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RESUMO

As Glutationa S-Transferases (GST) sdo uma familia de enzimas que catalisam a conjugacao
de compostos eletrofilicos com a glutationa reduzida (GSH), e participam do processo de
biotransformacdo de fase II. Essas enzimas sdo conservadas e podem ser encontradas em
diversos grupos de organismos vivos. As isoformas de GST podem ser utilizadas como
biomarcadoras de contaminagdo aquatica em estudos ecotoxicologicos envolvendo
invertebrados marinhos, como no caso da ostra do Pacifico Crassostrea gigas, espécie
comumente utilizada em estudos moleculares com moluscos bivalves. Utilizando como
referéncia estudos prévios que realizaram uma curadoria manual para a identificacdo,
classificagdo e caracterizacdo das isoformas de GST, foram realizadas andlises de PCR em
tempo real (QPCR) com a finalidade de avaliar a prevaléncia das isoformas da familia de GST
nos tecidos de: manto, branquias, palpos labiais, musculo adutor, glandula digestiva e coragao,
de C. gigas. De 25 isoformas identificadas, foi possivel desenhar iniciadores especificos para
19 sequéncias. Os resultados mostram uma visdo geral da transcricdo génica da familia das
GST e sugere a atuagdo no metabolismo de compostos endogenos e exoégenos em diferentes
tecidos de Crassostrea gigas. Destaca-se a atua¢ao das GST em glandulas digestivas, uma vez
que sete isoformas mostraram prevaléncia nos niveis de transcritos basais comparado a outros
tecidos. A partir de comparagdes com outros estudos, bem como da correlagdo com as fungdes
descritas para outros animais, esse estudo pode auxiliar na escolha de um tecido das ostras para
estudos com biomarcadores de contaminagao aquatica ou de metabolismo endogeno e reforga
as classificacdes e nomenclaturas da familia das GST em C. gigas, realizadas por nosso grupo

de pesquisa.

Palavras-chave: Xenobioticos; Biomarcadores; Biotransformagao; Bivalves.



ABSTRACT

The Glutathione S-Transferases (GST) are a family of enzymes that catalyzed the conjugation
of electrophilic compounds with reduced glutathione (GSH), and participate in the process of
xenobiotics biotransformation. These enzymes are well preserved and can be found in many
living groups. The GST isoforms can be used as biomarkers of aquatic contamination in
ecotoxicological studies involving marine invertebrates, as in the case of the Pacific oyster
Crassostrea gigas, a species commonly used in molecular studies with bivalve molluscs. The
C. gigas oyster genome was recently sequenced, but the automated annotation generated
inconsistencies in the identification of the genes. Using as a reference studies that conducted a
manual curation for the identification of GST isoforms, Real Time PCR (qPCR) analyses were
performed with the purpose of evaluating the prevalence of GST family isoforms in mantle,
gills, labial palps, adductor muscle, digestive gland and heart of C. gigas. From 25 identified
isoforms, it was possible to made specific primers for 19 sequences. The results show an
overview of the gene transcription of the GST family and suggests the participation in the
metabolism of endogenous and exogenous compounds in different tissues of Crassostrea gigas.
Is emphasized the performance of GST in digestive glands, since seven isoforms showed
prevalence in the levels of basal transcripts compared to other tissues. Based on comparisons
with other studies, as well as the correlation with the functions described for other animals, this
study may assist in the selection of oyster tissue for studies with biomarkers of aquatic
contamination or endogenous metabolism in oysters and reinforces the classifications and

nomenclatures of the GST family in C. gigas, conducted by our research group.
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1. INTRODUCAO

As regides geograficas de maior concentragdo da populagdo sdo as zonas costeiras,
principalmente por possuirem acesso ao transporte e comércio maritimo, atividades recreativas,
oportunidades econdmicas, disponibilidade de recursos naturais e potencial turistico
(NEUMANN et al., 2015). Por exemplo, megacidades (acima de 10 milhdes habitantes) quando
situadas nas regides costeiras, podem gerar pressdes antropicas sobre esses sistemas aquaticos.
Como consequéncia, 0os ambientes costeiros e estuarinos tornam-se receptores de contaminantes
e poluentes (SEKOVSKI; NEWTON; DENNISON, 2012). Em 2008, Halpern e colaboradores
realizaram um mapa global do impacto humano nos ecossistemas marinhos e indicaram que
ndo ha areas livres da influéncia dos seres humanos e a costa brasileira ficou classificada como
area de médio e alto impacto. J& em um novo estudo realizado em 2013, cinco anos depois,
mostrou que quase 66% do oceano e 77% das jurisdicdes nacionais mostram um aumento do
impacto humano, impulsionado pelas pressdes da mudanca climatica. Nas regides do Atlantico
subtropical mostraram escores de impacto aumentados em relagdo ao primeiro trabalho
(HALPERN, 2015).

Com esses estudos, percebe-se que a contaminagdo aquatica em regides costeiras ainda
¢ recorrente. No Estado de Santa Catarina ¢ possivel constatar a agdo humana sobre esses
sistemas aquéticos. Uma noticia publicada pela CASAN (Companhia Catarinense de Agua e
Saneamento) no ano de 2018, anunciou a ampliacdo da cobertura da coleta de esgoto da cidade
de Florianopolis de 56% para 74%, até 2019. Sendo assim, atualmente, praticamente metade do
esgoto da cidade de Floriandpolis ainda ndo ¢ coletado para tratamento pela companhia
responsavel. Ainda, segundo os relatorios de balneabilidade das praias de Florianopolis,
disponibilizados no sife do Instituto do Meio Ambiente de Santa Catarina - IMA, 64 pontos
estavam proprios e 22 pontos estavam improprios para banho nas primeiras semanas de janeiro
de 2019. Essas noticias demonstram, portanto, que a contaminagao aquatica no Brasil, em SC
e em Florianopolis, ainda ¢ um problema atual e recorrente.

Os ambientes aquéticos podem se tornar receptores finais de diversos contaminantes
oriundo de a¢des antrdpicas e o monitoramento da qualidade desses locais pode ser realizado
através da andlise das respostas a exposicdo e dos efeitos bioldgicos desses compostos em
alguns organismos aquéticos (RODRIGUEZ-ORTEGA et al., 2002). A anélise de alteragdes de

processos bioquimicos, fisioldgicos, tissulares e moleculares em fungdo da exposicdo as



substancias quimicas exdgenas aos organismos, os xenobidticos, sdo uma ferramenta para a
avaliag@o dos seus potenciais riscos. Essas alteragdes indicam exposi¢ao ou efeito nos animais
a esses agentes estressores € sdo chamadas de biomarcadores (BELIAEFF; BURGEOT, 2002;
HUGGETT et al., 1992). Esses animais, com destaque para os peixes € os moluscos, podem ser
utilizados como organismos bioindicadores, e permitem a avaliagdo da qualidade do ambiente
e como ele muda com o tempo (HOLT, 2010; PIAZZA, 2016). Moluscos bivalves, como ostras
e mexilhdes, sdo organismos bioindicadores de contaminacdo de ambientes aquéticos
comumente escolhidos, uma vez que s3o animais filtradores, sésseis e possuem ampla
distribuicdo geografica (RODRiGUEZ-ORTEGA et al., 2002; ZACCHI, 2017; ZHANG et al.,
2012).

A ostra da espécie Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), conhecida também como ostra
do Pacifico, € o molusco bivalve mais cultivado ¢ consumido no mundo (NUNES, 2013). De
origem japonesa, onde tem sido cultivada hd décadas, C. gigas foi introduzida de forma
generalizada em diversos outros paises. Chegou ao Brasil por volta dos anos 70, e passou a ser
cultivada na década de 80, no Estado de Santa Catarina (FAO, 2019; FERREIRA; NETO,
2007). Santa Catarina € responsavel por mais de 90% da producdo nacional de ostras, onde suas
larvas (ou sementes) sdo produzidas e distribuidas pelo Laboratério de Moluscos Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina, que desde 1988, ¢ o principal indutor da atividade no
Estado (ACEB, 2014). A comercializa¢do de ostras C. gigas na safra de 2017 foi de 2.529
toneladas e, apenas a cidade de Floriandpolis foi responsavel por uma produgdo de 1.778
toneladas (EPAGRI, 2017). Além de seu valor comercial, ¢ considerada um animal modelo em
estudos que avaliam os ambientes aquaticos (NUNES, 2013). A ostra C. gigas ¢ amplamente
usada em estudos com biomarcadores de efeitos ecotoxicologicos e de exposicdo a
contaminantes. Esses estudos com C. gigas foram recentemente facilitados e suportados pelo
sequenciamento e publica¢do do seu genoma por Zhang et al., (2012a).

