o
protozoario Marteilioides chungmuensis (TUN et al., 2008) e patdgenos virais norovirus e poliovirus
(MCLEOD et al., 2009) na ostra C. gigas. Os palpos labiais também s@o 6rgdos com maior quantidade
de glicosamino-glicanas, sulfato de heparina, histamina e células similares a mastocitos, o que sugere
uma importancia deste 6rgdo na defesa contra infec¢des (ULRICH; BOON, 2001; SANTOS et al.,
2002). Quanto a alimentagdo, juntamente com as branquias, o palpo labial tem um papel importante na
selecdo de particulas obtidas na alimentagdo (DUTERTRE et al., 2007, BENINGER et al., 2008),
porém a seleg@o de particulas maiores do que a abertura plical é exclusivamente atribuida ao palpo
labial e ndo as branquias (BENINGER et al., 2008). Além disso, a habilidade de produzir muco,
possivelmente compostas por proteoglicanas, para formagdo das chamadas “pseudo-feses” em
bivalves, também sdo atribuidas a este 6rgdo (BENINGER; VENIOT; POUSSART, 1999). Além da
importancia para a producao de pseudo-feses, é sabido que o muco secretado em outros invertebrados
filogeneticamente relacionados, como por exemplo poliquetas (anelida), pode ter uma fungdo de
protecdo ao estresse oxidativo (MORAES et al., 2006). Do ponto de vista ecologico, Dutertre et al.
(2007) sugerem uma correlagdo positiva entre a area do palpo labial (porém nao nas branquias) com a
turbidez das agua onde sao encontradas as populacdes de C. gigas.

Tendo em vista a maior expressdo dos trés genes CYP3-like no palpo labial e da possivel
importancia deste o6rgdo nas defesas para xenobioticos e patégenos (ver acima), o presente estudo
sugere a investigacdo dos palpos labiais como um possivel 6rgdo alvo para estudos ecotoxicoldgicos
utilizando moluscos bivalves, além de oOrgdos como as brianquias e a glandula digestiva,
tradicionalmente analisados em estudos toxicologicos em bivalves.

Quanto ao teste de inducdo dos genes CYP3-like de M. edulis, por substancias agonistas do

receptor AHR de vertebrados, foi observada uma inducdo na expressdo gé€nica de CYP3-like (a) ¢
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CYP3-like (b) em branquias, em animais tratados com BNF. BNF ¢ um flavondide sintético
classicamente utilizado como agonista modelo para estudos da ativagdo do receptor AHR em
vertebrados e, portanto, representa um indutor de CYP1A de vertebrado (JONSSON et al., 2007b). A
afinidade de BNF por receptores nucleares de invertebrados, ou o seu efeito na indugdo de CYPs em
invertebrados, ndo esta bem caracterizado na literatura. Em vertebrados, o principal mecanismo de
indug¢do de CYP3 envolve a ativacdo do receptor PXR. Porém, o sitio de ligagdo de PXR ¢ altamente
variavel entre espécies, mesmo entre os vertebrados, possuindo afinidades diferentes para compostos
especificos (EKINS et al., 2008). Estudos sugerem que o PXR em invertebrados primitivos tais como
os cefalocordados (tunicados), possui uma limitacdo muito maior no nimero de possiveis agonistas, e
possui uma afinidadade pelo ligante FICZ, um potente agonista endoégeno do receptor AHR em
vertebrados superiores (EKINS et al., 2008). A existéncia ou caracterizagdo de PXR em moluscos néo
¢ conhecida, mas tendo em vista o que foi exposto acima, a possibilidade de semelhangas estruturais
do sitio de ligacdo com PXR de vertebrados é remota. Em insetos genes CYP3-like (ex.. CYP6 ¢
CYPY) sao induziveis por classes distintas de compostos (ex.: inseticida heptacloro e fenobarbitol).
Porém, os receptores nucleares envolvidos nestas indugdes ndo sdo conhecidos. O possivel
envolvimento de outros receptores nucleares na inducdo de respostas de CYP em molusco, como por
exemplo, PPAR e CAR, também ndo pode ser descartada.

Outro gene estudado em M. edulis, foi um CYP26-like. Tanto o padrdo de expressdo génica
orgdo-especifica, como a inducdo por agonistas do receptor AHR, foram bastante semelhantes aos
genes CYP3-like (a) e CYP3-like (b). Tal resposta sugere semelhancas na regulagdo destes genes, o
que ¢ bastante interessante, tendo em vista que sdo genes que possuem fung¢des bem distintas em
vertebrados. A familia 26 possui um importante papel na degradacdo de acido retindico (RA), que por
sua vez possui um papel sinalizador no desenvolvimento embrionario e no ciclo celular, por ligar-se
aos receptores nucleares RAR e RXR, e consequentemente modulam uma variedade de outros genes
(SAKALI et al., 2001). No invertebrado Ciona (tunicado) um gene CYP26 homologo foi identificado e
apresenta padrdes de expressdo durante o desenvolvimento e indu¢do por RA que sugere fungdes
semelhantes as descritas em vertebrados (NAGAMOTO; FUJIIWARA, 2003). Recentemente, um

homoélogo de CYP26 foi também identificado no genoma do molusco gatrépode L. gigantea,
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juntamente aos genes Raldh ¢ RXR, o que sugere a presenga em protostomios de uma maquinaria
celular relacionada ao metabolismo de RA também presente em protostomios (ALBALAT;
CANESTRO, 2009). Além disso, PCB77, um agonista do receptor AHR pode interagir de diferentes
maneiras na homeostase de acidos retindicos (ARUKWE; NORDBO, 2008). Estudos futuros com o
presente gene identificado e caracterizado em M. edulis poderdo identificar outros compostos
indutores de CYP26-like nesta espécie, assim como elucidar os mecanismos de regulagdo envolvidos e
sua importancia para estudos toxicoldgicos e fisiologicos.

Em suma, os resultados apresentados reforcam a existéncia de diferengas marcantes nos
mecanismos de indugdo, e possivelmente no metabolismo associado ao sistema CYP em espécies
filogeneticamente distantes, como por exemplo, moluscos, insetos, tunicados e vertebrados. Portanto é
necessario que mais estudos do sistema CYP como um todo sejam realizados em organismos
especificos, como por exemplo, em moluscos bivalves. A extensdo do presente estudo, para uma
caracterizacdo deste sistema potencialmente ird indicar tanto CYPs que sdo regulados por uma ampla
variedade de contaminantes, como CYPs que sdo regulados por contaminantes especificos. O
conhecimento obtido através de tais estudos podera contribuir na elucidagido, ndo apenas da existéncia
de novos biomarcadores de contaminagdo aquatica, como também importantes mecanismos

fisiologicos ainda ndo conhecidos destes organismos de importanica econdmica, social e ambiental.
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7.6. CONCLUSOES

Cerca de 113 sequéncias expressas de citocromo P450 (CYP) em moluscos bivalves dos
géneros Mytilus e Crassostrea foram identificadas em bancos de ESTs e o estudo filogenético
de 58 sequéncias de M. californianus sugere a existéncia de uma expansdao do Clan 2,
mostrando um padrdo semelhante ao observado na diversificacdo do sistema CYP de

vertebrados;

Novos genes CYPI-like, CYP-3 like e CYP26-like foram identificados em M. edulis e suas
sequéncias completas demonstraram identidade relativamente alta (de 28% a 40 %) com
familias de CYPs de vertebrados. A identificagdo destes genes permitiu a avaliagdo
quantitativa dos mesmos através de PCR em tempo real, representando um primeiro passo na
solucdo de um problema historico relacionado a tentativa da quantificacdo de CYPs

(principalmente CYP1) em bivalves.

A expressdo dos genes CYPI-like apresentaram um padrdo Orgdo-especifico similar ao
observado para CYPIA de vertebrados, com maior expressdo em glandula digestiva, um 6rgéo
que compartilha algumas semelhancas funcionais ao figado de vertebrados. Por outro lado,
diferentemente de vertebrados, os genes CYPI-like ndo foram induzidos por substincias

agonistas do receptor AHR de vertebrados;

Os genes CYP3-like e CYP26-like mostraram uma distribuigcdo de expressdo orgdo-especifica
semelhantes, apesar das familias similares em vertebrados possuirem fungdes bem distintas.
Diferentemente dos genes CYPI-like, as duas isoformas de CYP3-like e uma de CYP26-like
sdo aparentemente induzidas pelo agonista do receptor AHR betanaftoflavona em branquias

de M. edulis;
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Uma maior expressdo dos genes CYP3-like e CYP26-like em palpos labiais sugerem alguma
importancia destes CYPs neste 6rgdo de moluscos bivalves. A maioria dos estudos de
ecotoxicologia com moluscos bivalves utiliza os 6rgdos branquia e glandula digestiva. O
provavel envolvimento dos palpos labiais nas defesas para xenobidticos e sua importancia

ecotoxicologica para estes organismos devem ser melhor investigados em estudos futuros.
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8. Capitulo 11

Identificacdo e caracterizacdo de novos genes de citocromos P450
da familia 1 (CYP1) em peixes utilizados como modelo em estudos

ambientais (Fudulus heteroclitus e Poecilia vivipara).
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8.1. INTRODUCAO

8.1.1. Caracteristicas do peixe Fundulus heteroclitus (Linneus, 1766)

A sistematica do peixe Fundulus heteroclitus esta relacionada abaixo:

Filo Chordata

Classe Actinopterygii
Ordem Cyprinodontiformes
Familia Fundilidae

Género Fundulus

Espécie Fundulus heteroclitus

Figura 24. O peixe Fundulus heteroclitus

O peixe teleosteo Fundulus heteroclitus (Figura 24), também conhecido popularmente como
killifish, tem sido largamente utilizado como organismo modelo em estudos ambientais no hemisfério
Norte-Americano por ser uma das espécies mais abundantes em regioes estuarinas da Costa Atlantica
da América do Norte (BURNETT et al., 2007; MATSON et al., 2008). Além disso, possui pequeno
tamanho, desenvolvimento rapido, tolerancia para condi¢des diversas e resisténcia para sobreviver em
locais com altos niveis de contaminagdo. Nos Estados Unidos, habitam muitos dos locais denominados
Superfund Sites que estdo na Lista de Prioridade Nacional da Agéncia de Prote¢do Ambiental dos
EUA (USEPA). O killifish também ¢ frequentemente utilizado em estudos toxicoldgicos, incluindo

estudos de toxicologia no desenvolvimento embriondario e de carcinogénese (BURNETT et al., 2007).
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8.1.2. Caracteristicas do peixe Poecilia vivipara (Bloch & Schneider, 1801)

A sistematica do peixe Poecilia vivipara esté relacionada abaixo:

Filo Chordata

Classe Actinopterygii
Ordem Cyprinodontiformes
Familia Poeciliidae

Género Poecilia

Espécie Poecilia vivipara

Figura 25. O peixe Poecilia vivipara

O peixe Poecilia vivipara (Figura 25) ocorre ao longo de toda a costa brasileira. Esta espécie ¢
resistente a variacdes ambientais (ex.: temperatura e salinidade), possui populagdes ndo migratorias e
estd amplamente distribuida em ambientes lénticos salinos na América do Sul, Costa Atlantica,
representando um modelo potencial para estudos ambientais (GOMES; MONTEIRO, 2008). Além
disso, P. vivipara ¢ uma espécie filogeneticamente proxima ao killifish Fundulus heteroclitus,
estabelecido ha aproximadamente trés décadas como o primeiro peixe modelo para estudos ambientais
na América do Norte, o que possibilita a realizagdo de estudos comparativos com esta espécie ja bem

estudada (ex.: STEGEMAN, 1978; MATSON et al., 2008).

