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RESUMO

A bacia hidrogréfica do Rio Cubatio é o complexo hidrico mais
importante da Baia da Babitonga. Estd localizada na regido nordeste do
estado de Santa Catarina inserida em sua maior parte no municipio de
Joinville. Esta bacia vem sofrendo degradagdo por agdo antrépica
decorrente de vdrias atividades socioecondmicas, as quais exercem
impactos diretos na vegetacdo, no solo e na qualidade das dguas nos
vérios afluentes que a compdem. As metodologias tradicionais de
classificacdo de dguas ndo sdo suficientes para identificar e quantificar
as substincias quimicas na dgua. Para estabelecer métodos que possam
evidenciar situagdes de risco ambiental, € de fundamental importancia a
aplicacdo de andlises integradas da qualidade da 4gua, unindo as
respostas obtidas através dos métodos tradicionais de avaliagdo as
respostas bioldgicas dos animais. Este trabalho avaliou respostas
moleculares no figado de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
mantidas em dreas contaminadas na Bacia do Rio Cubatio, no distrito
industrial do local citado. Os locais de estudo foram trés 4reas no
encontro do Rio Cubatido com o Rio do Brago e como local referéncia
foi utilizada a Estacdo de Piscicultura. O experimento foi realizado no
més de outubro de 2009, e apés o periodo de dois e sete dias de
exposi¢do os animais foram coletados para andlise molecular, e para a
andlise quimica, onde para esta também foi coletado o sedimento de
cada ponto de exposi¢do. Como resultados das andlises quimicas
observamos uma maior contaminacdo por esgoto doméstico e/ou
poluentes quimicos organicos, no local denominado S2, seguindo pelos
locais S3, S1 e REF. Através da técnica de Hibridizacdo Subtrativa
Supressiva (SSH) foi obtido um panorama da resposta da Tildpia do
Nilo, frente aos contaminantes encontrados nos locais de exposicdo da
Bacia. Foram identificados genes envolvidos em diversas funcdes
bioldgicas, tais como cadeia respiratdria, reparacio de DNA,
metabolismo de lipidios, estrutura celular, entre outros. Através da
técnica de PCR quantitativo em tempo real foram realizados testes de
validagdo de alguns genes escolhidos da lista obtida pelo SSH. Entre os
resultados, foi observada uma diminui¢do da transcri¢do de genes que
codificam proteifnas do sistema imune sugerindo uma supressao deste, e
a repressdo de alguns genes nos animais expostos aos contaminantes.
Estas informacdes poderdo auxiliar na compreensdao, de uma forma
integrada, dos efeitos bioldgicos a nivel transcricional causados pelos



contaminantes presentes no ambiente e auxiliando futuros programas de
avaliacdo e monitoramento em recursos hidricos com suspeita de
contaminagdo ambiental.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, SSH, Contaminantes.



ABSTRACT

The hydrographic basin of River Cubatio is the most important
hydric complex at Bafa da Babitonga. It is located in the Northeastern
state of Santa Catarina, inserted mostly in the city of Joinville. This
basin has suffered degradation by human action due to various socio-
economic activities, which direct impacts on vegetation, soil and water
quality in the various affluents that comprise it. The traditional methods
of classifying waters are not enough to identify and quantify chemicals
in the water. To establish methodologies that can demonstrate
environmental risk, it is of fundamental importance to the application of
integrated analysis of water quality, combining the responses obtained
through the traditional methods for assessing the biological responses of
animals. This study evaluated molecular responses in the liver of Nile
Tilapia (Oreochromis niloticus) maintained in contaminated areas of
Bacia do Rio Cubatido do Norte, in the industrial district of said local.
The study sites were three areas in the Rio Cubatio meeting with Rio do
Brago and reference site was used as the Fish Culture Station. The
experiment was conducted in October 2009, and after a period of two
and seven days of exposure the animals were collected for molecular
analyses, and chemical analyses, for this was also where the sediment
collected from each point of exposure.The results of chemical analysis
found a higher contamination by domestic sewage and/or organic
chemical pollutants at the site called S2, followed by local S3, S1 and
REF. Through the technique Suppressive Subtractive Hybridization
(SSH) was obtained an overview of the response of Nile tilapia,
compared to contaminants found in local exposure Basin. We identified
genes involved in several biological functions, such as respiratory chain,
DNA repair, lipid metabolism, cell structure, among others. Finally,
techniques using quantitative RT-PCR tests were performed to validate
some genes chosen from the list obtained by SSH. Among the results
was observed a decrease in the transcription of genes encoding proteins
of the immune system suggesting a suppression of the immune system,
and repression of certain genes in animals exposed to contaminants.
This information may help to understand, in an integrated manner, the
transcriptional level the biological effects caused by contaminants in the
environment and help future programs of evaluation and monitoring
water resources with suspected environmental contamination.