Em estudos ecotoxicoldgicos com moluscos sdo comumente escolhidos os tecidos das
branquias e glandulas principalmente em trabalhos com exposicdo a contaminantes como
observado em Liichmann et al. (2014) mostrando diferenga de transcri¢do entre os tecidos.
Porém acredita-se que outros tecidos tenham o potencial para serem usados nesses estudos com
exposicao ou até mesmo com o metabolismo endégeno em moluscos (GERDOL et al., 2017).

Em bivalves, a transcricdo de genes e atividade de enzimas relacionadas ao sistema de
biotransformagdo, participam da metabolizagdo de diversos contaminantes ambientais,
auxiliando no processo de eliminagdo desses compostos (SACCO, 2006). Os perfis de

transcri¢do génica estdo nos primeiros niveis de resposta a estressores ambientais. O surgimento



de técnicas de biologia molecular na area de ecotoxicologia, possibilitou um melhor
entendimento dos mecanismos de acdo de contaminantes em diversos organismos aquaticos
(BRULLE et al., 2008).

Devido a natureza lipofilica de muitos xenobidticos, esses compostos sdo dificeis de
serem eliminados pelos organismos. Assim, o processo de biotransformacao de xenobioticos
pode levar a formagao de um composto mais hidrofilico para ser excretado do organismo mais
facilmente do que o composto inicial (LUCHMANN, 2012; OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003).

A eliminagdo de xenobioticos pode estar relacionada a atividade, complemento e
indutibilidade de enzimas de biotransformacdo que podem ser de fase I, II (LIVINGSTONE,
1998). Quando um xenobidtico entra na célula, ele pode ser biotransformado por enzimas de
fase I que participam das reagdes redox, catalisadas principalmente pelo complexo citocromo
P450 (CYP450) e flavinas-monooxigenases (FMOs). Essas enzimas introduzem ou expdem
grupos funcionais nos xenobiodticos por meio de reagdes de oxidagdo, redug¢do ou hidrolise.
Esses grupos funcionais tornam os xenobidticos mais hidrofilicos e criam neles centros
eletrofilicos, facilitando as reagdes de conjugagdo (BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004a;
NIYOGI et al.,, 2001). Esses metabolitos gerados podem ainda ndo ser hidrossoliveis o
suficiente para serem excretados da célula, entdo precisam ser conjugados com outras
moléculas endogenas. Esse processo pode ser facilitado pelas enzimas de fase I (ZACCHI,
2017).

As enzimas de fase II catalisam a conjugagdo dos xenobidticos biotransformados pela
fase I ou substratos que ja possuem centro eletrofilico, com moléculas endogenas, como o acido
glicurdnico; sulfato; glutationa reduzida; aminoéacidos ou acetato, tornando-as mais soluveis.
As glutationa S-transferases (GST) sdo importantes enzimas de biotransformagdo de fase 11
(HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Essas enzimas catalisam a conjugacdo de uma
ampla gama de xenobidticos com o tripeptideo enddgeno glutationa reduzida (GSH)
(SHARMA et al., 2004). O ataque de espécies eletrofilicas € prevenido através da conjugacao
da glutationa reduzida (GSH) catalisada pelas GSTs que sdo uma importante barreira
antioxidante na prevencdo contra os danos causados pelos xenobioticos eletrofilicos
(AWASTHI, 2006). Ainda pose acontecer a fase III, quando proteinas de membrana,
componentes do sistema de resisténcia a multiplos xenobioticos, transportam esses compostos
para fora da célula (KEPPLER; RINGWOOD, 2001; LUCKENBACH; EPEL, 2008). Além de
biotransformacao, as GSTs podem estar envolvidas também na eliminacdo dos subprodutos de

espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenhando um papel como antioxidantes indiretos
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(NUNES, 2013; BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004a). As GST podem reagir com varios
subprodutos do estresse oxidativo, como os hidroperoxidos lipidicos, por exemplo. Em
concentragdes fisiologicas, as GST regulam os niveis de EROs, evitando sua proliferacao
celular, prevenindo o seu acumulo e protegendo as células contra apoptose (AWASTHI, 2006).
Acredita-se que essas enzimas podem ter participacdo no metabolismo endégeno também, as
isoformas de GST Pi, GST Mi e GST Alfa, podem metabolizar a conjugagao do 4-hidroxinon-
2-enal, um substrato classico dessas isoformas em mamiferos (ALIN; DANIELSON;
MANNERVIK, 1985; DANIELSON; ESTERBAUER; MANNERVIK, 1987; SINGHAL et
al., 1994).

As GST s3o uma familia de enzimas presentes em todos os principais taxa, incluindo
fungos, plantas e animais. Elas podem ser citosolicas, mitocondriais € microssomais, também
conhecidas como MAPEG (do inglés Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and
Glutathione metabolism).

Em mamiferos, foram identificadas sete classes de GST citosolicas: Alfa, Mi, Pi, Sigma,
Teta, Omega e Zeta, além de isoformas mitocondriais (Kappa) e microssomais (MAPEG)
(PEMBLE; WARDLE; TAYLOR, 1996; HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Entretanto,
ao contrario do observado para mamiferos, a identificacdo e o numero total de GST em
moluscos bivalves ainda ¢ incerto. Boutet, Tanguy e Moraga (2004b) identificaram, clonaram
e sequenciaram quatro isoformas de GST em C. gigas: Omega, Pi, Mi e Sigma. Entretanto,
estudos realizados no Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aqudtica e
Imunoquimica (LABCAI/UFSC) observaram diferengas nos niveis de transcricdo génica de
outras isoformas putativas de GSTs (GST microssomal-like e GST-like), avaliadas como
potenciais biomarcadores na ostra nativa Crassostrea gasar expostas a fragdo soltvel do 6leo
diesel e fenantreno (LUCHMANN et al., 2014; ZACCHI et al., 2017). Acredita-se que haja
outras isoformas de GST em C. gigas que possam atuar como potenciais biomarcadores de
contaminagdo, além das quatro descritas por Boutet, Tanguy e Moraga (2004b).

Assim sendo, devido a ampla utilizacdo de C. gigas em estudos ambientais, foi realizada
pelo grupo de pesquisa do LABCAI (UFSC), uma triagem (screening) do genoma da ostra C.
gigas, disponivel nos bancos de dados publicos a partir do trabalho de Zhang et al., 2012,
seguida de curadoria manual para a identificagdo e organizacdo das isoformas da familia das
GST. Essa busca foi realizada a partir dos dominios funcionais (PFAM) da familia das GST, e
foi possivel identificar sequéncias contendo os dominios C-terminal e N-terminal; MAPEG e
DSBA, considerados dominios pertencentes a familia das GSTs citosdlicas, microssomais e

mitocondriais, respectivamente. Com a curadoria manual das sequéncias de maneira individual,
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foi gerado um banco de dados (Tabela 1), com o total de 25 sequéncias identificadas como
diferentes isoformas de GST, que incluem: duas GST microssomais 1 (CgMGST1); uma GST
microssomal 2 (CgMGST?2); trés GST microssomais 3 (CgMGST3); uma GST mitocondrial,
identificada como Kappa (CgGSTK); e as GST citosélicas: quatro Omega (CgGSTO); uma
Sigma (CgGSTS); duas Alfa (CgGSTA); duas Pi (CgGSTP); duas Mi (CgGSTM); trés Teta
(CgGSTT); uma Delta-like (CgGSTD); e trés Rho-like (CgGSTR). Para todas as sequéncias
identificadas no genoma e curadas manualmente, foram encontradas respectivas regides
codificantes transcritas (fophit) nos bancos de dados de transcritomas de C. gigas (dados nao

publicados de ZACCHI).

Tabela 1 - Regides codificantes das GST identificadas no genoma e transcritomas de

Crassostrea gigas a partir de busca por dominios funcionais (PFAM).