8.1.3. Citocromos P450 da familia 1 (CYP1)
As enzimas citocromo P450 (CYP) catalisam o metabolismo oxidativo de milhares de drogas,
xenobiodticos, e moléculas enddgenas. Contaminantes ambientais, como os hidrocarbonetos

halogenados, PAHs, herbicidas e pesticidas estdo entre os muitos substratos de CYP1ls de mamiferos
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(CYP1A1, CYP1A2 e CYP1IBI1) (NEBERT; RUSSEL, 2002) ¢ CYP1As de peixes (SCHOBER et al.,
2006). Enquanto o metabolismo geralmente resulta em detoxificagdo do contaminante, a acdo das
enzimas CYP1 também pode gerar metabolitos toxicos que contribuem para o aumento do risco de
cancer, deformades embrionarias e outros efeitos toxicos (NEBERT; KARP, 2008). Estas
caracteristicas levaram ao amplo uso da expressdo de genes CYP/4 como um marcador de exposi¢cdo
ambiental para contaminantes agonistas do receptor AHR em humanos e vida selvagem
(STEGEMAN; KLOEPPER-SAMS; FARRINGTON, 1986; FUJITA et al., 2001; LAMBERT et al.
2006). Em peixes, a indugdo de CYP1A tem sido amplamente utilizada como um marcador da
exposi¢do a contaminantes ha mais de trés décadas (ex.: STEGEMAN, 1978; STEGEMAN, 1986).

A expressdo do CYP1Al em mamiferos e de CYP1As em peixe podem ser fortemente
induzidas por PAHs, PCBs, dibenzo-p-dioxinas (PCDD) e dibenzofuranos (PCDF) e alguns produtos
naturais, via ativacdo do receptor AHR (HAHN, 2002). No inicio dos anos 70, foi observado que
hidrocarbonetos halogenados ja& haviam se espalhado por praticamente todos os componentes do
ecossistema global, incluindo ar, dgua, sedimentos aquaticos, peixes, vida selvagem e seres humanos
(SAFE, 1995). Tais compostos foram denominados poluentes organicos persistentes (POPs), e varios
esforgos internacionais vém sendo realizados na tentativa de eliminar e/ou reduzir a emissao e descarte
destes compostos, como por exemplo, o Forum Internacional de Seguranga Quimica promovido pela
UNEP (1997) e a Convengdo de Estocolmo (2001) (PEREIRA, 2004). Estes compostos estdo entre os
contaminantes mais relevantes, ndo apenas pela sua acumulagdo e biomagnificacdo na cadeia tréfica,
como também pela alta toxicidade. Apesar da produgdo industrial em larga escala dos PCBs e
PCDD/Fs ter sido banida ha décadas, estas substincias também podem ser produzidas por outros
processos, tais como pela incineracdo de diversos materiais e queima de combustiveis, o que faz com
que ainda representem risco a biota, o que justifica a necessidade de uma atengdo especial no
monitoramento destes compostos no ambiente (PEREIRA, 2004).

A inducdo de CYPI em peixes pode ser avaliada a nivel protéico utilizando anticorpos
especificos ou por analise de cinética enzimatica, como por exemplo, pela atividade da enzima
etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) (PINA; CASADO; QUIROS, 2007). Recentemente, a

identificagdo e caracterizagdo de genes CYP1A tém sido realizada em diversas espécies de peixes,
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possibilitando a avaliacdo quantitativa da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em tempo real (PINA; CASADO; QUIROS, 2007). Apesar da indugdo na expressdo do gene
nem sempre estar correlacionada com os niveis de proteina detectados, no caso do gene CYPIA, existe
uma forte correlagdo entre a indugdo da expressdo génica e um aumento na atividade da EROD em
animais expostos a contaminantes (PINA; CASADO; QUIROS, 2007). Tal constatagao, aliada ao fato
de que ha uma maior sensibilidade utilizando-se a expressdo génica ao invés da analise de atividade e
nivel protéico (PINA; CASADO; QUIROS, 2007), da suporte a utilizacdo destas metodologias, e
potencialmente, de substituicdo dos métodos classicos.

Os estudos com contaminantes indutores de CYPI1, assim como a maioria dos estudos de
toxicidade e avaliagdo de risco, geralmente avaliam o efeito de compostos isolados. Porém no
ambiente, a maioria dos poluentes sdo langados em forma de misturas simples e complexas de
substancias quimicas, que podem variar ou ndo em sua constituicdo (SEN; MAHADEVAN;
DEMARINI, 2007). Estudos recentes, utilizando microarranjos para avaliar a indugdo simultanea de
milhares de genes frente & exposi¢do de animais a misturas complexas de contaminantes ambientais,
mostraram que os genes CYP da familia 1 estdo entre os poucos que sdo induzidos por todas as
misturas complexas testadas (SEN; MAHADEVAN; DEMARINI, 2007). Estas misturas incluiam
fumaca de cigarro, emissdes por queima de combustivel diesel, ar urbano, emissdes de descarga de
motocicleta, pigmento carbon black, combustivel de avido, metal mineral e fumaga. Este estudo
demonstra que tais misturas podem ser tdxicas para seres humanos e ratos, ¢ que os CYPIls sdo bons
biomarcadores ndo sé para contaminantes isolados, como por exemplo, no caso dos POPs, mas
também para misturas ambientais de compostos quimicos frequentemente encontrados em locais
poluidos (SEN; MAHADEVAN; DEMARINI, 2007).

Diferentemente de mamiferos que possuem dois genes CYPI/As e um gene CYPI1BI1, a maioria
das espécies de peixes possuem apenas um gene CYPI/A e um gene CYPIBI (GOLDSTONE et al.,
2007). Peixes também apresentam dois CYPICs, os paralogos CYPICI e CYPIC2 (GODARD et al.,
2005). Assim como a CYPIA ¢ CYPIBI, os CYPICs sdo induzidos em diferentes graus por agonistas
de AHR em peixe-zebra (JONSSON et al., 2007a b). Recentemente, foi identificado um quinto gene

em teledsteos, CYPID1 (GOLDSTONE et al., 2009). Os genes CYPIDI e CYPIA em peixe-zebra
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compartilham uma alta porcentagem de identidade e estrutura génica. Apesar disso, os potentes
agonistas do receptor AHR, PCB126 ¢ TCDD, nio sdo capazes de induzir a transcri¢cao deste gene em
peixe-zebra, o que sugere o envolvimento de outros receptores em sua regulacdo. A proteina CYP1D1
¢ expressa em figado de peixe-zebra e a proteina recombinante CYP1D1 ¢ cataliticamente ativa para o
substrato etoxiresorufina, apesar de que em niveis significativamente menores que CYPlA
(GOLDSTONE et al., 2009). E possivel que diferentes substancias quimicas e/ou diferentes receptores
estejam envolvidos na regulacdo dos cinco CYPIs em peixes. Além disso, os CYP1s devem apresentar
diferentes especificidades para substratos distintos.

Até o presente momento, somente em peixe-zebra os cinco CYP1s foram examinados em
detalhe, espécie esta que possui o genoma completo identificado. O presente trabalho procurou
verificar se 0 mesmo grupo de genes CYPls existem, ¢ sdo similarmente regulados no killifish F.
heteroclitus. A regulagdo da atividade CYP1A tem sido estudada em F. heteroclitus ha
aproximadamente 30 anos (ex.: STEGEMAN, 1978) e o gene CYP14 foi clonado ha uma década nesta
espécie (MORRISON et al., 1998). Recentemente, CYPI/CI também foi clonado em F. heteroclitus
(WANG; SCHEFFLER; WILLETT, 2006).

No presente trabalho, foram identificadas e clonadas as sequéncias completas de trés novos
genes: CYPIBI, CYPIC2 e CYPIDI em F. heteroclitus. A expressao basal e a regulacdo pelo agonista
do receptor AHR, PCB126, foi avaliada em differente 6rgdos para o grupo de genes CYPIs neste peixe
(CYPIA, CYPIBI, CYPICI, CYPIC2 e CYPIDI). Comparagdes entre populagdes de F. heteroclitus
provenientes de duas regides com diferentes historicos de contaminagdo por PCB, também foram
realizadas e sugerem que existam possiveis adaptacdes nestes peixes envolvendo estes genes.

Em complementagdo ao estudo realizado com a espécie de peixe norte-americano F. heteroclitus, uma
espécie filogeneticamente proxima que ocorre na costa brasileira, e recentemente proposta como
possivel modelo ambiental para estudos de ecotoxicoldgia aquatica, o peixe Poecilia vivipara, foi
escolhido para identificacdo dos genes mais sensiveis para a indugao por contaminantes agonistas do
receptor AHR. Foram identificados os novos genes CYPIA, CYPIBI ¢ CYPICI em P. vivipara, que
poderdo ter aplicabilidade para o monitoramento desta classe de substancias em estudos ambientais na

zona costeira do Brasil.
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8.2. OBJETIVOS

o Identificar e caracterizar filogeneticamente os genes de citocromos P450 da familia 1
CYPIBI, CYPIC2 e CYPIDI no peixe Fundulus heteroclitus;

e Caracterizar os niveis de expressdo génica Orgdo-especificos para os genes CYPls de F.
hereroclitus (CYPIA, CYPIBI, CYPICI, CYPIC2 e CYPIDI);

e Verificar os niveis de indu¢do dos genes CYPls de F. heteroclitus para o contaminante
PCBI126;

e Comparar os niveis de expressdo génica de CYPIs em duas populagdes de F. heteroclitus
provenientes de locais com diferentes historicos de contaminagao;

e Avaliar a expressao dos genes CYPIs para PCB126 em duas populacdes de F. heteroclitus;

e Identificar genes CYP da familia 1, sensiveis a contaminantes agonistas do receptor AHR na

espécie de peixe que ocorre no Brasil Poecilia vivipara.
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8.3. MATERIAIS E METODOS

8.3.1. Coleta, aclimatacéo e exposi¢do de Fundulus heteroclitus em laboratoério

Killifish Fundulus heteroclitus machos, com 3 a 5 g de massa corporal, foram coletados em
Scorton Creek (SC) e New Bedford Harbor (NBH), Massachusetts, USA, (n~40 de cada local) em
Maio de 2008. Os peixes foram levados ao biotério aquatico do Laboratorio Redfield no Instituto
Oceanografico de Woods Hole, Massachusetts, USA (WHOI) onde foram mantidos a 20 °C em agua
marinha corrente e alimentados duas vezes por dia com ragdo Omega One Freshwater Flakes™'. Um
dia apds a coleta de campo, peixes provenientes de cada local (n=12 por local) foram mortos por
transeccdo cervical e o figado foi retirado e conservado para extracdo de RNA e sintese de cDNA. As
carcacgas destes peixes foram congeladas a -20°C para posterior determinacdo da concentragdo de
congéneres de PCBs. O restante dos peixes permaneceu por um més nas condi¢des de aclimatagdo
mencionadas acima, antes do experimento de exposi¢ao em laboratdrio.