Keywords: Oreochromis niloticus, SSH, Contaminants.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminacio Ambiental

Nas ultimas décadas o nivel de substincias quimicas nos
ecossistemas aqudticos vem aumentado de forma alarmante como
resultado das atividades humanas sobre o meio ambiente. Esta situacdo é
particularmente notada nas dreas com elevadas densidades
populacionais, onde os cursos d’dgua sdo modificados, recebendo
esgotos industriais e domésticos, além de sedimentos, lixo, e
subprodutos oriundos do uso intensivo dos recursos naturais pela
agropecudria, silvicultura e mineragdo (MORENO & CALLISTO, 2005;
ARIAS et al., 2007).

O aumento populacional geograficamente desproporcional, que se
concentra no litoral e em torno dos cursos hidricos, leva a alta demanda
por dgua e consequentemente seu mau uso ao qual representam sérios e
crescentes problemas que ameacam o desenvolvimento sustentdvel e a
protecdo do ambiente (FITZHUGH e RICHTER, 2004).

A poluicdo aquética provém da adi¢@o de substincias que alteram
as caracteristicas fisicas e quimicas do corpo d’dgua, e desta maneira
prejudicando a utilizacdo das suas dguas para usos benéficos. Existem
trés formas de polui¢do a fisica, quimica e bioldgica. A poluicdo fisica
altera as caracteristicas fisicas da dgua que decorre do langamento de
dgua aquecida nos rios usada no processo de refrigeracdo de refinarias,
sidertrgicas e usinas termoelétricas ou também pode ocorrer através da
poluicdo por residuos pela presenga de sélidos suspensos provenientes
de esgotos industriais e domésticos e da erosdo de solos. Entre os
poluentes quimicos temos aqueles que sdo biodegraddveis pela acdo de
bactérias e os persistentes que predominam no ambiente por muito
tempo, como por exemplo, o DDT e o merciirio. E por fim, a poluicio
bioldgica que é causada pela presenca de organismos patogénicos que
provocam infecg¢des intestinais (PEREIRA, 2004).

Na tentativa de reverter este quadro, alguns paises como o Brasil
decidiram implementar novas tecnologias e elaborar normas mais
rigorosas para o controle e monitoramento da qualidade da dgua. O
Brasil possue uma das maiores reservas hidricas do mundo,
concentrando cerca de 25% da dgua doce superficial disponivel no
planeta, no entanto uma parcela significativa desta ndo possui
potabilidade (MAGALHAES & CAMPOS, 2006)
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Os aspectos de saide e meio ambiente teve um maior avanco no
Brasil a partir do século XX onde em 1934 foi elaborado o primeiro
instrumento de controle do uso de recursos hidricos no pais com a
elaboracio do Cédigo das Aguas, estabelecendo como prioritirios o
abastecimento publico e preservacdo da qualidade da dgua em todo o
territério nacional que foi posteriormente estabelecida na Constituigcdo
Federal de 1988 (SOARES, BERNARDES, CORDEIRO NETTO,
2002). Hoje nos favorecemos da Resolucdo CONAMA No.357/2005
complementada pelas resolucdes CONAMA N° 410/2009 e 430/2011,
estabelecem as condi¢cdes e padrdes de langamento de efluentes
dependendo da classificagdo das dguas, constituindo que os efluentes de
qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados diretamente nos
corpos receptores apds o devido tratamento e desde que obedecam as
condi¢des, padrdes e exigéncias dispostos na resolu¢do e em outras
normas aplicdveis.

No entanto, a elaboragfo de leis e normas ambientais, ndo garante
o cumprimento da lei e o emprego de recursos financeiros em
tecnologias eficientes que quantifiquem e remediem a contaminagdo da
dgua em casos de poluicio quimica (MAGALHAES & CAMPOS,
2006).

Estas circunstincias t€ém contribuido para a redu¢do da qualidade
ambiental, bem como para o comprometimento da satde dos seres vivos
que habitam esses ecossistemas; aumentando a probabilidade dos riscos
de contamina¢@o nos cursos d’dgua, um Onus imposto pelos padrdes de
conforto e bem-estar da vida moderna. Deste modo, os ecossistemas
aqudticos urbanos vém perdendo suas caracteristicas naturais e sua
diversidade biolégica (MORENO & CALLISTO, 2005; ARIAS et al.,
2007).

1.2 Contaminantes

z

O ambiente aqudtico € continuamente carregado de
contaminantes, produtos quimicos de origem orgéanica e/ou inorganica
provindos das comunidades urbanas, agricolas e industriais. Ha décadas
védrios desses poluentes vem sendo descartados continuamente no
ambiente acarretando problemas aos organismos que habitam esses
locais (PEREIRA, 2004). Dentre estes contaminantes temos os metais,
bifenilas policloradas (PCBs), pesticidas organoclorados,
hidrocarbonetos  alifaticos (HAs), hidrocarbonetos  policiclicos
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aromdticos (HPAs), alquilbenzeno lineares (LABs), esterdis fecais,
medicamentos, entre outros.