Tamanho (AA) Dominios PFAM

Microssomais

1
CgMGSTI.1 147 MAPEG (PF01124)
CgMSGS1.2 152 MAPEG (PF01124)

2
CgMGST.2 153 MAPEG (PF01124)

3
CgMGST3.1a 142 MAPEG (PF01124)

CgMGST3.2a 146 MAPEG (PF01124)



CgMGST3.2b 146 MAPEG (PF01124)

Mitocondrial

CgGSTK 224 DSBA (PF01323)

Citosolicas

émega

CgGSTO.1 239 GST N 3 (PF13417)+ GSC_C 2 (PF13410)
CgGSTO.2 240 GST N 3 (PF13417) + GSC_C (PF00043)
CgGSTO.3 239 GST N 3 (PF13417)+ GSC_C 2 (PF13410)
CgGSTO.4a 243 GST N 3 (PF13417) + GSC_C (PF00043)
Sigma

CgGSTS. 1la 203 GST_N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)
Alfa

CgGSTA.la 225 GST _N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)
CgGSTA.1b 225 GST _N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)
Pi

CgGSTP.1 207 GST _N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)

CgGSTP.2 207 GST_N (PF02798) + GSC_C_3 (PF14497)

12
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Mi

CgGSTM. la 215 GST_N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)
CgGSTM. 1b 215 GST_N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)
Delta-like

CgGSTD.1a 223 GST_N (PF02798) + GSC_C 3 (PF14497)
Teta

CgGSTT. 1 230 GST_N_2 (PF13409) + GSC_C (PF00043)
CgGSTT.2a 234 GST_N (PF02798) + GSC_C (PF00043)
CgGSTT.2b 234 GST_N_3 (PF13417) + GSC_C (PF00043)
Rho-like

CgGSTR.1a 227 GST_N (PF02798)

CgGSTR.1b 227 GST_N (PF02798)

CgGSTR.2a 227 GST_N (PF02798)

A partir das sequéncias de GST de C. gigas identificadas, uma arvore filogenética com
GST de vertebrados e invertebrados foi inferida (figura 1), e corrobora a classificacdo e
nomenclatura proposta. Observou-se que ha um agrupamento das GSTs microssomais com as
isoformas microssomais de Homo sapiens; Drosophila melanogaster; Danio rerio e Lottea.
gigantea. O mesmo foi observado para as GST mitocondriais (ou Kappa) e para as GST

citosolicas. As GST s3ao membros de uma familia de enzimas evolutivamente antiga que
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derivaram de uma proteina ancestral, provavelmente mais semelhante as proteinas tiorredoxinas
atualmente existentes (AWASTHI, 2006). Sabe-se que evolutivamente houve uma
diversificacdo das GST, e a presenca de certas isoformas varia de acordo com as espécies
(SHEEHAN et al., 2001).

Baseado nas similaridades entre sequéncias de aminoacidos, sete isoformas de GST
citosolicas sdo reconhecidas em mamiferos: Alfa, Mi, Pi, Sigma, Teta, Omega e Zeta
(AWASTHI, 2006). Entretanto, outras isoformas de GST, como Beta, Delta, Epsilon, Lambda,
Phi, Rho e Tau foram identificadas em organismos ndo mamiferos, como insetos
(KETTERMAN et al., 2001); plantas (WAGNER et al., 2002); bactérias (VUILLEUMIER;
PAGNI, 2002); fungos (MOREL et al., 2009), peixes (GILSIC et al., 2015) e bivalves
(HOARAU et al., 2002). Dentre as GST especificas de ndo mamiferos, no estudo anterior
realizado no LABCALI encontrou também sequéncias agrupadas as de GST Rho de Danio rerio
e GST nao nomeada de Lottia gigantea, além de uma sequéncia agrupada as de GST Delta de
Drosophila melanogaster. Esse agrupamento auxiliou na nomenclatura das GST identificadas

em C. gigas, mantidas até o presente momento, como CgGSTRho-like e CgGSTDelta-like.
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Figura 1. Arvore filogenética PhyML da familia das GSTs, incluindo GST citosélicas,
microssomais e mitocondrial de Crassostrea gigas (azul), Lottia gigantea (verde), Danio rerio
(roxo), Drosophila melanogaster (alaranjado) e Homo sapiens (vermelho). GST de
Caenorhabditis elegans como outgroup (Fonte: Dados ndo publicados de Zacchi et al.)
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Essa identificacdo e organizagdo permitiu agrupar as GST em isoformas e nomea-las,
para serem realizadas posteriormente por este trabalho, as analises de seus niveis de transcritos
em diferentes tecidos de C. gigas. A quantificacdo do nivel de transcritos de um gene pode ser
realizada a partir da quantificagdo do RNA celular (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). A técnica
da reag¢do em cadeia da polimerase (PCR) gera copias a partir de um molde de DNA de forma
exponencial, apos a transformagdo do RNA em DNA complementar (¢cDNA) por meio da
transcri¢do reversa (TR). A PCR em tempo real ou PCR quantitativa (qPCR) ¢ a deteccgdo e
quantificagdo de copias geradas em cada ciclo da PCR que sdo proporcionais a quantidade de
moldes do inicio do processo (GINZINGER, 2002). A alta sensibilidade da técnica permite a
deteccdo de pequenas variacdes das sequéncias de 4acidos nucléicos e também a sua
especificidade permite discriminar quantitativamente os alvos moleculares (DOOMS;
CHANGO; ABDEL-NOUR, 2014).

Esse estudo reforca as classificacdes e nomenclaturas da familia das GST em C. gigas,
realizadas por nosso grupo de pesquisa. Além disso, essas andlises apontaram os niveis de
transcrigdo das diferentes isoformas de GST e estabeleceram a relagao de diferenga nos tecidos
das ostras Crassostrea gigas para cada isoforma identificada. Esses resultados podem auxiliar
na escolha de um tecido para futuros trabalhos com biomarcadores de contaminac¢do aquatica

ou também estudos com metabolismo endoégeno desses animais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o nivel de transcritos basais das isoformas de

genes da familia das glutationa S- transferases em diferentes tecidos da ostra Crassostrea gigas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenhar iniciadores especificos para as isoformas previamente identificadas da familia das
Glutationa S-transferases de ostras C. gigas;

- Quantificar o nivel de transcritos das isoformas da familia das GSTs nos tecidos da branquia,
glandula digestiva, manto, palpos labiais, coracdo e musculo adutor de ostras C. gigas por
qPCR;

-Relacionar os resultados observados da transcricdo de isoformas de GST nos tecidos de C.

gigas com fungdes das isoformas descritas na literatura para outras espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DOS INICIADORES (PRIMERS)

O desenho dos primers foi realizado a partir das ORFs (Open Reading Frames) ja
identificadas em estudos anteriores das GSTs de C. gigas (Dados de ZACCHI (2019) nao
publicados. Comunicacdo oral). Os iniciadores foram desenhados para as vinte e cinco
sequéncias de GST identificadas pelo nosso grupo de pesquisa a partir do genoma da ostra
publicado (ZHANG et al., 2012). Para o desenho, foi utilizado o software Primer Quest,
disponivel em www.idtdna.com (IDT). Foram seguidos os pardmetros: (a) tamanho do primer:
minimo (min) 18, 6timo (opt) 26 e méximo (méx) 30; (b) temperatura média (Tm) do primer:
55 (min), 60 (opt), 65 (max); (c) primer GC%: 45 (min), 50 (opt), e 55 (max); (d) tamanho do
amplicon: 80 (min), 110 (opt), 120 (max); aceitando maximo de diferenca de Tm de um grau
Celsius. Os primers também foram avaliados quanto a formacao de dimeros e hairpin, através
do software Oligo Analyzer 3.1 disponivel em www.idtdna.com (IDT). Foram considerados os
iniciadores com AG minimo de -7 kcal/mol para a formagao de dimeros e de até 10 °C abaixo

da Tm do iniciador, para a formac¢ao de hairpin (= 50°C).

3.2 OBTENCAO DOS TECIDOS, EXTRACAO DE RNA TOTAL E SINTESE DE cDNA

Trinta ostras Crassostrea gigas foram adquiridas em comércio local, Verde Mar
pescados, da cidade de Florianopolis, ainda vivas, antes de qualquer refrigeragdo com 6 -7 cm.
Foram dissecadas e seus tecidos: manto, branquias, palpos labiais, musculo adutor, glandula
digestiva e coragdo, (figura 2) foram coletados, imediatamente congelados em nitrogénio
liquido (-196°C) e armazenados em freezer -80 °C. Para as amostras de coragdo, foram
realizados pools com os tecidos de trés animais, para atingir o peso minimo necessario, desse
pool de trés animais, foi escolhido um nico animal para ser utilizado para a coleta dos outros

tecidos (n=10).
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Coracdo  Branquias

Palpos Labiais

Glandula Digestiva

Figura 2 - Identificacdo dos tecidos da ostra C. gigas. (Fonte: acervo LABCAI).