Vinte peixes proveniente de SC foram transferidos do biotério aquatico, para dois aquarios de
10 1 (n=10 por aquério), com agua recirculante e acra¢do constante. Apos aclimatagdo de 24 horas os
peixes de um dos aquarios foram pesados individualmente e injetados intraperitonealmente com
PCB126 disolvido em DMSO na dose 31 pmol/g de peixe (10 ng/g de peixe) (grupo tratado). Peixes
de outro aquario foram injetados com um volume equivalente de DMSO (grupo controle).
Paralelamente, os procedimentos de aclimatagdo e tratamento com PCB126/DMSO foram realizados
da mesma forma nos peixes da populagdo proveniente de NBH, totalizando quatro grupos
experimentais (tratado e controle provenientes de SC; tratado e controle provenientes de NBH). Os
peixes foram mortos 48 h apds a injecdo e o figado (n=10), branquia (n=8), intestino, coracdo, rim,
olho, cérebro e testiculo (n=4) foram retirados e conservados em RNA later (Qiagen).

A escolha da dose de PCB126 e o tempo de exposigdo utilizados nesse experimento foram
determinados com base em estudos prévios realizados no laboratorio do Dr. John J. Stegeman, como
uma dose capaz de causar inducdo da expressdo da proteina/atividade catalitica de CYP1A sem causar
efeitos adversos como mortalidade (dados ndo publicados). A utilizacdo desta dose e tempo de

exposi¢do para indugdo de CYP1A em peixe, também estdo baseadas na literatura através de estudos
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realizados com outras espécies de peixe (TUGIYONO; GAGNON, 2002; KIM et al., 2008). Tanto o
experimento de exposi¢ao em laboratdrio, como as analises de expressdo génica foram realizadas no
Laboratorio do Dr. John J. Stegeman, WHOI, Massachusetts, USA. As analises quimicas de PCBs
foram realizadas pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte America (EPA). Os procedimentos
usados no experimento foram aprovados pelo Comité de Uso e Cuidado Animal do Instituto

Oceanografico de Woods Hole.

8.3.2. Caracterizacao dos locais de coleta e analise PCBs em F. heteroclitus

SC e NBH tém sido utilizados como local referéncia e poluido, respectivamente, para estudos
ambientais com F. heteroclitus ha varios anos (BELLO et al., 2001) (Figura 26). Dentre os varios
contaminantes presentes em NBH (ex.: PCBs, metais ¢ PAHs) decorrente de décadas de atividades
industriais e portuarias, os PCBs s3o apontados como a classe de contaminante com maior potencial
para causar efeitos toxicos em organismos aquaticos deste local (HO et al., 1996). Em algumas regides
especificas de NBH as concentracoes de PCBs nos sedimentos chegaram a concentragdes
extremamente altas (100 mg de PCBs/g de sedimento), fazendo com que este local fosse colocado na
Lista de Prioridade Nacional da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA) como um
Superfund Site no ano de 1983 (BERGEN et al., 2005).

Vinte e dois congéneros de PCBs foram analisados na carcaga de trés peixes coletados em SC
¢ NBH de acordo com metodologia descrita previamente por Jayaraman, Pruell ¢ McKinney (2001) e
Gutjahr-Gobell et al. (1999). Os congéneros nao-orto substituidos, potentes agonistas do receptor
AHR (PCB 77, PCB 81, PCB 126 and PCB 169), assim com outros dezoito congéneros (PCB 8, PCB
18, PCB 28, PCB 44, PCB 52, PCB 66, PCB 101, PCB 105, PCB 118, PCB 128, PCB 138, PCB 153,
PCB 170, PCB 180, PCB 187, PCB 195, PCB 206 and PCB 209) foram analisados nos laboratorios da

EPA.
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Figura 26. Mapa mostrando a localizagdo de Scorton Creek (SC) e New Bedford Harbor (NBH), Massachusetts,
USA, onde foram coletadas distintas populagdes de peixes F. heteroclitus. NBH é um local historicamente
contaminado por PCBs, enquanto SC foi escolhido como um local referéncia por apresentar baixos niveis de
contaminagao.

8.3.3. Identificagdo e clonagem de novos genes CYP1s em F. heteroclitus

Figado, cérebro e olho foram dissecados de um peixe proveniente de SC escolhido
aleatoriamente. RNA total foi isolado utilizando-se o kit Aurum™ RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit
(Bio-Rad Laboratories Inc.) o qual inclui eliminagdo de DNA gendmico por tratamento com DNase. A
qualidade e quantidade de DNA foram determinadas espectrofotometricamente (Nanodrop ND1000;
NanoDrop Technologies). O cDNA foi sintetizado a partir de 2pug de RNA, utilizando-se o Kit
Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen Inc.), iniciadores anchor oligo(dT) (MWG Biotech Inc.) e
inibidor de Rnase (Promega Corp.). Cerca de dez pares (senso e antisenso) de iniciadores degenerados
foram desenhados usando regides conservadas de CYPIBI e CYPIDI e evitando regides conservadas
presentes em outras subfamilias de CYP. As sequéncias de CYPIBI e CYPIDI utilizadas haviam sido
identificadas e anotadas previamente pelo grupo de pesquisa do Dr. John J. Stegeman, e previamente
obtidas nos genomas dos peixes medaka Oryzias latipes, Stickleback Gasterosteus aculeatus,
pufterfish Fugu rubripes e peixe-zebra Danio rerio. O programa utilizado para as rea¢des de PCR foi
similar para todos os primers testados: 1 ciclo de denaturacdo inicial (30s; 90°C); 40 ciclos com

denaturacdo (30s; 90 °C), anelamento (45s; 40°C, 45°C, 50°C e 55°C), extensdo (1min-72°C) e
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manutengdo a 4°C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose, purificados, ligados no
vetor pGEM-T Easy Vector (Promega) e transformados em bactérias E. coli (TOP10 Kit, Invitrogen).
Plasmideos foram purificados de culturas de colonias positivas (QiaPrep, Qiagen) e sequenciados.
Iniciadores que detectaram fragmentos dos genes CYPIBI e CYPID] sdo mostrados na Tabela 18. O
terceiro novo gene CYPI identificado nesse trabalho, CYPIC2, foi obtido inicialmente de um
fragmento do GenBank.

As extremidades 5" e 3" dos genes CYPIBI, CYPIC2 e CYPIDI foram obtidas utilizando o
kit BD Smart'™ RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) utilizando os iniciadores especificos
desenhados com base nas instrugdes do fabricante, e apresentados na Tabela 19. Amostras de cDNA
de cérebro foram utilizadas na identificacdo de CYPIBI e CYPIC2, e amostras de cDNA de figado
para CYPIDI, ¢ a escolha foi baseadas em niveis significativos de expressdo destes genes observados
para estes 6rgdos em um estudo realizado anteriormente em peixe-zebra (JONSSON et al., 2007 b;

GOLSTONE et al., 2009).

Tabela 18. Iniciadores degenerados desenhados e utilizados na clonagem e sequenciamento de CYPIBI e
CYPIDI em F. heteroclistus.

iniciador Sequéncia5' - 3' Localizagdo no gene
CYP 1B1 senso GCBGGSAGCATCGTGGACGTG 374 - 394

CYP 1BI1 antisenso TTGGACAGCTCCTCDCCRATGCA 1058 - 1080

CYP IDI senso GRATGAAYGGATTCATGGAGCGCA 947-970

CYP 1D1 antisenso GGTGCYBAGATCCAGCTBCTGACC 1627 -1650
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Tabela 19. Iniciadores desenhados para amplificagdo das terminagdes 5" ¢ 3" dos genes CYPIBI, CYPIC2 ¢
CYPIDI utilizando o kit BD Smart™ RACE ¢cDNA Amplification. A localizagio de anelamento dos primers no
gene foi estimada com base nas sequéncias depositadas no genbank, niimero de acesso FJ786959, FJ786960 e
FJ786961, respectivamente.

Localizag@o no gene

iniciador Sequéncia 5'-3' 5 _3°

1B1 3'sensol ATATTTGGAGCCAGCCAGGACACG 629 - 652
1B1 3'senso2 CTGCCGTACGTCATGGCCTTCATC 782 -805
1B1 5'antisensol CCACCGAGAAGATGAGCACGTTG 1024 - 1046
1B1 5'antisenso2 TCAAATGTCTCCGGGTTGGACCAC 949 -972
1C2 3'sensol GCAACGGTGGCAGATTTGATCGGCGCAGGC 1121 - 1150
1C2 3'senso2 TGACAGGGTGGTGGGGAGAGGCAGGC 1237 - 1262
1C2 5" antisensol TGAGGGTCCTTCCACCTCAGGGGGTCGTG 1442 - 1470
1C2 5" antisenso02 GGGGGATGGTGACAGGGACGAAGCCGGT 1331 - 1358
1D1 3'sensol GCGCAGGATCCAGGAACACATCAAC 966 - 990
1D1 3' senso2 GGGTTGCAGTGGAGCCTGTTGTACCT 1147 - 1172
ID1 5' antisenso1 CATCTCCAAACGTGCGACTCCATCC 1551 - 1575
ID1 5' antisenso2 GTCTCTTGTGGTGCAGTGAGGGATGG 1328 - 1353

8.3.4. Identificacéo e clonagem de novos genes CYP1s em P. vivipara

Iniciadores degenerados foram desenhados para CYPIA e CYPICI seguindo a mesma
metodologia descrita para identificagdo de CYPIls em F. heteroclitus. Para detec¢do da sequéncia de
CYPIBI, foram utilizados os mesmos iniciadores utilizados previamente em F. heteroclitus.
Iniciadores que detectaram fragmentos de tamanho esperado para os genes CYPIA, CYPIBI ¢
CYPIDI estao mostrados na Tabela 20. Os produtos de PCR foram separados, clonados e

sequenciados para confirmagdo da identidade do gene como descrito previamente.

Tabela 20. Iniciadores degenerados utilizados na amplifica¢do de fragmentos de cDNA de CYPIA, CYPIBI ¢
CYPICI em P. vivipara.

Iniciador Sequéncia5' -3’

Poe 1A senso YCCTATCATTGGGAATYTWCTGGAG
Poe 1A antisenso TCTGTRATGTCACGGATGTTGTCC
Poe 1Bl senso GCBGGSAGCATCGTGGACGTG

Poe 1Bl antisenso TTGGACAGCTCCTCDCCRATGCA

Poe 1Cl1_senso CAGCTGGGYCAGATGCCTCAC

Poe 1CI1 antisenso TCTGTCCTCSACWGACGGCAGYCG
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8.3.5. Andlises filogenéticas de novos genes CYP1s em F. heteroclitus e P. vivipara

As sequéncias completas dos genes de F. heteroclitus (contendo a regido codificante
completa) foram traduzidas e alinhadas com outras sequéncias CYP1 de peixe. Regides de
alinhamento incerto foram excluidas das anélises filogenéticas (KREIL; OUZOUNI, 2003). Arvores
filogenéticas foram construidas usando métodos de maximum likelihood (RaxML 7.0.3;
STAMATAKIS, 2006) e Bayesianos (MrBayes 3.1.2; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). O
suporte numérico para cada ramo foi obtido por analise de bootstrap (100 replicatas ¢ 3.10° geragdes,
para maximum likelihood ¢ Bayes, respectivamente).

Dominios funcionais putativos, como por exemplo, regides de reconhecimento de substrato,
foram avaliados por similaridade de sequéncias de dominios CYP1 de outras espécies. As
similaridades nas sequéncias de aminoacido entre os CYP1s foram plotadas utilizando GCG (v. 10.3;
Accelrys, San Diego, CA). Escores de similaridade foram calculados usando uma matrix de
similaridade de aminoacidos BLOSUM62 (HENIKOFF; HENIKOF, 1992).