Os metais estdo entre os contaminantes mais perigosos, sendo que
alguns como o zinco (Zn), cobre (Cu) e o ferro (Fe) sdo micronutrientes
essenciais para o desenvolvimento dos organismos aqudticos, requeridos
em pequenas quantidades. Outros, mesmo em pequenas quantidades, sdo
téxicos, como o chumbo (Pb) e cddmio (Cd), mas de maneira geral,
todos sdo toxicos dependendo da concentracdo (BENDATI, 1997).

Um contaminante largamente utilizado da década de 20 por suas
caracteristicas fisico-quimicas (alta constante dielétrica e elevada
estabilidade térmica) sdo as bifenilas policloradas (PCBs). Estes
compostos sdo da classe dos organoclorados por possuirem cloro anidro
em sua estrutura. Os PCBs foram utilizados principalmente em produtos
como transformadores e capacitores, fluidos de transferéncia de calor e
como aditivos na formulacdo de plastificantes, tintas, adesivos e
pesticidas. Embora a utilizacio dos PCBs tenham sido banidos em
vérios paises e também no Brasil, ainda é permitido que equipamentos ji
instalados continuem em funcionamento até sua substitui¢do integral
(PENTEADO & VAZ, 2001) .

O pesticidas organoclorados s3o poluentes hidrofébicos
persistentes que por esta caracteristica acabam sendo bioacumulados nos
tecidos dos organismos e consequentemente biomagnificado pelo
consumo de alimentos contaminados. Mesmo sendo proibido em vdrios
paises o HCB ¢ liberado no meio ambiente como um subproduto de
vérios processos industriais € o DDT ainda é usado no controle de
vetores, programas destinados a maldria, febre amarela, e leishmaniose.
Apesar de vdrios anos de proibi¢do e restri¢do, estes poluentes ainda
persistem no ambiente, constituem um perigo a saide dos organismos
aquaticos e aos que se alimentam destes (MIRANDA et al., 2008).

Um dos principais poluentes dos corpos d’dgua sdo os
hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromaticos (HPAs). A polui¢do
por hidrocarboneto é de grande preocupagdo para a conservagdo dos
recursos naturais, que em muitos casos sustenta as economias regionais
por serem os principais componentes de petréleo bruto. Sua presenca e
concentragdes elevadas freqiientemente criam preocupagdo ambiental
em relacdo aos efeitos ecotoxicoldgicos. Sdo substincias muitas vezes
hidrofébicas e facilmente acumuladas nos organismos através das
cadeias alimentares (COMMENDATORE et al., 2012).

Alquilbenzeno lineares sdo amplamente utilizados como base
para agentes de limpeza atuando como detergente e, portanto, sdo
lancados no sistema de esgoto sanitério e industrial em todo o mundo. E
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potencialmente prejudicial aos organismos vivos por causa da
capacidade perturbar membranas e proteinas levando a desnaturagdo
(ASOK & JISHA, 2012).

Além dos contaminantes quimicos temos o esterdis que sdo
biomarcadores de poluicdo fecal. Os esterdis fecais sdo aqueles
derivados do colesterol, produzidos ainda no trato intestinal de animais
superiores, considerado uma “impressdo digital” possibilitando
determinar a fonte da contaminacdo. O esterol mais abundante nas fezes
€ o coprostanol detectado na maioria das dguas de superficie e
sedimentos contaminada com esgoto.  Sob condi¢cdes andxicas
sedimentares, coprostanol ird persistir proporcionando sua detecc¢io
enquanto outras andlises sobre estas condi¢des ndo possibilitam sua
detec¢do, como € o caso dos coliformes fecais (REEVES & PATTON,
2005).

A toxicidade destes poluentes pode causar a sérios problemas
ambientais, particularmente, esses poluentes sdo suspeitos de causar
hepatotoxicidade, supressao imunolégica, neurotoxicidade,
distirbios da tiredide, toxicidade reprodutiva e carcinogenicidade.
Afetando o desenvolvimento dos animais bem como a sobrevivéncia de
uma comunidade inteira (MIRANDA et al., 2008).

1.3 Biomarcadores

As metodologias tradicionais de classificacdo de dguas, baseadas
em caracteristicas fisicas, quimicas e bacterioldgicas, ndo sdo suficientes
para identificar e quantificar as substincias quimicas na dgua (KNIE &
LOPES 2004). E o monitoramento ambiental por meio de anélises
quimicas diretas de dgua e sedimento € limitado pela disponibilidade e
sensibilidade dos métodos e por uma incapacidade para prever a
toxicidade de misturas complexas (BOLOGNESI et al., 2004). Entdo o
conhecimento da toxicidade de agentes quimicos em diferentes
organismos aqudticos possibilita a observacdo direta da sadde dos
mesmos e a detec¢do de efeitos nocivos sobre o ambiente aqudtico
(SAMY et al., 2010).