O RNA total das amostras coletadas foi extraido utilizando-se o reagente Qiazol®
(Qiagen, Alemanha), de acordo com instrugdes do fabricante. Foram separados 100 mg de cada
amostra e homogeneizados em 1 mL de Qiazol, com ajuda de um homogeneizador Tissue-
Tearor (BioSpec Products, EUA). A pureza e concentragdo do RNA total extraido foram
checadas em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, EUA) nas razdes de
260/280 e 260/230. A partir de 1ug de RNA total, o cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit
Quantitect Reverse Transcription® (Qiagen, Alemanha), de acordo com instrugdes do

fabricante.

3.3 ANALISE DE TRANSCRICAO GENICA EM DIFERENTES TECIDOS DE C. gigas

Para cada amostra, 100 ng de cDNA foram usados para avaliar os niveis de transcritos
das GST por reacdes de PCR quantitativo (qPCR) utilizando o kit QuantiFast SYBR Green
PCR® (Qiagen, Alemanha), em um termociclador Rotor-Gene TM 6000 (Qiagen, Alemanha),
de acordo com as instrugdes do fabricante. A eficiéncia das reacdes de qPCR (E) foi
determinada para cada par de iniciadores e checada através de uma curva de calibracdo de
cDNA com pool de amostras da ostra, preparada a partir de uma diluicdo seriada (400
ng/reacdo; 200 ng/reacdo; 100 ng/reacdo; 50 ng/reacdo e 25 ng/reagdo).

Para as analises, foram utilizados os genes em que as curvas apresentaram um R? maior

ou igual a 0,99 e eficiéncia entre 98% e 100%. Todos os dados foram relativizados pelo tecido
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do coragdo. Ainda, para assegurar a auséncia de produtos ndo especificos e dimeros, foi
realizada uma curva de melting e além disso uma eletroforese em gel de agarose 3% para todos
os genes analisados.

Para os calculados de nivel de transcritos foi utilizado o método 2*ACt, os valores de
CT (Cycle threshold) gerados foram normalizados pelo gene constitutivo ribossomal 60 S,

escolhido pelo método do 2“9 de acordo com o proposto por Schmittgen e Livak, (2008).

3.4 ESTATISTICA DE DADOS

A fim de detectar possiveis outliers, o teste de Grubbs foi aplicado. As andlises
estatisticas foram realizadas a partir de testes de normalidade e testes paramétricos ou nao-
paramétricos. Para testar normalidade e homocedasticidade, foram realizados os testes de
D’Agostino - Pearson e Levene, respectivamente. Quando necessario, os dados foram
submetidos a transformacao logaritmica, de raiz quadrada, ou inversa. Para os dados normais e
homocedasticos, foi aplicada a andlise paramétrica de ANOVA de uma via, seguida de teste de
comparagdo multipla de Tukey, para comparar os niveis dos transcritos em diferentes tecidos.
Quando nao normais ou homocedasticos, mesmo apds transformacdes, foi aplicado teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn. Foi
considerado um nivel de significancia p < 0,05, e as analises foram realizadas com auxilio dos

softwares Statistica 6 (Statsoft) e GraphPad Prism 7 (GraphPad Software).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INICIADORES

Foram desenhados iniciadores para as 25 sequéncias identificadas pelo estudo realizado
pelo nosso grupo de pesquisa, além de um gene normalizador ribossomal 60 _S. Os iniciadores,
suas respectivas sequéncias e tamanho dos amplicons estdo descritos na Tabela 2.

Devido a semelhanca entre algumas isoformas, foi possivel desenhar iniciadores para
um total de 19 sequéncias dessas 25. Para as isoformas GSTOmega GSTO.l e GSTO.3;
GSTRho 2.A; GSTDelta; GSTPi 1 e GSTTeta 2B ndo foi possivel realizar iniciadores

especificos.

Tabela 2 - Iniciadores utilizados nas analises de transcri¢cao génica de isoformas de GST, suas

respectivas sequéncias e tamanho de amplicon.

Nome do Gene Amplicon
Nome Sequéncia 5' - 3' (pb)
genes alvo
CgGSTK F AGGACCAAGATGTGAAGGACAGAC 101
Glutationa S-
transferase Kappa
CgGSTK R CTTCCCATTTATGTGAGCCACAATCC
CgGSTO.2 F TTCCCACACCTAAGCTCTTGGATGAA 111
Glutationa i S-
transferase Omega
CgGSTO.2 R 2 TCCCGCTCTAAGTGACGAGAAGAAATG
CgGSTO. 44 F TGCCGACCCAACAATCATTTG 96
Glutationa i S-
transferase Omega
CeGSTO.44A R 44 GAGCATACGGACAGAACCTCAT

CgGSTR.IA F CGACAAAGGGACACAACTCATTC 104



Glutationa S-
transferase  Sigma
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CgGSTR.IA R 14 CCAATACTACCTTCTGTTGCATGTTG

CgGSTR.IB F CCTGCTGGAAGCCAATGATAG 92
Glutationa S-
transferase Rho 14

CgGSTR.IB R CCCTTTGTGTTCCTTGTTGCT

CgGSTS. 1A F GCCAGCTACCGACTTCACTACTT 122
Glutationa S-
transferase Rho 1B

CgGSTS. 14 R ACATCAGTCCATTCACCCTGAGTAAC

CgGSTA. 1A F GCCCATCTGACCTACTTTAATGGAAGA 111
Glutationa S-
transferase Alfa 14

CgGSTA.14A R AAACGGTTGCCGCTCTGTTAAG

CgGSTA.IB F AGGTGCTCCTGTCGTGT 67
Glutationa S-
transferase Alfa 1B

CgGSTA.1B R TGCTTAACTTCACTGTGGTCATCA

CgGSTP.2 F GCGTCCAGAGCTGACATGATAA 116
Glutationa S-
transferase Pi 2

CgGSTP.2 R CCAGGAAGTTCGGCAATAAATGG

CgGSTM.IA F GAGACAAACCTTGGTTCGCTGGAGATAG 87
Glutationa S-
transferase Mi 14

CgGSTM.1A_ R GCTTCATCAGTCTGTGCTGGTCCATTA

CgGSTM.1B_F GGACCAGCACAAACTGATGAAG 83
Glutationa S-
transferase Mi 1B

CgGSTM.1B R GGAGGTTCTCAAATCTCTCCACA

CgGSTT.1 F AGTCGCCGAAATGGTCAAACTACTAGAC 140

CgGSTT.1 R

Glutationa S-
transferase Teta 14

ACATCATCTGTTCACGAACTGGGACAA




CgGSTT.2B_F

Glutationa S-
transferase Teta 2B

CTCCGTCGCTGATCTCCTCTGTATTT

107
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CgGSTT.2B R CTCGCTCTGCCCATGCCTTTATTT

Glutationa S-

transferase

Microsomal 1.1
CgMGSTI.1 F ACCGTCCGCTCAAGGCTTACAAATA 107
CgMGSTI.1 R CTTCTTATCCTCTCCACACGCTCATCC

Glutationa S-

transferase

Microsomal 1.2
CgMGSTI1.2 F TTGGACAGCCGCTTTGTG 114
CgMGSTI1.2 R ACGCCAGCAAGGTAGGAAA

Glutationa S-

transferase

Microsomal 2
CgMGST2 F ACTTCAATGGCTACATAGTCAGCGTCAAAG 115
CgMGST2 R ACGGCAAGATGTCCAATACCCAGAA

CgMGST3.14_F

CeMGST3.14 R

Glutationa S-
transferase
Microsomal 3.14

GTTACTACACAGGAGATCCCAGCAA

GAACTTCAGCAGGTTCAGAGCAAAG

110

CGMGST3.24_F

CGMGST3.24_R

Glutationa S-
transferase
Microsomal 3.24

TCTGCCTGTGCTGGAACTCTCTAT

GCGATCAATGCGACGAGACTGAAA

116

CgMGST3.2B_F

CeMGST3.2B R

Glutationa S-
transferase
Microsomal 3.2B

GGGTCATTCGGTTACATTGGGT

TAGTGTGGGAAGACACGGAGTT

86
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gene normalizador

Cg60s_F Ribossomal 60S CATTCAAGCGTTCGGGCAATTTA 121

Cg60s_R TTGGTTACAGGTCCATTCCATCTT

4.2 ANALISES DA TRANSCRICAO GENICA DE ISOFORMAS DE GST

Neste estudo, foi avaliada a prevaléncia de dezenove diferentes isoformas de GST de
ostras Crassostrea gigas em nivel basal nos tecidos do coragdo, musculo, glandula digestiva,
manto, palpos labiais e branquias. Estas isoformas incluem as GST microssomais: CgMGST1.1
e CgMGSTI1.2; CgMGST2; CgMGST3.14, CgMGST3.24 ¢ CgMGST3.2B. Uma GST
mitocondrial, identificada como Kappa CgGSTK. E as citosélicas: duas Omega CgGSTO.2 e
CgGSTO.44; uma Sigma CgGSTS; duas Alfa CgGSTA.14A e CgGSTA.1B; uma Pi CgGSTP.2;
duas Mi CgGSTM.14 e CgGSTM.1B; duas Teta CgGSTT.1 e CgGSTT.2B; e duas Rho-like
CgGSTR.14 e CgGSTR.1B.