As sequéncias parciais dos genes CYP1A, CYPIBI e CYPICI de P. vivipara foram traduzidas
para sequéncias de aminoacidos e foi realizada uma busca no GenBank, e também alinhadas com
sequéncias de CYP1s de Fundulus heteroclitus para verificacdo da porcentagem de identidade, o que

permitiu uma anotagdo preliminar dentro das familias e sub-familias especificas.

8.3.6. Andlise de expressao génica quantitativa para os CYP1s em F. heteroclitus
O RNA total foi extraido e cDNA sintetizado como descrito anteriormente. Iniciadores
especificos utilizados para analise de expressdo génica quantitativa em tempo real dos genes CYPIA,

CYPIBI, CYPICI, CYPIC2, CYPIDI e ACT foram desenhados (Primer 3, ROZEN; SKALETSKY,

2000) e estdo mostrados na Tabela 21. Experimentos de PCR em tempo real foram realizados
utilizando i1Q SYBR Green Supermix de acordo com as instrugdes do fabricante e um sistema de
detecgdo iQ Real-Time PCR (Biorad). Cada amostra foi analisada em triplicata com o seguinte
protocolo: 95°C por 30s e 40 ciclos de 95°C por 15s € 62°C por 1min. A analise da curva de fuséo foi

realizada nos produtos de PCR no final de cada corrida de PCR a fim de garantir que um produto
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tinico fosse amplificado. O método E*" foi utilizado para comparar os niveis de expressio dos
diferentes CYPIs em um dado o6rgdo, e para calcular mudangas em respostas em termos de “vezes de
inducgdo” para o tratamento de PCB126 em relag@o ao grupo controle. A eficiéncia de reagdo para cada
gene foi calculada usando curvas padrdes geradas a partir de diluigdes (10° a 10° moléculas) de
plasmidio (pGEM-T Easy Vector) contendo fragmentos de um dado gene alvo (SCHMITTGEN;
LIVAK, 2008). Jonsson et al.(2007 b) comparou expressdo de CYPIls orgdo-especifica utilizando

dados normalizados para diferentes genes (ACT ¢ ARNT) com o método E*

¢ constatou
inconsisténcias comparando as duas normalizagdes. Diferencgas 6rgao-especificas no valor de Ct para
ACT e outros genes referéncia foram constatadas anteriormente em outros estudos (MCCURLEY;
CALLARD, 2008). Assim, para comparar os niveis de expressao entre diferentes 6rgaos, numero de
moléculas para CYPIs e ACT foram calculados baseados em curvas padrdes. A abundancia relativa de
transcritos CYP/ foi determinada por quantidade especifica de RNA total para cada grupo usando ACT

apenas como um controle de eficiéncia para normalizar amostras individuais dentro de cada grupo

(6rgdo), mas ndo entre 6rgdos diferentes.

Tabela 21. Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR em tempo real para analise da expressdo génica de CYPIA,
CYPIB1, CYPICI, CYPIC2 e CYPIDI em F. heteroclitus.

iniciador sequéncia 5' - 3'

1A gPCR senso CTTTCACAATCCCACACTGCTC

1A gPCR antisenso GGTCTTTCCAGAGCTCTGGG

1B1 gPCR senso ATATTTGGAGCCAGCCAGGACACG
1B1 gPCR antisenso CGCACCTGCATCTCAGGGTACTTG
1C1 gPCR senso TCTGGACGCCTTCATCTACGA

1C1 gPCR antisenso GTGACGTCCGATGTGGTTGA

1C2 gPCR senso GCAGGCTGCCATCTGTTGAGGACA
1C2 gPCR antisenso CGAAGCTGGTGAAACGCATTGTCT
1D1 qPCR senso CTTTCACCATCCCTCACTGCACCA

1D1 qPCR antisenso GTCTCCGGATCACCCCAAAGATCC
ACT qPCR senso TGGAGAAGAGCTACGAGCTCC

ACT gPCR antisenso CCGCAGGACTCCATTCCGAG
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8.4. RESULTADOS

8.4.1. Clonagem de trés novos genes de citocromo P450 da familia 1 (CYP1B1, CYP1C2 e

CYP1D1) em F. heteroclitus

A utilizagdo de iniciadores degenerados, desenhados com base em sequéncias de CYPIBI e
CYPIDI de outros peixes, permitiu a amplificagdo de sequéncias parciais de 700 pb em F.
heteroclitus. O alinhamento da sequéncia de aminoacidos destes fragmentos com sequéncias de
aminoacido de outros peixes resultou na classificagdo preliminar dessas novas sequéncias em F.
heteroclitus como CYPIBI e CYPIDI. O alinhamento de CYPIs incluiu uma sequéncia de 588 pb
obtida do GenBank (Acesso AF235140) que havia sido anotada anteriormente como F. heteroclitus
CYPIBI. Apesar disso, o alinhamento desta sequéncia com outras sequéncias de CYPI indicou que se
tratava de um gene CYPIC2, ao invés de CYPIBI. Esta sequéncia CYPIC2 e os outros dois
fragmentos clonados (CYPIBI e CYP1DI) foram utilizados inicialmente para a obtencao da sequéncia
completa destes genes utilizando a técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) e
iniciadores especificos. As sequéncias completas para os novos genes CYPIBI, CYPIC2 e CYPID

foram depositadas no GeneBank com os nimeros de acesso FJ786959, FJ786960 e FJ786961.

8.4.2. Andlise das sequéncias CYP1s em F. heteroclitus

A regido codificante para os trés novos genes resultaram em proteinas traduzidas de 537, 524 e
535 aminoacidos, 10-15 aminoacidos a mais do que as sequéncias correspondentes em peixe-zebra
CYPI1BI1, CYPIC2, e CYPIDI, respectivamente. As sequéncias completas de killifish mostraram
61%, 69% e 67% de identidade para CYP1B1, CYPIC2 e CYP1DI1 de peixe-zebra, respectivamente,
aumentando para 69%, 74%, e 75% de identidade quando regides ambiguas do alinhamento foram
mascaradas (Tabela 22). A classificacdo de CYPs baseada na identidade de aminoacidos sugerida por
(NELSON et al., 1996), aceitando identidades maiores do que 55 % para a mesma sub-familia, estd em
concordancia com a anotagdo dos genes sugerida aqui para estas subfamilias.

Andlises filogenéticas com as sequéncias de aminoacidos para os cinco CYPls de F.

heteroclitus foram realizadas juntamente com membros da familia CYP1 de peixe-zebra e outras



132

espécies selecionadas, incluindo sequéncias de CYP1 obtidas nos genomas de medaka e stickleback. A
Figura 27 mostra que as sequéncias de killifish agruparam com CYP1s de outros teledsteos, resultando
no agrupamento de CYP1As e CYP1DI1s em um clado, e de CYP1B1 e CYPI1Cs, em outro. Em todos
os casos as sequéncias de CYPI1s de F. heteroclitus agruparam mais proximamente com ortélogos de
CYPls de medaka. Diferentemente de estudos anteriores (GODARD et al., 2005; GOLDSTONE et
al., 2007, GOLDSTONE et al., 2009), nesta analise os genes CYPIC1 ¢ CYPIC2 de peixe-zebra
agruparam entre si, em vez de agrupar com seus respectivos ortdlogos de outras espécies,
possivelmente devido a aumentos na amostragem tdxondmica ou diferencas no mascaramento do
alinhamento.

De uma forma geral, os CYP1s de killifish e peixe-zebra exibem altos graus de similaridade na
sequéncia proteica (Figura 28). Apesar disso, esta similaridade varia ao longo da proteina, com a
menor similaridade (BLOSUMG62-escore) observada na regido de ancoramento a membrana, hélice D,
e a regido de loop desordenada H-I (dados ndo mostrados). A regido de reconhecimento de substrato
(SRS) dos CYPIs ortologos de peixe-zebra e killifish sdo 74-84 % idénticas, com SRS 2 e 3
mostrando o maior numero de diferencas (Figura 28). A comparacdo das sequéncias de F. heteroclitus
CYP1A e CYPIDI ao longo da proteina mostrou uma marcada semelhanga entre CYP1A ¢ CYP1D1
nas SRSs 4 e 5 e uma marcada diferenca em SRSs 2 e 3 (Figura 26). Estes resultados s@o similares as
variagdes encontradas na similaridade das sequéncias observadas entre CYP1A e CYP1IDI de peixe-

zebra (GOLDSTONE et al., 2009).
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Figura 27. Arvore filogenética de sequéncias de CYP1s. Os nimeros nos pontos nodais sio valores de suporte
derivados de uma analise filogenética Bayesiana e analise de Maximum likelihood bootstrap (3x10° geracdes e
100 replicatas, respectivamente). Sequéncias representadas na arvore incluem sequéncias anotadas do genoma de
medaka (MEDAKA), stickleblack (GASAC), assim como sequéncias previamente publicadas de killifish
(FUNHE), peixe-zebra (DANIO), ser humano (HOMO) e camundongo (MUSMU).
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Tabela 22— Identidade entre sequéncias de CYP1 de Danio rerio (Dr) € Fundulus heteroclitus (Fh). Valores para
identidade de aminoacidos sdo apresentados acima da diagonal e identidade de nucleotideos abaixo da diagonal
da tabela. Regides de ambiguidade no alinhamento das sequéncias foram mascaradas para a analise.

< < & &5 = ® & g & ¢
I | | | | | I | | |
= A = a = A = A = A
Fh 1A 73% 47% 48% 41% 43% 41% 40% 41% 40%
Dr 1A 70% 48% 48% 42% 43% 42% 42% 41% 41%
Fh_1D1  56% 56% 75% 40% 40% 39% 40% 41% 41%
Dr 1D1  56% 55% 70% 38% 39% 38% 40% 41% 42%
Fh _1B1 50% 51% 52% 48% 69% 53% 56% 53% 55%
Dr 1Bl 51% 51% 50% 48% 68% 54% 56% 55% 56%
Fh _1C1 49% 50% 50% 49% 61% 59% 81% 70% 75%
Dr 1C1  49% 50% 50% 51% 60% 60% 2% 73% 83%
Fh 1C2  50% 49% 50% 50% 59% 58% 1% 69% 74%
Dr 1C2  49% 50% 51% 51% 60% 60% 69% 82% 70%
SRS1 SRS2 | SRS3 SRS4 SRS5 SRS6
FUNHE_1A RPDLYSFRFINDGKSLAFSTDKAG | VNLAEDEV |-FVNLNNRF | -KIVGIVNDLFGAGFDTIST | -SSYLPFTIPHC |-MTPEYGLT
DANIO_IA LLELLLTR. LS. ...l QY . .MSDE.G |-.LDL.E. . - - eviieiecinea e F.o....... T iaaasas
FUNHE_1D1 LE.E T.MT..EKYGE ] ..INNEVL |-M.QYIE.MJ-Q.IHT.I.I.5......I2-...V....... -LSADE. ..
DANIO_1D1 {.T.MT. . EKYC .HINNEVL |-M.EFI. .MJ-Q..HS.I.I........I.J-A..M....... |-LSSTF...
FUNHE_1B1 SA.R.M. .G.-VTD | -.GRNDK.T |-.KK..QD. | -¥YVTPTIG.I...5Q..L.. |-T.FV.L....S |J-LDYK. ...
DANIO 1B1 {...M..GN-YTE | -.GRNDQ.T |-.KE. .KE. | -FVPPTIS.I...SQ..L.. |- T.FT.L....S|-.DY.....
FUNHE_1C1 LSG.R..T.TN-YSKR | LQSIDK.GC |-.KTI.TE. |-FVEAT.T..I...Q..M..|-T.EV......5 |-LECS. ...
DANIO 1C1l 5.R..T.TN-YSK | 'LGRENK.G |-LQTI.KE. |-FVEST.T..I...Q..V..|-T.FV.V....5]-.DCS...A
FUNHE _1cC2 ..S5.NN-YSK | LRHVDL.G |- .KWS.QE. | -YTEAT.A..I...M..V..|-T.FV.V....L |-LNYS. ...
DANIO 1c2 5.T.MT.AS-YSE | LGNVNK.S |-.KD..SD. |-HTE.T.S5..I...L..V..|-T.FV.V....5 |-LNCS.