Uma nova drea da ciéncia surgiu para melhor avaliar esses efeitos
causados pelas substancias quimicas e pelos agentes fisicos liberados no
ambiente sobre os organismos vivos denominada de Ecotoxicologia.
Esta relaciona os efeitos adversos causados pelas substancias quimicas e
pelos agentes fisicos liberadas no ambiente sobre os organismos vivos,
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analisando os efeitos adversos causados nos diferentes niveis de
organizacdo bioldgica, incluindo os caminhos da transferéncia desses
agentes e sua interacdo com o ambiente (FENT, 2004; KNIE & LOPES
2004).

O biomonitoramento, através do uso de bioensaios determina o
efeito dos poluentes, utilizando testes em sistemas bioldgicos a fatores
estressantes, fornecendo promissoras ferramentas para a identificacio de
poluentes capazes de causar danos a saiide humana e ao ambiente
(GALLOWAY et al.,, 2004; KNIE & LOPES 2004). Estes ensaios
podem ser avaliados através da medida de pardmetros biolégicos
denominados indicadores bioldgicos ou biomarcadores. Biomarcadores
sdo as alteragdes bioldgicas adaptativas a estressores, como a exposi¢ao
e o efeito téxico de poluentes presentes no ambiente, que expressam
alteragdes ao nivel molecular, celular, fisioldgico e até comportamental
(WALKER et al., 1996). Esses biomarcadores podem ser usados na
avaliacdo ambiental, monitorando tanto a presenga, como o potencial
téxico dos contaminantes muito antes do aparecimento de seus efeitos
irreversiveis (AMORIM, 2003).

Amorim (2003) define como caracteristicas essenciais para
selecionar e validar um biomarcador. Este deve refletir a interacdo do
sistema bioldgico com a substincia quimica; ter conhecida e apropriada
sensibilidade e especificidade para a interacdo; ser reprodutivel
qualitativamente e quantitativamente; estar contido em um meio
bioldgico acessivel de andlise; sua medi¢do analitica tem que apresentar
exatiddo e precisdo adequadas; devem ser claramente estabelecidos os
valores normais deste biomarcador em populagdes ndo expostas ao
agente quimico de interesse.

O primeiro desafio na investigacdo de um biomarcador adequado
para um melhor diagnéstico possivel vai depender do contaminante a ser
estudado e o organismo modelo. Dentre os principais organismos
aqudticos utilizados como organismos sentinela, estdo os peixes,
moluscos e anfibios (COTELLE & FERARD, 1999). Dentre estes, 0 uso
de determinadas espécies de peixes é recomendado pela sua boa
resisténcia em condi¢des adversas, como pH extremo, baixos niveis de
oxigénio dissolvido, variacdes de temperatura, presenca de metais
pesados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), entre outros
(POPMA & MASSER, 1999; NOGUEIRA et al., 2011; FRENZILLI et
al., 2009).

Como exemplo tem a Tildpia (Oreochromis niloticus), o qual é
um organismo qualificado para avaliacdes de biomonitoramento
ambiental devido a sua resisténcia em dguas de ma qualidade, com



22

baixas temperaturas, alta concentracdo de amodnia, baixo oxigénio
dissolvido e uma faixa de pH entre 5 e 10 (POPMA & MASSER, 1999).

Para o estabelecimento de metodologias eficazes que evidenciem
situagdes de risco ambiental, é de fundamental importincia o uso
integrado de andlises da qualidade de &4gua, com metodologias
tradicionais de avaliacdo das alteragdes bioldgicos em animais,
juntamente com respostas moleculares e/ou bioquimicas frente a
ambientes contaminados (ARIAS et al., 2007).

1.4 Biomarcadores moleculares

A exposicdo de um organismo a poluentes pode desencadear
uma cascata de respostas bioldgicas, cada uma das quais tem o potencial
de servir como um biomarcador. Alteracdes bioldgicas visiveis a nivel
de comunidade, populacdo ou ecossistema sdo precedidas por mudangas
anteriores a niveis moleculares, antecipando assim as alteracdes nos
niveis mais elevados de organizacdo bioldgica. Sendo que, uma vez que
os efeitos adversos em niveis hierdrquicos superiores (populacdo ou
comunidade) sdo detectados, danos significativos podem j4 ter ocorrido.
Portanto, a identificio precoce prevé aumento do risco dos efeitos
adversos apds a exposicdo a substincias quimicas ambientais, dando
importincia a utilizagdo de biomarcadores moleculares (NOGUEIRA,
2009).

O uso de técnicas da biologia molecular aplicada a ecotoxicologia
e monitoramento ambiental fornece informa¢des em um nivel de
organizacdo bioldgica diferente das demais técnicas e permite uma
melhor compreensdo dos mecanismos de acdo dos contaminantes nos
organismos vivos (BRULLE et al., 2008; KOSKINEN et al., 2004).