Na fase I do processo de biotransformagdo de xenobidticos, enzimas do complexo
citocromo p450, por exemplo, podem atuar tornando compostos mais reativos que podem servir
como substrato para as enzimas da fase II. As GST sdo enzimas diméricas de fase II que
catalisam a conjugacdo do xenobidtico a glutationa (GSH), reduzindo sua toxicidade,
aumentando sua hidrofilicidade e atuando na sua eliminagdo para o meio extracelular através
de sistemas de transporte (fase III) (BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004b; SHEEHAN et
al., 2001).

As andlises de transcricdo génica das GST, por exemplo, possibilitam utiliza-las como
biomarcadores de exposi¢ao a xenobiodticos em estudos ambientais (GLISIC et al., 2015). Essas
enzimas atuam na detoxificacdo de xenobidticos, como drogas, contaminantes ambientais,
pesticidas, herbicidas e compostos carcinogénicos. Além disso, também desempenham fungdes
cataliticas fisiologicas como a isomerizagdo de 3-cetosterdides e a biossintese de leucotrieno
A4 e eicosanoides. Acredita-se também que as GST que tém atividade de peroxidase e

desempenham um papel na prevencao do estresse oxidativo (COSTA et al., 2005).
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Neste trabalho foram avaliados os niveis de transcritos de diferentes isoformas da
familia das Glutationa S-transferase em seis diferentes tecidos da ostra C. gigas. Os resultados
foram comparados a funcdes j& descritas na literatura para as isoformas de GST identificadas

em outras espécies animais.

4.2.1 GST KAPPA

Com relagdo a isoforma mitocondrial GST Kappa (GST K) (Figura 3), foi possivel
observar um maior nivel de transcritos de cerca de trés vezes, em glandula digestiva, quando
comparada aos outros tecidos. GST Kappa diverge das GSTs citosoélicas, pois pode ser
encontrada nas mitocondrias e nos peroxissomos e pertence a uma familia antiga de enzimas
com ortélogos em bactérias e eucariotos (CHAURASIA et al., 2016; SANDAMALIKA et al.,
2018).

GSTK

Nivel de transcritos relativo a CO

AmisniNisilil

co MU GD MT PL BR
Tecidos

Figura 3. Nivel de transcritos do gene GST Kappa, nos tecidos do cora¢dao, musculo, glandula
digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea gigas. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas entre os grupos para p<0,05. Dados demonstrados como média

+ desvio padrao.

Esses resultados corroboram os estudos realizados por Sandamalika et al. (2018), que
mostram que a GST Kappa ¢ altamente expressa no trato digestorio de abalones (Haliotis discus
discus). Esses resultados sugerem um papel de detoxificacdo exercido por essa isoforma, visto

que as glandulas digestivas dos animais aquaticos geralmente estdo associadas ao actimulo e
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detoxificacdo de compostos nocivos aos organismos, como por exemplo, os xenobidticos. Esses
tecidos podem ainda estar relacionados a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
devido a respiragdo oxidativa. (SANDAMALIKA et al., 2018). Como a GST utiliza GSH para
a conjugacdo com compostos eletrofilicos, sugere-se que a GST mitocondrial pode também
desempenhar um papel importante na defesa contra o estresse quimico e oxidativo
(CHAURASIA et al., 2016; RAZA et al., 2002).

Como segundo Petit et al. (2009) a GST Kappa possui também uma atividade
peroxidase, ela pode ter um papel importante na detoxificacdo de perdxidos lipidicos gerados
em peroxissomos e/ou mitocondrias (MOREL; ANINAT, 2011). Devido ao fato de essa
isoforma estar presente nas duas organelas, presume-se que sua funcdo também possa estar
associada a beta-oxidagdo de 4cidos graxos. No entanto, sdo necessarios mais estudos que

elucidem esses mecanismos. (AWASTHI, 2006).

4.2.2 GST OMEGA

Na analise das isoformas de GST Omega (GSTO) de C. gigas, foi possivel observar
diferengas estatisticas nos niveis de transcritos para o gene GS70.2, onde observou-se um valor
de cerca de 13,6 vezes mais alto em glandula digestiva comparado aos outros tecidos (Figura
4A). Ja para o gene GSTO.4A (Figura 4B), os niveis de transcritos em glandula digestiva (10
vezes) e palpos labiais foram (17,5 vezes) maiores do que os niveis no coragdo e musculo, ndo

diferindo dos outros tecidos analisados.
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Figura 4. Nivel de transcritos do gene GST Omega GSTO.2 (A) e GSTO.4A (B), nos tecidos
do coragdo, musculo, glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras
Crassostrea gigas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos para

p<0,05. Dados demonstrados como média + desvio padrao.

A GST Omega é uma isoforma citosélica com ampla distribuigdo entre os grupos
animais. E encontrada em insetos, vermes ¢ mamiferos. Em humanos, GSTO1-1 mostra as
atividades de tiol transferase e desidroascorbato redutase e assim pode ser considerada uma
enzima com papel no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo. Além disso acredita-se
que as GST Omega tenham um papel de modulacio do canal iénico (AWASTHI, 2006;
BOARD et al., 2000; DULHUNTY et al., 2000).

Além de desempenhar um papel significativo na resposta celular ao estresse oxidativo,
e de sua classica fun¢do de detoxificagdo, ¢ sugerido por Jayasinghe et al. (2016) que a GST
Omega tem a capacidade de prevencio contra metais traco e também pode estar envolvida no
sistema de defesa imune em condig¢des patoldgicas em peixes Sebastes schlegelii. Em bivalves,
como o abalone H. discus discus, a GST Omega (HdGSTOI) desempenha um papel de
sequestro de espécies reativas de oxigénio (ERO) quando o animal € exposto a agentes indutores
de radicais livres (WAN et al., 2009). Em ostras do género Crassostrea, os niveis de transcri¢ao
génica de GST Omega frequentemente sdo alterados frente a exposi¢do aos mais variados
contaminantes, como hidrocarbonetos, esgoto sanitario, detergentes e farmacos (DANIELLI et
al., 2017; FLORES-NUNES et al., 2015; LIMA et al., 2018; 2019; LUCHMANN et al., 2014;
MEDEIROS etal., 2008; SERRANO et al., 2015;2018; ZACCHI et al., 2017). Esses resultados
sugerem a atuacgao dessas isoformas no metabolismo de biotransformacgao de espécies do género
Crassostrea, € consequentemente, seu uso como potencial biomarcadores de contaminagao
aquatica.

O uso de GST Omega em glandula digestiva de ostras C. gigas foi sugerido como
potencial biomarcador de exposi¢do a contaminantes, a partir de resultados de expressao de
mRNA dessa isoforma (BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004b), e uma vez que a glandula
digestiva ¢ um dos principais tecidos de metabolizacdo de xenobidticos e da atuagdo de enzimas
de biotransformacdo em moluscos (YAO et al., 2017). Entretanto, estudos realizados por
Liichmann et al. (2014), observaram maiores quantidades de respostas transcricionais de GS7TO-
like em branquias de ostras C. gasar expostas a contaminantes, quando comparadas as respostas

em glandula digestiva. Além disso, outros estudos utilizando branquias de bivalves expostas a
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contaminantes, destacam a sensibilidade do uso desse tecido em estudos com biomarcadores de
contaminagdo aquatica, incluindo isoformas de GST (DANIELLI et al., 2017; LIMA et al.,
2018; 2019; PIAZZA et al., 2016; ZACCHI et al., 2017; 2018). Os maiores niveis basais de
diversas isoformas de GST7, incluindo GSTO, encontrados em glandulas digestivas no presente

estudo, podem estar relacionados & maior necessidade basal neste tecido.