Figura 28. Alinhamento das regides de reconhecimento de substrato (SRS1-6) dos CYPls de F. heteroclitus
(FUNHE), com as mesmas regides de D. rerio (DANIO). Aminoacidos idénticos a sequéncia referéncia
(FUNHE 1A) estdo identificados por ponto.
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8.4.3. Expressao génica de CYP1s em diferente orgdos de F. heteroclitus

Amostras de orgdos de Kkillifish do grupo controle (DMSO), provenientes de SC (local
referéncia), foram avaliadas para caracterizacdo dos niveis basais de expressdo dos cinco CYPIs em
diferentes orgdos, por PCR em tempo real.

A Figura 29 mostra as diferencas nos niveis de expressao dos cinco CYPIs em um determinado
orgdo. A expressio relativa foi calculada e expressa como A /- Cyp]4 foi o transcrito mais
expresso no figado, coracdo, rim, intestino, olho e branquia. No figado, CYPIA4 foi ~300 vezes mais
alto do que CYPIDI, ~1.300 vezes mais alto do que CYPIBI e ~30.000 vezes mais alto do que
CYPIC2. No cérebro, CYPIBI ¢ CYPIDI foram os transcritos mais expressos. CYPICI foi o
transcrito mais expresso na gonada, cerca de 1.000 e 3.000 vezes mais alto do que CYPIA4 e CYPIBI,
respectivamente. CYP1C?2 foi o transcrito de expressdao mais baixa entre os genes CYP/ na maioria dos

orgdos examinados (figado, coragdo, rim, olho, cérebro e rim).
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Figura 29. Comparagdo entre a expressdo dos diferentes CYP/Is em cada orgdo estudado. Letras iguais indicam
auséncia de diferenga estatistica entre os grupos (ANOVA, Tukey HSD, n=4-10, p<0,05, média + desvio
padréo). Grafico representado na forma logaritmica.
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A Figura 30 mostra os niveis relativos de transcritos para os cinco CYP1s, medidos por PCR em
tempo real, comparando os niveis de um dado gene em oito orgdos: figado, rim, intestino, coracao,
branquia, olho, cérebro e gonada. A analise mostrou que os niveis mais altos de transcritos de CYP1A
foram observados no figado. Niveis de transcritos de CYP1B1 também foram elevados no cérebro,
coracdo, branquia, olho e rim. Estudos anteriores observaram diferencas nos niveis basais de dois
genes normalizadores, ACT e ARNT2, entre diferentes orgdos (JONSSON et al., 2007 b). Devido a
isso, com o objetivo de evitar comparagdes equivocadas nos niveis de CYPls especificos para
diferentes orgdos baseados em um dado gene normalizador, a abundancia de transcritos foi calculada
com base em curvas padrdoes. Uma normalizag¢@o individual usando o gene normalizador ACT foi
orgdo-especifica para permitir comparagdes dos niveis de transcritos entre os orgdos. Os niveis mais
altos de expressdo de CYPICI e CYPIC2 foram observados no rim, e de CYPIDI no cérebro e rim.
Os niveis mais baixos de CYPI1A foram observados na gonada, cérebro e olho, de CYPIB]I na gonada,
intestino e figado, de CYPICI e CYPIC2 no figado e branquia, de CYPIDI no figado e intestino. De

forma geral, CYPICI e CYP1C2 apresentaram padrdes de expressao basal semelhante entre os 6rgaos.
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Figura 30. Comparagao entre os 6rgaos estudado para a expressao de cada CYP/. Letras iguais indicam auséncia
de diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA, Tukey HSD, n=4-10, p<0,05, média + desvio padrao). A
expressdo génica relativa esta apresentada como percentagem em relagdo ao orgdo de expressdo mais elevada.

8.4.4. Efeitos do PCB126 na expressao de CYP1s em diferentes orgdos de F. heteroclitus

Amostras de orgdos de killifish do grupo controle (DMSO) e tratado (PCB126), provenientes de
SC (local referéncia), foram avaliadas para caracterizagdo dos niveis de indugdo dos cinco CYPIs em
diferentes orgaos para PCB126, por PCR em tempo real.

Nenhuma mortalidade dos peixes injetados com PCB126 ou com o carreador DMSO foi
observada. PCB126 induziu a expressdo de CYPI4A e CYPIBI nos oito orgdos examinados (figado,
coracdo, rim, intestino, olho, cérebro, branquia e gonada) (Figura 31). As alteragdes mais
significativas na expressdo dos CYPIs em resposta ao PCB126 foram no figado, onde CYPICI foi

induzido ~500-vezes e CYPIBI ~200-vezes, ¢ na gonada, onde CYPIA foi induzido ~700-vezes.
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CYPIBI no figado e intestino, CYPIA no cérebro e CYPICI na branquia também foram
significativamente induzidos (~100-vezes em cada caso).

CYPIC1 também foi induzido em todos os orgdos com excessdao da gonada. Apesar de CYPICI
e CYPIC?2 possuirem padroes de expressdo similares em diferentes orgdos de peixes do grupo controle
(Figura 31), CYPIC2 foi muito menos responsivo a PCB126 se comparado com CYPICI. Por outro

lado, CYP1D1 nao foi induzido por PCB126 na dose utilizada em nenhum dos orgéos estudados.
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Figura 31. Indugéo (“vezes de inducdo”) na expressdo dos genes CYPI em F. heteroclitus injetados com 10ng
PCB126/g de peixe em relagdo a peixes injetados com o solvente DMSO (controle). Os numeros representam
quantas vezes o gene foi induzido (fold induction) no grupo tratado, em relagdo ao grupo controle. *, ** ¢ ***

indicam diferenca estatistica entre os grupos de p<0,05, p<0,005 e p<0,0005, respectivamente (ANOVA, Tukey
HSD, n=4-10, média + desvio padrdo).

8.4.5. Expressdo basal de CYP1s e inducdo em laboratério por PCB126 em duas populacdes de
F. heteroclitus

As concentracdes de PCBs coplanares ndo-orto substituidos PCB 77, PCB 81 ¢ PCB 126 em
carcagas de F. heteroclitus, foram muito mais altas em peixes provenientes do Superfund Site, New

Bedford Harbor (NBH), se comparado aos niveis encontrados em peixes provenientetes de Scorton
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Creek (SC) (~ 440, 200 e 280 vezes, respectivamente) (Tabela 23). O congénero coplanar nao-orto
substituido PCB169 foi detectado somente em peixes de NBH (1,6 £ 0,6 ng / g de peixe) e estava
abaixo dos niveis de detec¢do do método em SC (Tabela 23). A soma de outros 18 congéneros de
PCB, foi ~700 vezes maior em peixes coletados em NBH do que em peixes coletados em SC

(117.194,3 £ 32.655,6 ¢ 170,0 £ 95,5 ng PCB / g de peixe, respectivamente) (Tabela 23).

Tabela 23. Concentragdes de quatro PCBs ndo-orto substituidos, e somatdrio de outros 18 congéneres de PCBs,
em carcaga de peixe F. heteroclitus coletados em um local referéncia (Scorton Creek, MA, EUA) e um local
historicamente contaminado por PCBs (New Bedford Harbor, MA, EUA).

PCB Scorton Creek New Bedford
PCB 81 0.4 +£0.5ng/g 82 £49 ng/g
PCB 77 3.1+3.1 1358 +£ 748
PCB 126 04+0.3 110+ 54

PCB 169 ND 1.6 0.6
Soma de 18 PCBs 170 £95 117194 £+ 32655

Os niveis de transcritos de CYPI4 e CYPICI foram mais elevados no figado dos peixes
coletados no local historicamente contaminado por PCBs, NBH, se comparados aos niveis obtidos em
SC, local referéncia (4 e 9 vezes, respectivamente; P<0,05) (Figura 32). Comparando-se os animais
oriundos dos dois locais de coleta nenhuma alteragdo nos niveis basais da expressdo de CYPIBI,

CYPIC2 e CYPIDI foi observada no figado de killifish (P>0.05) (Figura 32).
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Figura 32. Expressdo dos genes CYPs nos peixes coletados em dois locais com diferente historicos de
contaminagdo por PCB126, Scorton Creek (SC) e New Bedford Harbor (NB). *indica diferenca estatistica entre
os grupos (p<0,05, T-student, n=12, média + desvio padrio).
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8.4.6. Inducdo de CYP1s por PCB126 em duas populagdes de F. heteroclitus provenientes de
locais com diferentes histdricos de contaminagéo

Peixes F. heteroclitus provenientes de SC ¢ NBH foram injetados com PCB126 (10 ng/g de
peixe) em laboratorio. PCB126 causou respostas bastante distintas na indug@o de expressao hepatica
dos CYPls nas duas populagdes provenientes de locais com diferentes historicos de contaminagdo
(Figura 33). Killifish de SC injetados com PCB126 mostraram uma inducao significativa na expressao
de quatro CYPIs no figado, em relacdo a peixes injetados com DMSO. Porém, a populacido de F.
heteroclitus proveniente de NBH, apresentou auséncia de indugdo para os mesmos CYPIls quando
injetados com PCBI126 (10 ng/g de peixe). CYPIDI ndo foi induzido por PCB126 em figado, na

populagdo de killifish proveniente de SC ou NBH (Figura 33).
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Figura 33. Indug@o na expressdo génica (vezes de inducdo) em peixes injetados com PCB126 (10 ng/g peixe) em
relacdo ao grupo controle (injetados com DMSO). *** indica diferenga estatistica entre 0os grupos expostos a
PCB126 em relaggo ao grupo controle (p<0,05, teste T, n=10, média + desvio padrio).
8.4.7. Clonagem de genes CYPL1 responsivos a contaminantes agonistas do AHR em P. vivipara
Foram identificados fragmentos de 653, 587, 1047 e 482 pb para os genes CYPIA, CYPIBI,
CYPICI e ACT, respectivamente, no peixe P. vivipara. O alinhamento das sequéncias deduzidas de
aminoacidos e sua identidade com sequéncias de CYP1 ja caracterizadas em outras espécies de peixe
confirmou a anotacdo das sequéncias como CYP1A, CYPIB1 e CYPICI (Tabela 24). Uma maior

identidade das sequéncias CYPls de P. vivipara foi observada em relacdo aos respectivos genes

homoélogos na espécie F. heteroclitus (84-96 %) do que em relagdo a espécie D. rerio (71-81 %).
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Tabela 24— Porcentagem de identidade entre sequéncias de aminoacido dos CYP1A, CYP1B1 e CYPICI do
peixe P. vivipara (Pv) com CYP1s dos peixes Fundulus heteroclitus (A) e Danio rerio (B).