As alteragdes nos perfis de transcricdo génica fornecem
informagdes sobre a interacdo dos estressores ambientais ao genoma,
servindo como ferramenta poderosa para diagnosticar a existéncia de um
estresse ambiental e para analisar as respostas bioldgicas que este
provoca em uma determinada populacio (BRULLE et al., 2008;
KOSKINEN et al., 2004).

Uma técnica molecular bastante utilizada em estudos
toxicoldgicos € a Hibridiza¢do Subtrativa Supressiva (SSH) que pemite
identificar de forma global os genes diferencialmente transcritos,
induzidos ou reprimidos, entre duas situacdes distintas. Sendo assim,
pode ser usada para entender os efeitos bioldgicos e prever os
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mecanismos de acdo de uma substincia quimica em escala transcricional
do genoma como um todo, quando comparada a uma situagdo controle
(BRULLE et al., 2008; QU et al., 2011).

Por isto, esta técnica foi considerada adequada para estudar o
efeito dos contaminantes da Bacia do Cubatdo, possibilitando fornecer
informagdes inéditas sobre o efeito combinado dos poluentes presentes
num sistema bioldgico de forma global, possibilitando verificar os locais
mais afetados, os quais podem ser inferidos pelos genes cuja transcri¢cao
sofre alteragdes nos animais expostos.

1.5 Local de estudo

A Bacia Hidrogréfica do Rio Cubatio é o complexo hidrico mais
importante da Bafa da Babitonga. Localizada na regido nordeste do
estado de Santa Catarina, compreende uma &rea de 40,96 Km? inserida
em sua maior parte no municipio de Joinville € uma menor por¢do no
municipio de Garuva. Os rios Quiriri, da Prata, e o do Bragco sdo os
principais afluentes do Rio Cubatido (OLIVEIRA et al., 2009).

O Rio Cubatdo € o principal curso d’dgua e manancial da regido e
serve como fonte de captacdo de dgua para abastecimento da cidade de
Joinville. Apesar da grande importancia para a populacdo, somente no
seu ter¢o superior a qualidade da dgua do rio é considerada boa, nos
demais cursos, estas sdo utilizadas para a irrigacdo, agropecudria, bem
como corpo receptor de efluentes domésticos e industriais (OLIVEIRA
et al., 2009; ZONOTELLI et al., 2009).

A degradacdo da qualidade da dgua por problemas de poluicido no
Rio Cubatdo fica mais explicita na sub-bacia do Rio do Brago,
comprometida pelos afluentes do Distrito Industrial de Joinville
(OLIVEIRA et al., 2009). Esta regido vem sofrendo com contaminagdes
principalmente de metais como cddmio, chumbo, cobre, cromo, e niquel
além de baixas concentragdes de oxigénio dissolvido observados em um
estudo da UNIVILLE (2004).

De modo geral esta bacia vem sofrendo degradacdo por acdo
antropica decorrente de atividades socioecondmicas, as quais exercem
impactos diretos na vegetacdo, no solo e na qualidade das dguas nos
vérios afluentes que a compdem. As atividades com maior impacto
sobre os recursos hidricos locais sdo as inddstrias farmacéuticas, metal-
mecdnica, pldsticos, téxtil e, principalmente, as indudstrias de
galvanoplastia, além de esgotos domésticos, oficinas mecanicas e
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lavacdo de postos de gasolina. A crescente urbanizacdo e
industrializa¢do levam ao constante aumento do volume dos efluentes
industriais e residuos sélidos, assim como o uso de agrot6xicos nas
lavouras de arroz, a drenagem insuficiente de dgua pluvial, a ineficiéncia
na coleta e tratamento de esgoto que muitas vezes € lancado nos cursos
d’4gua sem o tratamento adequado (ALVES, 2003; ZONOTELLI et al.,
2009).

1.6 Caracterizacio da espécie

Nome cientifico: Oreochromis niloticus
Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Classe: Actinopterygii

Ordem: Perciformes

Familia: Cichlidae

z

O peixe Oreochromis niloticus é conhecido popularmente no
Brasil como Tildpia, possui o hdbito alimentar fitoplanctéfago e
onivoro, podendo atingir um comprimento de 60 cm e peso médio de
4,3kg. E um animal de habitos diurnos e ocorre em uma grande
variedade de habitats de dgua doce como rios, lagos, canais, esgotos e
canais de irrigacio. A espécie é nativa da Africa, tendo sido
introduzida no nordeste brasileiro em 1971 (BOSCOLO et. al., 2001;
CANABARRO & TOLEDO, 2010; OLIVEIRA, 2010).