4.2.3 GST SIGMA

O nivel basal de transcritos de GST Sigma foi 6,5 vezes maior na glandula digestiva de

C. gigas do que nos tecidos do musculo, manto e palpos labiais (Figura 5).
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Figura 5. Nivel de transcritos do gene GST Sigma, nos tecidos do coragdo, musculo, glandula
digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea gigas. Letras diferentes
indicam diferengas estatisticas entre os grupos para p<0,05. Dados demonstrados como média

+ desvio padrao.

A classificacdo e fun¢do das GST Sigma nos grupos animais ainda ¢ bastante confusa.
Em moscas Drosophila, a expressdo especifica do gene DmGSTS1-1 em musculos de vdo
indiretos assincronos foi relacionada a prote¢do desses tecidos contra danos oxidativos
ocasionados durante a contra¢cdo muscular, necessariamente repetitiva (AWASTHI, 2006;
WAN; WHANG:; LEE, 2008b). Em ratos, a enzima conhecida como prostaglandina D2 sintase
dependente de GSH ¢ classificada como uma GST Sigma (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY,
2005; THOMSON; MEYER; HAYES, 1998; AWASTHI, 2006). Uma relacao entre as GST
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Sigma de helmintos e uma prostaglandina H-E-isomerase dependente de GSH também foi
revelada, a partir da purificagdo da proteina de nematoda Ascaridia galli e posterior
confirmagdo como sendo uma GST da classe Sigma (MEYER et al., 1996; THOMSON;
MEYER; HAYES, 1998). Baseados nessas informagdes, alguns genes anotados como
prostaglandinas sintases em moluscos bivalves podem ser, na verdade, isoformas de GST
Sigma, ou vice-versa. A classificacdo dessa isoforma em C. gigas nos nossos estudos, obedeceu
a critérios baseados na anotagdo pré-estabelecida de outros animais, entretanto, mais estudos
envolvendo esses genes em C. gigas sdo necessarios para elucidar as classificagdes.

Quanto a fun¢do em moluscos, sugere-se que essa isoforma tenha um papel funcional
na prote¢do contra a toxicidade de xenobioticos, dentre eles, contaminantes organicos e metais
traco, e também participe do sistema de defesa antioxidante (UMASUTHAN et al. 2012;
ZHANG et al., 2012b; WAN; WHANG; LEE, 2008b).

Em Ruditapes philippinarum, um estudo da transcri¢do diferencial basal deste gene
mostrou maiores niveis de transcritos em branquias (UMASUTHAN et al., 2012). Ja no bivalve
Venerupis philippinarum, em estudo realizado com isoformas de GST, incluindo uma GST
Sigma (VpGSTS1, VpGSTO, VpGSTMi, VpGSTM e VpGSTR), houve aumento nos niveis de
transcritos na glandula digestiva de animais expostos a cobre e Benzo(a)pireno, sugerindo um
importante papel dessas isoformas no processo de biotransformagdo desses compostos
(ZHANG et al., 2012b). A expressao de mRNA de GST Sigma em glandulas digestivas de C.
gigas ¢ sugerida como um potencial biomarcador para uso em programas de monitoramento de
exposicao a pesticidas (BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004b). Apesar do seu potencial uso
como biomarcadora de contaminagdo, sdo necessarios mais estudos funcionais acerca da
isoforma de GST Sigma de C. gigas que possam também auxiliar na sua classificagao.

A alta transcri¢do de GST Sigma na glandula digestiva pode sugerir que a sensibilidade
desse tecido frente a uma exposi¢do a contaminantes venha a ser menor, indicando menores
percepcdes na variagcdo de transcricdo génica dos grupos expostos quando comparados aos
grupos controle. Em estudos com biomarcadores, o uso de tecidos com niveis de transcri¢ao de
GST basal mais baixos, como as branquias, por exemplo, pode levar a uma maior facilidade de
observagdo de variagdes apds exposi¢ao aos contaminantes, corroborando resultados de estudos

anteriores supracitados.
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4.2.4 GST TETA

Para o gene GSTTeta. I (figura 6A), o nivel de transcritos foi cerca de 22 vezes mais alto
na glandula digestiva de C. gigas do que nos outros tecidos. Ja para a isoforma GST7eta.2B
(Figura 6B) a transcrigdo génica em glandula digestiva foi 7,1 vezes maior quando comparada

ao coragdo, diferindo estatisticamente de todos os demais tecidos.
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Figura 6. Nivel de transcritos do gene GSTTeta GSTT.1 (A) e GSTT.2B (B), nos tecidos do
coragdo, musculo, glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea
gigas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos para p<0,05. Dados

demonstrados como média + desvio padrao.

Uma prevaléncia de GST Teta em glandulas digestivas de C. gigas foi observada no
presente estudo. Sugere-se que as isoformas GSTT1-1 e GSTT2-2 em humanos tenham papel
de detoxificacdo. Ha indicios de que essas isoformas, em humanos, sdo capazes de translocar-
se do citosol para o nilicleo, em resposta ao tratamento com drogas ou outros estressores
celulares, possivelmente atuando como transportadores de prostaglandinas. Essas isoformas
estdo presentes em altas quantidades no estomago de humanos (AWASTHI, 2006).

Além disso, foram observados altos niveis de transcritos de GS7T1a em figado de peixe-
zebra (Danio rerio) de sexo masculino e feminino, sugerindo participa¢des dessa isoforma no

metabolismo de biotransformacgdo de xenobidticos, semelhante & GST77 de humanos (GLISIC
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et al., 2015). Em peixes Sebastes schlegelii RfGSTT foi descrita com funcdo antioxidante para
H>0: e metais traco (JAYASINGHE et al., 2016).

Em camardes Fenneropenaeus chinensis, GST Teta ¢ um gene de alta nivel de
transcritos, e pode, portanto, desempenhar papéis importantes na metaboliza¢do de compostos
eletrofilicos toxicos enddgenos (REN et al., 2009). No bicho da seda Bombyx mori, os
resultados também parecem demonstrar fungdes relacionadas aos mecanismos de defesa contra
o estresse oxidativo e no metabolismo dos produtos de peroxidagao lipidica (YAMAMOTO et
al., 2005).

A prevaléncia de GST Teta em estomago de humanos e, em figado de peixes corrobora
a prevaléncia de GST Teta em glandula digestiva de C. gigas, observada no presente estudo.
Baseado também em fungdes descritas para essa isoforma em invertebrados, como camardes e
bicho da seda, sugere-se que as GST Teta, podem, portanto, possuir fun¢des semelhantes

relacionadas a biotransformacao e detoxificacdo de xenobiodticos em glandulas digestivas de C.

gigas.

4.2.5 GST RHO - LIKE

Este estudo avaliou duas isoformas de GST Rho - like em ostras C. gigas, nomeadas
como GSTR.1A e GSTR.IB. A isoforma GSTR.IA (figura 7A) ndo apresentou prevaléncia de
transcrigdo em nenhum dos tecidos analisados, e GSTR.IB (figura 7B) apresentou niveis de
transcritos maiores em glandula digestiva em compara¢do com o musculo e em branquias, em
comparagdo com o musculo e manto.

Esta isoforma ¢é classicamente encontrada em peixes teledsteos, onde sua funcdo ¢
atribuida a detoxificacdo de compostos (KONISHI et al., 2005; LIANG et al., 2007; TRUTE et
al., 2007). Por ndo possui homo6logos em mamiferos, acreditava-se que essa era uma isoforma
especifica de teledsteos, sendo descrita em muitas espécies, tais como: tildpia do Nilo
Oreochromis niloticus; tilapia azul Oreochromis aureus (YU et al., 2014), Carassius auratus
(HAO et al., 2008) e peixe-zebra Danio rerio (GLISIC et al., 2015; TIERBACH et al., 2018).
Também foi identificada em Sebastes schlegelii, onde sua capacidade de protecdo contra o
estresse oxidativo ¢ metais, como Cd, Cu e Zn, foi observada in vitro (JAYASINGHE et al.,

2016).
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Figura 7. Nivel de transcritos do gene GST RHO - like GSTR. 14 (A) e GSTR. I B (B), nos tecidos
do coragdo, musculo, glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras
Crassostrea gigas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos para

p<0,05. Dados demonstrados como média + desvio padrao.