A
Fh_1A  Fh_1B1  Fh_1C1  Fh 1C2  Fh_1D1
Pv_1A 89 40 43 40 50
Pv_1B1 43 84 51 53 45
Pv_1C1 37 52 93 70 35
B
Dr_1A Dr 1B1  Dr 1C1  Dr 1C2  Dr 1D1
Pv_1A 75 41 40 39 52
Pv_1B1 45 71 55 55 42
Pv_1C1 38 52 81 73 36
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8.5. DISCUSSAO

8.5.1. Identificacdo de novos genes CYP1 em F. heteroclitus

Com a clonagem e sequenciamento de trés novos genes CYPI, a familia CYP1 em F.
heteroclitus foi expandida para quatro familias e cinco genes, CYPIA, CYPIBI, CYPICI, CYPIC2 e
CYPIDI. Estudos anteriores mostraram que as mesmas familias e subfamilias existem e sdo transcritas
em peixe-zebra (JONSSON et al., 2007 a; JONSSON et al., 2007 b; GOLDSTONE et al., 2009). Os
cinco genes em Kkillifish aparentemente sdo ortélogos dos mesmos em peixe-zebra, e da mesma forma
s30 expressos em varios 0rgaos.

Andlises de filogenia molecular mostram que CYP1A e CYPIDI estdo agrupados em um
mesmo clado, enquanto CYP1B1 e CYP1Cs, estdo agrupados em outro. Este resultado € consistente
com observagdes prévias de que CYP1Cs e CYP1Bs sdo subfamilias irmas que se encontram em um
clado monofilético (GOLDSTONE et al., 2007; JONSSON et al., 2007 b) ¢ que CYP1As e CYP1Ds
estdo em outro (GOLDSTONE et al., 2009). A filogenia molecular comum para genes CYPI em varias
espécies suportam a hipétese de que CYP1As e CYP1Ds divergiram de um ancestral CYPI1A/CYPID
comum, ¢ CYP1Bs e CYP1Cs de um ancestral CYPIB/CYPIC comum (GOLDSTONE et al., 2007,
GOLDSTONE et al., 2009).

CYPICI1 e CYPI1C2 sdo bastante proximos filogeneticamente. Uma relagdo proxima similar
ocorre entre genes CYPICI e CYPIC2 em baiaci (GODARD et al., 2005), e em peixe-zebra, onde os
dois genes estdo localizados adjacentemente no cromossomo 17 (JONSSON et al., 2007 b). Estes
dados sugerem que os dois CYPIC paralogos resultaram de uma duplicagdo independente,
subsequente a divergéncia das linhagens CYP1B ¢ CYPIC. Além disso, os resultados sdo consistentes
com a hipotese de que esta duplicagdo génica ocorreu apds a separagdo de peixes da linhagem dos
vertebrados, e que isso ocorreu antes da duplicacdo gendmica, que é proposto que tenha ocorrido na
linhagem de peixes.

Analises filogenéticas também mostram que as sequéncias de CYP1 de killifish sdo
filogeneticamente mais relacionadas as sequéncias de CYP1 de medaka e stickleback do que de peixe-

zebra. Tais similaridades sdo esperadas, uma vez que peixe-zebra pertence a superordem Ostariophysi
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enquanto medaka, stickleback e killifish do Atlantico sdo da superordem Acanthopterygii. Estas duas
superordens foram separadas ha aproximadamente 290 milhdes de anos, enquanto Beliniformes
(medaka) e Cyprinodontiformes (killifish do Atlantico) foram separados mais recentemente, ha cerca

de 153 milhdes de anos atras (STEINKE; SALZBURGER; MEYER, 2006).

8.5.2. Expressao orgdo-especifica de CYP1s em F. heteroclitus

Quando comparado com outros CYPIs, altos niveis de transcritos de CYPIA foram
observados na maioria dos orgdos analisados com excessdo de cérebro e gonada. Resultados similares
foram observados nos niveis de CYPIA nos orgdos da cavidade abdominal (ex.: figado, rim e
intestino) em peixe-zebra e podem estar associados com a fun¢do desses Orgdos na absor¢do de
nutrientes ¢ processamento dos produtos de excregdo do organismo, ex.: detoxificagdo de metabolitos
endogenos e agonistas de AHR oriundos da alimentagao (JONSSON et al., 2007 b). Apesar de CYPIA4
ser o transcrito mais abundante no olho e coracao, niveis significativos de CYPIBI e CYPICI também
foram observados nestes tecidos. Yin et al. (2008) mostraram que o nivel basal de CYPI/BI em
embrides de peixe-zebra ¢ regulado de forma independente do AHR2, e que CYPIBI nao esta
diretamente envolvido na formagdo do edema pericardico gerado pela toxicidade de dioxina. E bem
conhecido que CYP1B1 ¢ importante no desenvolvimento do olho em mamiferos (CHOUDHARY et
al.,, 2006) e que mutagdes neste gene estdo relacionadas com glaucoma em popula¢des humanas
(OHTAKE et al., 2003). A importancia fisiologica destes niveis basais de CYPIBI e CYPICI no olho
e no coragdo de peixes permanece para ser elucidada.

Estudos anteriores mostraram maiores niveis de expressdo de CYPIBI e CYPIDI em cérebro
de peixes-zebra adultos em relagdo a outros CYPIs (JONSSON et al., 2007 b; GOLDSTONE et al.,
2009). A expressdo de CYPIBI foi observada no cérebro mesmo antes da eclosdo das larvas de peixe-
zebra (YIN et al., 2008). Da mesma forma, os niveis basais de expressdo de CYPIBI em cérebro de
rato foram maiores do que CYPIA4s, em quatro regides distintas do cérebro (DESAULNIERS et al.,
2005). Ainda ndo esta claro o significado biologico da maior expressdo destas isoformas no cérebro.

Altos niveis para todos CYPIs foram observados em rim. A expressao de CYPICI, CYPIC2 e

CYPID] foi mais elevada neste 6rgdo, o que pode sugerir uma importante fungdo para estes genes,
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possivelmente com detoxificagdo ou excreg¢do. Altos niveis de expressdo génica para muitas enzimas
de biotransformagao de fase-I, II e III, assim como receptores envolvidos na regulagdo destes genes,
sdo observados no rim e participam na eliminacdo de muitos xenobioticos, drogas e substancias
endogenas (XU; KONG, 2005).

A comparagdo dos niveis de expressao de um CYP em diferentes 6rgaos mostraram um padrao
similar para os dois CYPICs, com altos niveis em rim, cérebro e gonada, ¢ baixos niveis em figado e
branquia. Os niveis relativos de expressdo de CYPI/CI em rim, figado, gbnada e olho observados por
Wang, Scheffler e Willett (2006) em diferentes populagdes de F. heteroclitus sdo similares aos
resultados para CYPIC obtidos neste estudo. CYPIC?2 foi expressa em niveis muito mais baixos do
que CYPICI. Assim, possivelmente os dois CYPICs sejam regulados por uma via orgao-especifica
similar, mas desempenhar func¢des diferentes em um dado orgdo.

A observagdo de que estes cinco CYPls sdo expressos em killifish de forma semelhante ao
peixe zebra é importante, especialmente no caso de CYPIDI. Isto porque CYPIDI é um pseudo-gene
(CYPIDIP) (GOLDSTONE et al., 2009) e parece ser um pseudogene em outras espécies (dados ndo
publicados). Assim, identificar o gene CYPIDI nao significa necessariamente que ele esteja sendo
expresso no organismo. O locus CYPIDI pode ter sido perdido do genoma de outros animais,
incluindo alguns peixes. CYPIDI nao foi identificado no genoma de baiact. Em algumas espécies a
funcdo de CYP1DI1 pode ser desempenhada por outros CYPs, possivelmente CYP1s. Seria muito
interessante determinar se CYP1D1 possui especificidade para algum tipo de substrato.

De uma forma geral, similaridades cataliticas sdo observadas para CYP1As de peixes. A
especificidade de substratos de outros CYP1s em killifish ainda ndo é conhecida, e sdo muito pouco
conhecidas em peixe-zebra. Os cinco CYP1s tém sido expressos em levedura, e foi determinado que
CYPICs e CYPID1 atuam em alguns dos mesmos substratos que sdo oxidados por CYPIA
(GOLDSTONE et al., 2009 e¢ dados ndao publicados). Na enguia Anguilla japonica, CYPI1Cl1
aparentemente metaboliza os substratos de CYP1A 7-etoxiresorufina e 7-etoxicumarina, embora com
atividade catalitica mais baixa. Interessantemente, existem diferengas nos produtos formados a partir
de um substrato, uma vez que CYP1CI produz dois produtos metabolitos a partir do substrato flavona,

enquanto CYP1A produz apenas um (UNO et al., 2008).
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Estudos com expressdo heterdloga de enzimas poderdo auxiliar na identificagdo dos substratos
especificos para os diferentes CYP1s. Além disso, para a elucidagdo da fung¢do de um CYP em
particular, em um dado orgdo serd necessaria a determinagdo dos niveis de proteina expressa, e
turnover de substrato através do uso de inibidores especificos, ou anticorpos inibidores. Anticorpos
foram desenhados para determinacdo de CYP1D1 e demonstraram que a proteina é expressa em peixe-
zebra (GOLDSTONE et al., 2009), porém infelizmente, os mesmos anticorpos nao reconhecem

CYP1D1 em figado de Fundulus heteroclitus (dados nao publicados).

8.5.3. Resposta orgédo-especifica dos CYP1s para PCB126 em F. heteroclitus

Os cinco CYPIs de Kkillifish apresentaram respostas distintas para o tratamento com o potente
agonista do receptor AHR PCB126. A observacdo de que CYPIA é induzida em todos os orgdos era
esperada. Estudos anteriores t€ém mostrado que CYPIA ¢ induzida em altos niveis de expressdo em
orgdos de detoxificacdo em peixes (ex.: figado, trato gastrointestinal, branquias e rim), e que CYPIA4 é
induzida em alguns tipos celulares, como endotélio, em todos os orgdos (ex.. SMOLOWITZ;
SCHULTZ; STEGEMAN, 1992). Estudos imunohistoquimicos também tém demonstrado que os
niveis da proteina CYP1A ¢ fortemente induzido em todos os orgdos de Fundulus expostos a agonistas
do receptor AHR (VANVELD et., 1997). O presente estudo também demonstrou que CYPIBI foi
induzido em todos os orgdos examinados. A mudanga mais significativa na expressdo de CYPI em
resposta ao PCB126 foi a indugdo de CYPIA (~700-vezes) em gonada e indugdo de CYPICI (~500-
vezes) em figado. Da mesma forma, altos niveis de expressdo (>100-vezes) foram observados de
CYPIBI no figado e intestino, CYPIA4 no cérebro e CYPICI na branquia.

Em contraste a CYPIA, CYPIBI e¢ CYPICI, transcritos de CYPIC2 foram fracamente
induzidos e somente em trés oOrgdos analisados (figado, coragdo e branquia), e CYPIDI nao foi
induzido em nenhum dos orgdos analisados. A resposta mais baixa de CYPIC2 para o potente agonista
do receptor AHR foi similar ao encontrado em peixe-zebra. Em peixe-zebra, foi demonstrado que a
responsividade de CYPIC2 para PCB126 diminuiu ao decorrer do desenvolvimento embrionario e ¢
praticamente ausente em peixes adultos (JONSSON et al., 2007 a b). Resultados similares foram

observados no presente estudo, mesmo considerando diferentes rotas de entrada do contaminante no
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experimento mencionado com peixes-zebra adultos. Nenhuma indugdo de CYPIDI em embrides de
peixe-zebra ou adultos tratados com PCB126 ou TCDD foi observada (GOLDSTONE et al., 2009).