Devido a sua resisténcia em dguas de ma qualidade, com baixas
temperaturas, alta concentracdes de amonia, baixo oxigénio dissolvido e
uma faixa de pH entre 5 e 10, a Tildpia constitui-se em um organismo
qualificado para avaliagdes de biomonitoramento ambiental (POPMA &
MASSER, 1999).
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2. OBJETIVO GERAL

Identificar genes diferencialmente transcritos e verificar
alteracdes na resposta da transcricdo génica em Tildpia do Nilo
(Oreachromis niloticus) expostas in situ em regides contaminadas da
Bacia do Rio Cubatao no distrito industrial de Joinville, SC.

2.1 Objetivos Especificos

- Clonar e identificar genes diferencialmente transcritos em
figado de Tildpia do Nilo (Oreachromis niloticus) expostas em locais
contaminados da Bacia do Rio Cubatdo do Norte;

- Classificar os genes identificados a partir de sua fungdo
biolégica, para uma melhor caracterizacdo do perfil de transcricdo

genica;

- Avaliar a transcri¢do génica a partir de técnicas quantitativas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo e desenho experimental

Para a realizacdo deste estudo, Tildpias do Nilo adultas
(Oreochromis niloticus) foram fornecidas pela estagio de piscicultura da
Fundacdio Municipal de Desenvolvimento Rural 25 de Julho
(Joinville/SC). Os animais foram previamente aclimatados e mantidos
em grupos de dez em gaiolas de 1,2x1x1 metro (comprimento, largura,
altura) no mesmo local por aproximadamente trés semanas, com o
intuito de reduzir o estresse provocado pelo confinamento.

Os locais de estudo foram trés dreas do Complexo Hidrico da
Bacia Hidrografica do Rio Cubatdo em Joinville, Santa Catarina, e
como local referéncia foi utilizada a Estacdo de Piscicultura referida
(26°12'13"S-48°55'12"W), (sua localizagdo esta indicada como REF na
Figura 1), onde os animais também foram mantidos em gaiolas. O
local denominado S1 (26°11'51"S-48°47'57"W) se encontra no Rio
Cubatdo antes do encontro do Rio do Brago, S2 (26°1224"S-
48°47'44"W) se localiza no Rio do Braco e S3 (26°11'54"S-
48°46'38"W) no Rio Cubatio apds o encontro com o Rio do Brago
(Figura 1), que sofre grande influéncia de atividades industriais.

Canal do Rio Cubatio

Rio Cubatio

Baia da Babitonga

Santa Catarina

Figura 1. Representacdo da regido da bacia do Rio Cubatio, indicando os locais
de referéncia (REF) e de exposicdo (S1, S2, S3).



27

Para o bem estar dos animais, os mesmos foram transportados a
cada local de exposi¢do em sacos pldsticos oxigenados em &dgua do
préprio acude da estacdo com temperatura aproximada de 20 a 22 °C.
Foram utilizados somente machos pesando entre de 110 a 313 g e
medindo 17 a 25 cm.

O experimento foi realizado no més de outubro de 2009, quando
foram colocadas duas gaiolas em cada local, para serem coletadas apds
dois e sete dias de exposicdo. Durante o periodo de exposi¢do os
animais ndo foram alimentados. Os procedimentos realizados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA
PP00039).

3.2 Biometria e extraciao de tecidos

Ap6s periodo de exposicdo, em média 6 a 8 (obs:Alguns foram
predados) peixes foram coletados e transportados em sacos plasticos
com dgua e oxigenados, levados a Fundagdo e acondicionados em
tanques de 2000 L de dgua até a disseccdo. Primeiramente os animais
foram pesados e medidos. Entdo eles foram mortos por meio de seccio
transversal da medula espinhal e retirado amostras figado para as
andlises bioquimicas, moleculares e quimicas, e amostras de musculo
somente para a andlise quimica.

As andlises bioquimicas foram realizadas pelo Laboratério de
Defesas Celulares, UFSC; a andlise de quimica orgénica pelo Instituto
Oceanogréfico da Universidade de Sdo Paulo - USP; a andlise de metais
foi realizado pelo Departamento de Quimica da FURG e a andlise
molecular que € objeto do presente trabalho.

Na dgua de todos os locais foram medidos o pH, os niveis de
oxigénio dissolvido e a temperatura, utilizando-se um kit portatil de
andlise de dgua de campo. Amostras de sedimentos e dgua do rio foram
coletados em recipientes apropriados para andlise dos compostos
organicos e metais tragos.

3.3 Analises quimicas de compostos organicos e inorganicos

3.3.1Determinagdo de compostos orgdnicos



28

As amostras de sedimento foram secas durante 72 horas em
liofilizador (Thermo Savant — ModulyoD). Em seguida, as amostras
foram maceradas e homogeneizadas em almofariz com pistilo e
armazenadas em frascos de vidro previamente limpos com solvente.
Uma aliquota de 20 gramas de sedimento e 0,25 gramas do figado de
peixe foram extraidas em sistema Soxhlet para andlise dos bifenilas
policlorados (PCBs), pesticidas organoclorados, hidrocarbonetos
alifaticos (HAs), aromdticos (HPAs) e alquilbenzeno lineares (LABs)
com n-hexano/diclorometano 50 % (v/v) segundo método descrito pela
UNEP (1992), Matos (2002) e MacLeod et al. (1986) com algumas
modificacdes. Antes da extracdo foram adicionados os padrdes
surrogate PCB-103, PCB-198, naftaleno-dg, acenafteno-d;,, fenantreno-
dyg, criseno-d;;, perileno-d;;, dodecil alquilbenzeno (1C;,LAB),
hexadeceno e eicoseno em todas as amostras, brancos e materiais de
referéncia certificados (SRM).