Apesar da predominancia dessa isoforma em peixes, a GST Rho foi posteriormente
descrita em outros grupos animais. Em anfioxo Branchiostoma belcheri, a GST AmphiGST-1
foi classificada como uma GST Rho. Essa isoforma foi amplamente expressa no ceco hepatico
dos anfioxos, 6rgao funcionalmente sugerido como equivalente ao figado dos vertebrados (FAN
et al., 2007).

Além disso, foi identificada na espécie de bilvalve Laternula elliptica, e nomeada como
GST Rho (PARK et al., 2009). No entanto, em estudos realizados recentemente por PARK et
al. (2013), a partir de analises cristalograficas da proteina, modifica¢des no sitio-H do dominio
C-terminal foram observadas, sugerindo a reclassificagdo dessa isoforma como uma nova GST
Rho especifica de bivalves. GSTR foi ainda, posteriormente, identificada e nomeada em vieiras
C. farreri onde a prevaléncia de transcri¢do do gene foi observada em glandulas digestivas
(YAO et al., 2017).

Ha inconsisténcias quanto a classificagdo de GST Rho nos grupos animais € a sua
classificacdo em outras espécies, incluindo os bivalves, foi realizada baseada em similaridade
de sequéncia as dos peixes teledsteos. Ainda ndo se sabe se esses genes sao funcionalmente
semelhantes, entretanto, sugere-se a isoforma GST Rho de bivalves, funcao relacionada aos
mecanismos de detoxificacdo (PARK et al., 2013), o que pode estar relacionado aos maiores
niveis de transcritos de GSTR.I/B em glandula digestiva e branquias de C. gigas, tecidos

comumente utilizados em estudos que avaliam esses mecanismos em bivalves, porém por estar
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presente em niveis basais na ostra, essa isoforma pode ter também algum outro papel metabdlico
ainda desconhecido.

Além disso, o padrdo de transcrigdo observado nas GST Rho 1A e 1B no presente estudo
foi semelhante, esses resultados contribuem e reiteram a classificagdo preliminar realizada por
nosso grupo de pesquisa de que ambas isoformas sdo pertencentes a0 mesmo grupo, € sugere

papéis semelhantes de GST Rho nos tecidos avaliados.

4.2.6 GST MI

Foram analisadas duas isoformas diferentes de GST Mi em C. gigas: GSTM.IA e
GSTM.1B. Para GSTM.1A (Figura 8A), ndo houve prevaléncia em nenhum dos tecidos
analisados. GSTM.1B (Figura 8B) apresentou niveis de transcritos 2,1 vezes maiores no
musculo adutor do que coragdo, com diferengas também com relacdo ao manto, palpos labiais
e branquias. Ainda, os niveis de transcritos em glandula digestiva foram mais altos quando

comparados aos tecidos do manto, palpos labiais e branquias.
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Figura 8. Nivel de transcritos do gene GST Mi GSTM.14 (A) e GSTM. 1B (B), nos tecidos do
coragdo, musculo, glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea
gigas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos para p<0,05. Dados

demonstrados como média + desvio padrao.
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As GST Alfa, Mi e Pi s3o muito abundantes nos vertebrados e sdo conhecidas por
catalisar reagdes de detoxificacdo nesses animais. Para GSTM, em humanos, ¢ descrita uma
importancia relacionada a doengas causadas por estresse oxidativo, devido a sua atividade na
participagdo de remocao de hidroperoxidos de DNA (AWASTHI, 2006).

Em invertebrados, também foram descritas GSTM. Em camarao Lifopenaeus vannamei,
houve prevaléncia de transcritos dessa isoforma em hepatopancreas e branquias em comparagao
com hemocitos e musculo (CONTRERAS-VERGARA et al.,, 2004). Segundo Ren e
colaboradores (2009) as isoformas de GST Mi e GST Teta desempenham um papel importante
nas reagdes de defesa e detoxificagdo no camardo Fenneropenaeus chinensis, cuja fungio
inferida foi relacionada a eliminacao do excesso de EROs produzidas ap6s infec¢ao bacteriana,
quando desafiado com Vibrio anguillarum.

Em moluscos gastropodes da espécie Thais clavigera, a isoforma Tc-GSTM foi
predominantemente expressa no tecido das branquias, musculo e rins (RHEE et al., 2008). Ja
em abalones (H. discus discus) houve um maior nivel de transcritos do gene HIGSTMI no
tecido das branquias e gbnadas, e no trato digestorio houve uma prevaléncia moderada (WAN;
WHANG; LEE, 2008a).

No presente estudo, houve uma pequena prevaléncia do gene GSTM.IB em musculo
adutor e glandula digestiva de C. gigas. E importante destacar que os padrdes dos transcritos
basais observados nas duas isoformas de GSTM. 1A e GSTM. 1B foram semelhantes, o que ajuda
a suportar a classificagdo preliminar realizada por nosso grupo de pesquisa, de ambas

sequéncias como pertencentes ao mesmo grupo de GST.

4.2.7 GST PI

Os niveis de transcritos do gene GSTP2 apresentaram-se mais altos nos tecidos do
musculo e da glandula digestiva e musculo adutor, quando comparados com o tecido das

branquias (Figura 9).
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Figura 9. Nivel de transcritos do gene GST Pi GSTP.2, nos tecidos do coragdo, musculo,
glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea gigas. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos para p<0,05. Dados demonstrados

como média + desvio padrao.

Os genes referentes a classe Pi das GST de vertebrados possuem uma sequéncia
semelhante 2 ARE (elemento de resposta antioxidante) nas suas regides promotoras. E possivel
que esta sequéncia seja um local alvo conservado para Nrf2 nos genes GST de classe Pi, o que
sugere de um papel funcional para Nrf2 e o ARE na regulagdo da expressdo do gene GSTP1
humano (AWASTHI, 2006).

Segundo Glisic et al. (2015), ha envolvimento das classes GstPi, GstTla, GstRI,
MGST3a e MGST3b na biotransformagao de xenobidticos, com base em sua alta expressdo em
peixe zebra (Danio rerio) e em sua similaridade funcional aos genes ortélogos de humanos. Em
moluscos bivalves, mudancas transcricionais do gene da GST Pi foram demonstradas em
branquias e glandulas digestivas de animais expostos a xenobidticos (SERRANO et al., 2015;
FLORES-NUNES et al., 2015; LUCHMANN et al., 2014). No entanto, sdo inexistentes estudos
que avaliaram os niveis de transcritos de GSTP em musculo de ostras.

As isoformas GST Pi, GST Mi e GST Alfa, podem metabolizar a conjugagdo do 4-
hidroxinonenal, um substrato classico dessas isoformas em mamiferos (ALIN; DANIELSON;
MANNERVIK, 1985; DANIELSON; ESTERBAUER; MANNERVIK, 1987; SINGHAL et
al., 1994) e Caenorhabditis elegans (Engle et al ., 2001). A beta oxidag¢do de acidos graxos
pode gerar produtos toxicos, como o 4-hidroxinonenal (DANIELSON; MANNERVIK, 1985;
DANIELSON; ESTERBAUER; MANNERVIK, 1987; SINGHAL et al., 1994). Houve uma
pequena prevaléncia nos tecidos do musculo adutor e glandula digestiva das isoformas GSTP2

e GSTM. 1B avaliadas no presente estudo, com padrdes muito semelhantes entre as isoformas.
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Os niveis basais mais altos de GSTP2 e GSTM. 1B em ambos tecidos podem estar relacionados
auma maior necessidade de conjugagdo de compostos provenientes da beta oxidagdo dos acidos
graxos, como o 4-hidroxinonenal. Corroborando essa hipotese, o processo de beta oxidacao dos
acidos graxos ¢ frequente para geracao de energia nos musculos adutores, cuja principal funcao
nos bivalves ¢ o controle do movimento de abertura e fechamento das valvas (ZHAO et al.,

2015), e nas glandulas, para a digestao dos lipidios da dieta (GERDOL et al., 2017).

4.2.8 GST ALFA

As isoformas de GST Alfa analisadas no presente estudo (GSTA.14 e GSTA.1B), ndo
apresentaram diferencas estatisticas quanto aos niveis de transcritos entre os tecidos de C. gigas
(Figura 10). As classes de GST mais prevalentes em mamiferos sdo as Mi, Pi e Alfa, sendo esta
ultima correspondente por até 3% das proteinas soliveis no figado de humanos, o principal
local de biotransformacdo de xenobioticos (AWASTHI, 2006). Essas enzimas também estao
intimamente envolvidas na biossintese de leucotrienos, prostaglandinas, testosterona e

progesterona, bem como na degradagao da tirosina (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005).
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Figura 10. Nivel de transcritos do gene GST Alfa GSTA.1A4 (A) e GSTA. 1B (B), nos tecidos do
coragdo, musculo, glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea

gigas. Dados demonstrados como média + desvio padrao.