O mecanismo envolvido na auséncia de resposta de CYPIC2 para agonistas de AHR em
peixes adultos ndo estad elucidado. Porém a auséncia na indu¢do de CYPIDI pode estar associada com
o falta de elementos responsivos funcionais (AREs), que sdo os sitios de ligagdo para o complexo
AHR/ARNT nas regides promotoras deste gene (GOLDSTONE et al., 2009). Em peixe-zebra, existem
apenas dois AREs putativos (de fun¢do ndo comprovada) no promotor do gene CYPIDI, em contraste
com os 22 AREs putativos e trés comprovadamente funcionais para CYP/4 (ZERUTH; POLLENZ,
2007; GOLDSTONE et al.,, 2009). Uma variedade de outros elementos responsivos foram
identificados na regido promotora de CYPIDI de peixe-zebra (GOLDSTONE et al., 2009) e a
possibilidade de indugdo através de outros receptores e agonistas ainda permanece a ser elucidada para
CYPICs e CYPIDI em killifish e em peixe-zebra.

A indugdo de enzimas CYP em figado de peixe foi primeiramente sugerida como indicadora
de contaminacdo aquatica nos anos 70 (ex., PAYNE, 1976). Desde entdo, varios estudos tém
demonstrado que CYP1As em figado de vertebrados, frequentemente medida por ensaios de cinética
enzimatica e detecg@o por Western blot sdo fortemente induzidos por alguns contaminantes organicos
que representam risco para humanos e para a vida selvagem (ex., PAHs, PCBs coplanares,
dibenzofuranos e dibenzodioxinas policloradas) (BUCHELI; FENT, 1995). Os resultados do presente
estudo, juntamente a outros (WANG; SCHEFFLER; WILLETT, 2006), sugerem que além de CYPIA,
outros CYP1s, particularmente CYPIBI e CYPICI, tem potencial para serem biomarcadores sensiveis
de exposicdo a contaminantes agonistas do receptor AHR em F. heteroclitus e provavelmente em
outras espécies de peixes. Por outro lado, CYPIC2 e CYPIDI, respondem mais fracamente a presenca
de potentes agonistas do receptor AHR em duas espécies diferentes, o que sugere que estes genes nao
seriam bons marcadores para exposicdo a tal grupo de substancias. De qualquer forma, CYPIC2 ¢
CYPI1DI podem ainda estar envolvidos na toxicidade de outros agonistas do receptor AHR ou mesmo
associadas a alguma outra fungdo relacionada a biotransformagido de substratos endogenos. Assim,

todas as cinco isoformas de CYP1 podem estar envolvidas nos efeitos toxicos, e possivelmente na
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resisténcia a agonistas do receptor AHR observada em algumas populagdes de Fundulus (ELSKUS et
al., 1999).

Em suma, foram identificados e clonados trés novos genes CYPI, CYPIBI, CYPIC2 ¢
CYPIDI, no peixe killifish do Atlantico F. heteroclitus, um modelo vertebrado usado extensivamente
em estudos de toxicologia ambiental. Diferencas substanciais nos niveis de expressdo para os cinco
CYPlIs foram observadas nos 6rgios examinados. O presente estudo também demonstrou que estes
CYPls diferem em suas respostas quando animais sdo tratados com o potente agonista do receptor
AHR, PCBI126. Diferentes niveis basais e grau de indugdo por PCB126 em o6rgdos especificos
sugerem que os mecanismos de regulagcdo dos cinco genes CYPI podem diferir. Por fim, estes novos
membros da familia CYP1 aumentaram o conjunto de potenciais biomarcadores de contaminacio
aquatica em peixe, ¢ podem auxiliar na elucidacdo de possiveis mecanismos de toxicidade de

agonistas do AHR, e os papéis fisiologicos desta importante familia de proteinas.

8.5.4. Expressdo génica de CYP1s em duas populacdes de killifish expostas a diferentes historicos
de contaminagéo por PCB

O fato de que killifish pode sobreviver a condigdes agudas de contaminagdo quimica por
PAHs (WILLS et al., 2009) e PCBs (NASCI et al., 2009) em certas regides costeiras, levou a escolha
desta espécie como um modelo para estudos ambientais e de adaptacdo a contaminagdo (BURNETT et
al., 2007). No presente estudo, as analises quimicas realizadas em duas populagdes de killifish, uma
proveniente de Scorton Creek , MA, EUA (SC), e outra proveniente do Superfund Site New Bedford
Harbor, MA, EUA (NBH) confirmaram os altissimos niveis de PCBs nos peixes de NBH. Dentre os
congéneros de PCB encontrados, estdo os nao-orto substituidos (e.g. PCB77, PCB81, PCB126 ¢
PCB169), que sdo considerados os mais toxicos, uma vez que sdo potentes agonistas do receptor AHR,
e aumentam o risco de carcinogénese e teratogénese em peixes. As atividades industriais de produgdo
de PCBs em NBH foram interrompidas ha décadas e varios esfor¢os de descontaminagdo deste local
foram realizados desde entdo (BERGEN et al., 2005). Porém, ¢ evidente, pelas analises realizadas

neste e em outros estudos (BERGEN et al., 2005), que a bioconcentragdo e persisténcia de PCBs neste
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local existe até os dias atuais. Portanto, os peixes que habitam NBH, possuem adaptagdes fisiologicas
para evitar os efeitos toxicos destes compostos observados em altas concentragdes em seus tecidos.

Kilifish de NBH demonstraram niveis basais aproximadamente quatro vezes maiores na
expressao de genes CYPIA e CYPICI em figado em relacdo a peixes provenientes de um local ndo
contaminado (Scorton Creek). Interessantemente, CYPIBI, que assim como CYPIA e CYPICI, tem
sua expressdo regulada pelo receptor AHR, apresentou um padrido distinto para a expressdo basal
nestas populagdes. Os maiores niveis na expressdo dos genes CYPI4 e CYPICI, e ndo dos outros
CYPIs (CYPIB1, CYPIC2 e CYPIDI) na populacdo de NBH, podem ter alguma importancia para a
adaptagdo deste peixe ao ambiente contaminado por PCB. O envolvimento do receptor AHR na
manutengdo dos niveis mais altos observados para esta populagdo ndo € claro, uma vez que ndo houve
indug¢do por PCB126 em laboratorio para nenhum dos genes CYPIs para esta populacdo de killifish
(ver abaixo). E possivel que outros mecanismos de regulagio estejam envolvidos na manutencio dos
niveis basais destes genes. Interacdes complexas (cross-talking) entre AHR e outros receptores
(MURPHY; QUADRO; WHITE, 2007; ARUKWE; NORDBO, 2008), possivemente estejam
relacionadas com as respostas distintas observadas para os niveis basais dos diferentes CYPIs. A
melhor caracterizagdo do papel catalitico das proteinas CYP1 na toxicidade de PCBs € requerida para
a compreensao de possiveis mecanismos adaptativos relacionados as diferengas nos niveis basais de
expressdo génica observados na populacdo de NBH.

Os quatro CYPIs hepaticos de F. heteroclitus induzidos pela exposicdo em laboratério para
PCB126 (CYPIA, CYPIBI, CYPICI e CYPIC2) na populagdo de SC ndo sdo induzidos na populagio
de NBH. Algumas populagdes de killifish de locais altamente poluidos na América do Norte sdo
insensiveis a indugcdo de CYPIA, o que tem sido descrito como uma resposta refrataria e
possivelmente parte do mecanismo de defesa para toxicidade de alguns contaminantes (ELSKUS et
al., 1999; BELLO et al., 2001; MEYER et al., 2003). Resultados semelhantes em relagdo a auséncia de
inducdo da proteina CYP1A e atividade da EROD na popula¢do de NBH, ja haviam sido constatados
anteriormente (BELLO et al., 2001). A ag@o das enzimas CYP1 de mamiferos em certos substratos
podem gerar metabdlitos que contribuem para risco de cancer, defeitos no nascimento, e outros efeitos

toxicos (NEBERT; KARP, 2008). O mecanismo da toxicidade de PCB em peixe ndo estd bem
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compreendido, mas existem evidéncias de que congéneres planares ndo-orto substituidos podem
estimular a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) pelo desacoplamento do ciclo catalitico
de CYP1A (SCHLEZINGER et al., 2006). Assim, a auséncia de indugdo por PCB126 na populagdo de
NBH pode representar uma adaptagdo para evitar a formacdo de metabolitos toxicos nestes
organismos.

Apesar de varios estudos a respeito de CYP1A terem sido realizados em populagdes de
killifish, nenhum estudo havia avaliado os niveis de inducdo de outros membros da familia 1,
principalmente devido ao fato de que CYPIBI, CYPIC2 e CYPIDI, apenas foram identificados
recentemente em F. heteroclitus (ZANETTE et al., 2009; presente estudo). O presente estudo
acresentou novas informagdes a respeito dos niveis de outros CYPls (CYPIBI, CYPICI, CYPIC2 ¢
CYPIDI) e possivel envolvimento dos mesmos em respostas adaptativas de killifish provenientes de
um local altamente contaminado por PCB. Tal estudo é importante, principalmente pelo fato de que as
respectivas proteinas destes CYP1s possivelmente possuam diferentes especificidades para substratos
especificos.

Tais estudos, em conjunto, sugerem que a escolha da populagdo de peixe a ser utilizada em
programas de monitoramento ¢ fundamental, uma vez que a sensibilidade aos contaminantes pode ser
muito variada, quando analisada a indugdo de CYPIs em Kkillifish, e possivelmente em outras espécies
de peixe. Além disso, a auséncia de indugdo de CYPIs em certas populagdes de peixes expostas a
contaminantes em laboratorio, podem indicar exposi¢do cronica para a contaminagdo nestes locais, o

que também representa uma informagdo valiosa para o monitoramento da contamina¢do ambiental.

8.5.5. Identificagdo de CYP1s em P. vivipara

Foram identificados trés genes CYPIs na espécie de peixe P. vivipara. Estes genes foram
anotados preliminarmente como CYPIA, CYPIBI e CYPICI, e sdo conhecidamente induzidos por
agonistas do receptor AHR em outros peixes, como por exemplo, o peixe-zebra e o killifish
(JONSSON et al., 2007 a b; ZANETTE et al., 2009).

A alta identidade destas sequéncias com a espécie de peixe F. heteroclitus (84-96 %), mesmo

se tratando de um grupo de genes pouco conservados como € o caso da superfamilia CYP, sugere que
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o conhecimento ja acumulado na literatura para o killifish possa ter aplicabilidade para orientar
estudos futuros a serem desenvolvidos utilizando P. vivipara. Portanto, tal similaridade com F.
heteroclitus, pode ser apontada como mais uma vantagem no uso desta espécie como espécie modelo
em estudos ambientais em regides costeiras, assim como tem sido sugerido em outros estudos (ex.:
GOMES; MONTEIRO, 2008).