O extrato do sedimento foi dividido em duas aliquotas para serem
submetidas a cromatografia por adsorcio em coluna. Uma parte foi
eluida para andlise de organoclorados e a outra fracdo para andlise de
hidrocarbonetos alifaticos (HAs), LABs, hidrocarbonetos policiclicos
aromdticos (HPAs). As amostras foram injetadas no cromatdgrafo
liquido de alto desempenho (HPLC) da Perkin Elmer equipado com
duas colunas de excluso (permeacdo em gel). A fase mével utilizada foi
o diclorometano (UNEP, 1992; MATOS, 2002; MACLEOD et al.,
1986).

Uma aliquota do extrato final foi injetada no cromatégrafo a gas
(6890 da Agilent Technologies) equipado com detector de captura de
elétrons (GC-ECD) para andlise de pesticidas organoclorados e com
detector de ionizag¢do de chama (GC-FID) 6890 para andlise de HAs. Os
demais grupos de compostos (HPAs, PCBs e LABs) foram analisados
no cromatdgrafo a gés equipado com espectrometro de massas (GC/MS)
6890/5973N também da empresa citada. A aquisicdo dos dados foi feita
em SIM (single ion monitoring).

Os esteroides foram extraidos de 20 g de sedimento também por
Soxhlet por 8 horas contendo etanol e a-colestano como padrio
surrogate segundo procedimento de Kawakami e Montone (2002). A
identificacdo e quantificagdo foram feitas em GC-MS, sendo que a
aquisicao foi feita em SCAN.

As identificacdes dos pesticidas, HAs, HPAs, PCBs, LABs e
esterdides foram feitas por comparacdo dos tempos de retencdo com
padrdes de referéncia da Accustandard e Supelco dos EUA, Fluka da
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Suica e Sigma-Aldrich da Alemanha. A quantificacdo foi entre os
surrogates € os compostos de interesse, baseada nas curvas analiticas
montadas com pelo menos cinco concentragdes diferentes de cada grupo
de compostos. Os compostos analisados no GC/MS também foram
identificados através do fon de quantificacdo (m/z) e seus respectivos
ions de confirmacao.

3.3.2 Andlise de metais por espectrofotometria de absorgdo atémica.

As amostras bioldgicas de musculo foram tratadas com 4cido
nitrico concentrado para a total decomposicio da amostra e
solubilizagdo de todos os metais, segundo descrito no Reference
Methods for Marine Pollution Studies - UNEP (1984a).

O procedimento foi realizado com a digestdo em chapa
aquecedora. As amostras bioldgicas liofilizada foram agitadas por
aproximadamente 2 minutos para homogeiniza¢cdo. Apds 2 minutos foi
pesado aproximadamente 0,1 a 0,5 g do tecido liofilizado nas bombas de
Teflon®. Adicionado 5 mL de HNO; concentrado, a temperatura
ambiente por pelo menos 1 hora. Os tubos de polipropileno foram
fechados e colocados sobre a chapa quente a 100 °C por 3 horas. Com as
amostras ja resfriadas a temperatura ambiente, estas amostras que
estavam em tubos de polipropileno foram abertas cuidadosamente no
interior de uma capela e transferidas dos frascos de digestdo para tubos
de polipropilenos graduados. Entdo os frascos foram lavados com dgua
Milli-Q, trés vezes, adicionando esta 4gua aos tubos graduados e diluido
até a marca de 25 mL com dgua Milli-Q e agitado. A andlise e leituras
das amostras se procederam conforme as normas de operacdes do
aparelho de espectrofotdometria de absor¢do atomica. Os resultados
foram expressos em pug.g .

3.3.3 Andlise do merciirio total pelo método de geragdo de vapor frio
acoplado ao sistema de espectrometria de absorg¢do atomica

O método € aplicdvel a amostras bioldgicas com concentracdes de
mercirio total com cerca de 0,05 pg.g”. Foi empregada uma digestio
forte para decompor a amostra e oxidar e converter todas as formas de
mercidrio orginico em merctrio inorganico. O método descrito é uma
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adaptacdo do Reference Methods for Marine Pollution Studies No. 8 -
UNEP (1984b), apresentado de forma detalhada em Ustra (2001).