As GST Alfa de humanos possuem uma subclasse especializada na conjugagdo de

produtos de peroxidacao lipidica eletrofilica, ou seja, apresentam atividade peroxidase. Ainda,
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atuam como isomerases na sintese de hormonios esteroides, como a testosterona e progesterona.
Algumas GST Alfa de humanos sdo ainda, relacionadas ao metabolismo do 4-hidroxinonenal
(4-HNE) e na prote¢do contra o estresse oxidativo (AWASTHI, 2006). Em ratos, uma isoforma
de GST Alfa (GSTA4-4) também parece estar relacionada a parte de um mecanismo de defesa
homeostatico auto regulatério contra produtos de peroxidacao lipidica (HAYES; FLANAGAN;
JOWSEY, 2005).

Em fracdo citosdlica hepatica de peixes Micropterus salmoides, foi demonstrado que as
GST Alfa sdo a principal isoforma de GST no figado e catalisam a conjugacdo do 4-
hidroxinonenal dependente de GSH (DOI et al., 2004). Na espécie Rivulus marmoratus, foram
demonstrados altos niveis de transcri¢do do gene RmGST Alfa nos tecidos das gonadas, intestino
e figado, e os resultados foram relacionados a detoxificacdo e protecdo contra espécies reativas
de oxigénio e produtos da peroxidagdo lipidica (LEE et al., 2005).

No presente estudo, apesar de os genes da GST Alfa analisados ndo terem apresentado
diferencga estatistica basal entre os tecidos, em func¢do da sua importincia na conjugacdo de
diversos produtos metabolicos em vertebrados, sugere-se a realizagdo de mais estudo que

elucidem fungdes e avaliem respostas de GST Alfa em C. gigas.

4.2.9 GSTS MICROSSOMAIS

Para MGST1.1 (Figura 11A), os niveis de transcritos apresentaram-se mais baixos em
musculo adutor quando comparado ao coracdo, glandula digestiva e branquias (Figura 11A).
Os niveis de transcritos de MGST1.2 (Figura 11B) foram 2,5 vezes mais altos no tecido do
coracdo do que nos outros tecidos. Com relagdo ao gene MGST2 (Figura 11C), houve 31 vezes
mais transcritos na glandula digestiva quando comparado ao tecido do coracdo. Para os genes
de GST Microssomais 3, para a isoforma MGST3.1A (Figura 11D), houve diferencga nos niveis
de transcritos em glandula digestiva em comparagdo ao musculo adutor; para MGST3.24
(Figura 11E) no tecido do manto houve maior nivel de transcricdo génica comparado ao
musculo, glandula e branquia; e para a isoforma MGST3.2B (Figura 11F), os niveis

apresentaram-se menores em musculo adutor € manto em comparagao ao coragao.
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Figura 11. Niveis de transcritos dos genes de GST microssomais: MGSTI.1 (A); MGST1.2 (B),
MGST?2 (C); MGST3.14 (D); MGST3.24(E); MGST3.2B(F), nos tecidos do coragao, musculo,
glandula digestiva, manto, palpos labiais e branquias de ostras Crassostrea gigas. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre os grupos para p<0,05. Dados demonstrados

como média + desvio padrao.

Os membros da superfamilia das GST microssomais (MGST), também conhecidos
como MAPEG (do inglés Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione
metabolism), sdo proteinas triméricas integrais de membrana envolvidas no metabolismo da
glutationa e de eicosanoides. Sdo enzimas que participam da detoxificagdo de compostos, além
de atuarem em vias de biossintese especificas do metabolismo do &cido araquidonico. J& havia
sido descritas trés GST microssomais em humanos: as MGST1, MGST2 e MGST3 (BRESELL
et al., 2005). Em C. gigas, nossos estudos identificaram isoformas pertencentes as 3 classes de
GST microssomais, nomeadas como: MGST1.1, MGST1.2, MGST2, MGST3.14, MGST3.24 e,
MGST3.2B.

A maioria das MGST est4 envolvida no metabolismo dos eicosanoides, e faz parte do
sistema de biossintese do acido araquidonico. Algumas delas possuem fungdes de
detoxificagdo, incluindo atividade glutationa peroxidase. Entretanto, um dos papéis

fundamentais das MGST envolvem a protecdo celular contra danos causados pelo
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malondialdeido (MDA), produto da peroxidacdo lipidica (AWASTHI, 2006; HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005).

Em peixes, as MGST desempenham um importante papel na detoxificagdo de
xenobiodticos € nos mecanismos de defesa antioxidante. Em fun¢do disso, a andlise da
transcri¢do génica de MGST tem sido utilizada em estudos com biomarcadores de exposi¢ao a
xenobidticos (KIM et al., 2009; GLISIC et al., 2014).

Em moluscos bivalves, Zhang et al., (2012b) observaram aumento dos niveis de
transcritos de GST microssomal em glandula digestiva de Venerupis philippinarum. Os autores
sugerem que a glandula digestiva possa ser o principal local de metabolismo de
biotransformacao de xenobidtico nesses animais.

Em ostras C. gasar, foi observado um aumento dos niveis de transcritos de GST
microssomal 3-like em branquias, mas ndo em glandulas digestivas, apos exposi¢do ao
fenantreno (LUCHMANN et al., 2014). Ainda em C. gasar, houve aumento nos niveis de
transcritos de MGST-like em branquias apds exposi¢ao a fenantreno (ZACCHI et al., 2017) e
pireno (SIEBERT, 2017; ZACCHI, 2017). Os diferentes padrdes de transcritos basais das
isoformas de MGST observados nos tecidos de C. gigas no presente estudo podem indicar
diferentes funcdes, relacionadas ou ndo aquelas ja descritas em outras espécies para as MGST
(protecao contra a peroxidagao lipidica, biotransformagdo de xenobidticos ou envolvidas em
vias de biossintese do metabolismo de eicosanoides).

Mais estudos sdo necessarios para elucidar as fun¢des de cada uma das isoformas de
MGST em diferentes tecidos de C. gigas. Todavia, respostas frequentes dessas isoformas em
ostras expostas a xenobidticos vém sendo reportadas na literatura, o que sugere o uso das
isoformas de GST microssomais como potenciais biomarcadores de contaminagdo aquatica

(LUCHMANN et al., 2014; ZACCHI et al., 2017; ZACCHI, 2017; SIEBERT, 2017).
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5. CONCLUSAO

Este trabalho ¢ parte integrante de um grande estudo envolvendo a familia das GST de
Crassostrea gigas, e que tem como base a identificacdo e organizacdo prévia das isoformas de
Glutationa S-transferase (GST). Para isso, neste estudo, foi realizado o desenho de primers
especificos para 19 das 25 sequéncias identificadas e foi feita a analise dos niveis de transcritos
nos diferentes tecidos de C. gigas por qPCR.

Para sete das isoformas de GST avaliadas, os niveis de transcritos basais apresentaram-
se mais altos em glandulas digestivas comparadas aos outros tecidos. Esses tecidos tem sua
funcdo descrita como a participagdo no processo de biotransformacdo de fase II, ainda se
acredita que podem participar de outros metabolismos internos. Em contrapartida, com base em
estudos prévios de exposicdo a contaminantes, as glandulas digestivas normalmente nao
respondem de maneira tdo sensivel quanto outros tecidos, como as branquias, por exemplo. Isso
pode indicar que tecidos com menor nivel basal de transcritos de isoformas de GST em C. gigas
e outros moluscos bivalves, possam demonstrar variagdes frente a exposi¢ao aos contaminantes
mais facilmente.

Esse estudo mostra uma visdo geral da transcri¢do génica da familia das GSTs e sugere
a atuagdo no metabolismo de compostos enddgenos e exdgenos em diferentes tecidos de
Crassostrea gigas. A partir de comparagdes com outros estudos, bem como da correlagdo com
as funcgdes descritas para outros animais, esse estudo pode auxiliar na escolha de um tecido de
acordo com a problematica e o contaminante especificos em estudos com biomarcadores de
contaminagdo aquatica ou em trabalhos que avaliem metabolismo enddgeno nesses animais.
Esses resultados também poderdo auxiliar no aprimoramento do uso e aplicagdo das GST em

estudos de biomarcadores de contaminacdo aquatica.
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