A expressdo dos genes CYPI responsivos a contaminantes identificados em P. vivipara,
podera também ser validada em estudos de campo a fim de avaliar o seu potencial para utilizacao
como biomarcadores de contaminagao aquatica utilizando esta espécie de peixe no monitoramento de

regides costeiras no Brasil.
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8.6. CONCLUSOES

e Trés novos genes de citocromo P450 da familia 1 (CYPIBI, CYPIC2 e CYPIDI) foram
identificados no peixe-modelo para estudos ambientais F. heteroclitus. Similarmente aos
outros dois CYPIs previamente conhecidos (CYPIA e¢ CYPICI), CYPIBI ¢ altamente
responsivo a substincias agonistas do receptor AHR, servindo como um potencial
biomarcador para estas substancias. Porém os outros dois novos genes CYPIs sdo fracamente
(no caso de CYPIC2) ou nada (no caso de CYPIDI) induziveis para estas substancias, ¢

possivelmente atuam em fungdes endégenas no organismo.

e Os genes CYPI de peixe (CYPIA, CYPIBI, CYPICI, CYPIC2 e CYPIDI), mostraram
distintos padrdes de expressdo quanto a sua distribuicdo 6rgdo-especifica e inducdo por PCB
126, o que permitiu a escolha de combinacdes 6rgao/CYPI mais apropriadas para deteccdo de
contaminantes agonistas do receptor AHR a ser utilizado em futuros estudos ecotoxicologicos.
As maiores inducdes foram observadas para as combinagdes génada/CYP1A
(aproximadamente 700 vezes), figado/CYP1C1 (aproximadamente 500 vezes), figado e

intestino/CYP1BI1, cérebro/CYP1A e branquia/CYP1C1 (>100 vezes).

e Estudos em uma populagdo de F. heteroclitus proveniente de um local historicamente
contaminado por PCB (New Bedford Harbor, MA, EUA) mostraram diferencas marcantes na
expressdo dos genes CYPls revelando um possivel envolvimento destes CYPs em
mecanismos de adaptacdo para sobrevivéncia nestes locais altamente contaminados. Estes
resultados também sugerem que a escolha da populagdo de F. heteroclitus para estudos
ecotoxicoldgicos tem um carater crucial na utilizagdo dos CYPIs como biomarcadores de

exposicao a contaminantes agonistas do receptor AHR nesta espécie.

e Os genes biomarcadores CYPIA, CYPIBI e CYPICI mais apropriados para detec¢do de

contaminantes agonistas do AHR dentre os CYPls, também foram clonados no peixe P.
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vivipara, ¢ poderdo servir como biomarcadores de contaminagdo aquatica nesta espécie

amplamente distribuida em ambientes contaminados da costa Brasileira.
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9. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Novos genes de interesse para estudos ecotoxicologicos foram identificados em organismos
marinhos e estuarinos. Dentre estes organismos, estdo moluscos bivalves como o mexilhdo Mytilus
edulis, distribuido em regides com clima temperado, e a ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae,
tipicamente encontrada na costa brasileira. Novos genes também foram identificados em um peixe
modelo da América do Norte, o killifish (Fundulus heteroclitus) e uma potencial espécie modelo para
estudos ambientais em estuarios e marismas da costa Brasileira, o barrigudinho (Poecilia vivipara). A
validacdo e utilizagdo da técnica de PCR em tempo real para avaliagdo quantitativa da expressao
destes genes também foi realizada. Utilizando esta metodologia, estudos futuros poderdo avaliar com
maior precisdo possiveis substincias quimicas ou condigdes ambientais (bidticas/abidticas) que
estejam envolvidas na regulacdo da expressdo destes genes, e que potencialmente terdo aplicabilidade
no monitoramento ambiental, tanto para a detecg¢do da presenca de misturas ou substincias quimicas
no ambiente aquatico, como para avaliagdo de efeitos toxicos causados por tais contaminantes.

Alguns dos novos genes identificados na ostra C. rhizophorae (ver Capitulo I) poderio ter sua
utilizacdo como biomarcadores de esgoto doméstico validada em estudos posteriores. Dentre eles,
estdo os genes CAT, MDR, SDR, cavortina, CYP4-like, TMSB4 e SLC25A438. Uma vez que as
propriedades bioquimicas e importancia fisiologica das proteinas traduzidas por esses genes, ainda
permanecem por elucidacdo em moluscos, estudos futuros poderdo revelar aplicagdes biotecnoldgicas
adicionais, além da importancia para o monitoramento costeiro. O papel das novas proteinas
traduzidas por estes genes no metabolismo, imunidade para patégenos, detoxificacdo de substincias
quimicas (naturais ou antropogénicas) poderdo apresentar aplicagdes para os campos relacionados a
aquicultura, ecologia marinha, avaliacdo dos recursos pesqueiros, farmacologia, dentre outras.

O desenho experimental utilizado no Capitulo I para o estudo de campo, incluiu a analise de
pardmetros hidroquimicos, quimicos e microbiologicos, juntamente com os biomarcadores. Os
resultados mostram que a regido de Sdo José (desembocadura do Rio Bucheler), representa um local
potencial para estudos que avaliem os efeitos causados pelo despejo de esgoto doméstico in natura em

uma regido costeira. Futuramente, outros enfoques, como por exemplo, a investigacdo de diferencas
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genéticas em populagoes de C. rhizophorae destes locais, poderdo demonstrar adaptacdes destes
organismos que permitem a sua sobrevivéncia em tais condigdes criticas. Neste sentido uma analise de
polimorfismos em determinadas sequéncias génicas poderdo mostrar diferengas importantes ao nivel
populacional causados pela contaminacao costeira.

Buscas realizadas em bibliotecas de ESTs de moluscos bivalves possibilitaram, pela primeira
vez na literatura, a verificagdo da existéncia de uma ampla diversidade de genes expressos da
superfamilia citocromo P450 (CYP) neste grupo de organismos (cerca de 60 sequéncias unicas). Nas
ultimas décadas, dezenas de estudos de ecotoxicologia foram realizados utilizando-se metodologias de
deteccdo de CYPs originalmente desenhadas para outros organismos, como Western Blot com
anticorpos de peixes e camundongos, e ensaios de atividade enzimatica com substratos para CYPs de
vertebrados. Tais estudos tem sido criticados recentemente na literatura especializada, pela
inespecificidade destas metodologias para detec¢ao/quantificacdo de isoformas de CYPs em moluscos
bivalves. A caracterizagdo detalhada de alguns dos genes CYP em moluscos bivalves, pela presente
tese, permitiu a utilizacdo da técnica de PCR em tempo real para avaliacdo de expressdo génica ao
nivel quantitativo, solucionando um problema historico em estudos toxicologicos relacionado a
quantificagdo de citocromos P450 em moluscos bivalves.

A exemplo do que ¢ observado para a superfamilia CYP em insetos, grupo nao-vertebrado
melhor estudado até entdo, ¢ provavel que os CYPs de moluscos bivalves apresentem diferengas
marcantes em comparacdo aos CYPs de vertebrados, tanto em relacdo a indugdo por contaminantes e
outras substancias, como em relacdo a especificidade para diferentes substratos. O presente estudo,
demonstrou por exemplo, que substancia indutoras de CYP/ em vertebrados, ndo foram indutoras de
CYPI-like em mexilhdo, porém, induziram genes CYP3-like e CYP26-like. Estudos futuros que
avaliem a expressdo conjunta de todos os genes CYP de molusco bivalve, utilizando técnicas como
microarray, poderdo identificar novos genes CYP induzidos ao nivel de expressdo génica para
substancias quimicas especificas. Em complementacdo a isso, estudos de expressdo recombinante
destes CYPs para caracterizagdo da atividade da proteina e estudos de knockdown / knockout poderdo
demonstrar importancia toxicologicas e fisioldgicas ainda desconhecidas, para estas proteinas em

moluscos, assim como ja foi constatado anteriormente em algumas espécies de insetos.
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Em peixe Fundulus heteroclitus, foram identificados novos genes citocromo P450 da familia 1
(CYPIBI, CYPIC2 e CYPIDI), além dos CYPIA e CYPICI ja conhecidos, e sua indugdo por um
contaminante agonista do receptor AHR (PCB126) foi avaliada para diferentes condigdes
experimentais. A escolha das isoformas de CYPI, do orgdo analisado, ¢ da populagdo de peixe
utilizada, se mostrou crucial para utilizacdo destes genes como ferramenta no monitoramento
ambiental. As combinagdes 6rgdo/CYP1I mais apropriadas para deteccdo desta classe de contaminantes
por PCR em tempo real em F. heteroclitus, foram gonada masculina/CYPIA4 (> 700 vezes de inducdo),
figado/CYPICI (> 500 vezes de indugdo), figado e intestino/CYPIBI, cérebro/CYPIA ¢
branquia/CYPICI (>100 vezes de indugdo). A inducdo dos genes identificados pela primeira vez em
Poecilia vivipara (CYP1A, CYPIBI e CYPICI) poderdo ser validadas em estudos de campo ou
laboratdrio, e utilizados como importantes ferramentas no monitoramento ambiental de regides
contaminadas da costa brasileira.

Uma populagdo proveniente de um local historicamente contaminado por PCBs (New Bedford
Harbor, Massachussets, EUA) apresentou uma resposta refrataria (auséncia de indugdo de CYPI),
demonstrando que a inducdo destes genes pode ser distinta para populacdes geograficamente
afastadas, e possivelmente, tal resposta faz parte do conjunto de adaptacdes que estes organismos
possuem para sobreviver em regides altamente impactadas por poluentes. Estudos futuros poderdao
identificar substratos especificos para as proteinas traduzidas pelos novos genes da familia 1
identificados, utilizando metodologias complementares, como por exemplo de expressdo recombinante
dessas proteinas em bactéria ou levedura, e poderdo revelar novas fungdes (para compostos exogenos
ou enddgenos) nestes organismos.

Em suma, foram identificados novos marcadores moleculares bastante especificos e sensiveis
para a presenca de substincias quimicas no ambiente aquatico, utilizando peixes como organismos
monitores. Porém, uma menor especificidade/sensitividade de marcadores foi observada utilizando-se
moluscos bivalves. Em conclusdo, o presetente estudo sugere que a utilizagdo de peixes para o
monitoramento ambiental utilizando-se biomarcadores, ainda é preferivel, se comparada a utilizagdo
de moluscos bivalves. Tal constatacdo ja era de certa forma esperada, uma vez que o conhecimento

cientifico acumulado, ao nivel fisioldgico, bioquimico e de biologia molecular, para peixes e outros



156

vertebrados ¢ muito maior do que para moluscos bivalves e invertebrados em geral. Futuramente,
estudos como o da presente tese, que venham a contribuir para um melhor conhecimento cientifico dos
moluscos bivalves, poderdo revelar novas aplicagdes para a utilizagdo destes organismos no
monitoramento ambiental e estudos ecotoxicologicos, e possivelmente a descoberta de biomarcadores

de contaminacdo aquatica tdo sensiveis quanto os previamente caracterizados em vertebrados.
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	A identidade dos fragmentos dos genes MXR (399 bp), CAT (475 bp) e ACT (346 bp) amplificados por PCR em cDNA de C. rhizophorae foram confirmadas por BLAST no GenBank. Os fragmentos de CYP356A1 e GSTO não puderam ser identificados devido a problemas na ligação deste fragmento com o vetor de clonagem, ou possivelmente devido ao pequeno número de cópias dos fragmentos amplificados. Ao contrário dos outros genes amplificados por PCR, CYP356A1 e GSTO apresentaram bandas eletroforéticas bastante fracas e um número muito pequeno de colônias positivas transformadas. Não foram obtidos produtos de PCR com tamanho esperado para os genes FABP ou ALAS. 
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