O procedimento iniciou com 0,2 a 2 g de amostra seca em um
tubo de Teflon® com tampa. Foi adicionado 5 mL de 4cido nitrico
concentrado e deixado em repouso por uma hora na temperatura
ambiente. Aquecido em placa por 3 horas a 90 °C. Com as amostras ja
resfriadas, estas foram transferidas para um baldo volumétrico e
adicionado 20 mL de 4dgua Milli-Q e 1 mL de solu¢do de K,Cr,0O;
(concentracdo final 2% v/v). Diluido com 4gua Milli-Q até a marca do
baldo e esperado sedimentar. A andlise e leituras das amostras se
procederam conforme as normas de operagdes do aparelho de
espectrofotometria de absor¢do atdmica. Os resultados foram expressos

empug. g'l.
3.4 Extracao de RNA total e RNA mensageiro

A extracdo de RNA total foi realizada a partir de 200 mg de cada
amostra de figado, previamente armazenada em RNAlater®
(Invitrogen) a -20 °C através do método que utiliza o reagente TRIZOL®
(Invitrogen) seguindo as especificacdes do fabricante. A pureza,
concentracdo e integridade do RNA total foram analisadas por
espectrofotometria utilizando o aparelho Nanodrop ND-1000 UV-Vis
(Nanodrop Technologies), a 260, 280 e 320 nm e através do perfil
eletroforético em gel de agarose (Fig.2).

Figura 2. Eletroforese de RNA. Verificagdo da integridade do material (foi
utilizado pool de amostras). Observam-se duas bandas que representam o RNA
ribossomal 18S e 28S.
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Para a obten¢do do RNA mensageiro (RNAm) foi preparado um
pool de 8 amostras de peixes do local referéncia e um pool de 8
amostras do local S2, (tempo de exposi¢do, dois dias) usando o kit
PolyA mRNA (Ambion), de acordo com as instru¢des do fabricante. Este
método utiliza o fato do RNAm ter em sua estrutura uma calda POLI
AAA, ou seja, de nucleotideos de adenina, podendo assim isolar os
RNAs mensageiros a partir de uma mistura complexa de vdarios outros
tipos de RNAs.

Escolheu-se o periodo de dois dias de exposicdo pelo fato dos
biomarcadores moleculares serem rapidamente ativados e reprimidos
quando os organismos sdo expostos a contaminantes. E somente foi
utilizado amostras do local S2 para ser avaliado juntamente com o local
REF, pois em estudos anteriores o local S2 apresentou-se mais poluido,
além do fato de que, a técnica de SSH s6 permite avaliar dois grupos por
andlise.

3.5 Hibridizacio Subtrativa Supressiva (SSH)

Na Hibridizag¢do Subtrativa Supressiva (SSH) foi utilizado o kit
PCR Select cDNA Subtraction Kit (Clontech) que € um método baseado
em reacdes de PCR. A técnica inicia-se a partir de 1 pg de cada uma das
amostras de mRNA (referéncia e exposto) que sio convertidas a cDNA.

Os cDNAs expressos diferencialmente (alvo) estdo presentes no
cDNA fester e ausentes no cDNA driver. Os cDNAs sdo primeiro
digeridos com uma enzima de restricio produzindo extremidades ndo
coesivas. Os fragmentos de cDNA tester sdo entdo divididos em duas
amostras (1 e 2) e ligados a dois adaptadores diferentes (adaptador 1 e
2), resultando em duas populagdes de fester, (1) e (2). Sdo realizadas
duas hibridizagdes na técnica de SSH. Primeiro, um excesso do driver é
adicionado a cada amostra do fester. As amostras sdo entdo desnaturadas
e colocadas para anelar. Nesta primeira hibridizagdo ocorre vérios tipos
de ligacdo entre as fitas de cDNA, fita senso e anti-senso com adaptador,
sem adaptador e fitas simples com e sem adaptador.

Na segunda hibridizacdo, as duas amostras oriundas da primeira
hibridizagdo sdao misturadas. Apenas o restante dos cDNAs fita simples
com adaptadores e subtraidos estd apto a reassociar e formar hibridos
que possuem sequéncias diferentes de adaptadores em sua extremidade
5’. Uma extremidade € proveniente da amostra 1 e a outra da amostra 2.
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As duas sequéncias permitem a amplificacdo preferencial da fracdo
normalizada e subtraida usando PCR e um par de “primers”
(iniciadores), P1 e P2, os quais correspondem a parte externa do
adaptador 1 e 2, respectivamente.

Para realizar esta amplifica¢io seletiva, uma reagcdo de extensdo é
realizada para preencher as extremidades desencontradas (coesivas) das
moléculas para o anelamento do “primer” antes da iniciacdo do
procedimento de PCR. Em todos os ciclos da reagdo de PCR, a
amplificagdo exponencial pode ocorrer em moléculas hibridas que
possuem sequéncias diferentes de adaptadores em sua extremidade 5°.
Somente as moléculas que t€m seqiiéncias de adaptadores diferentes nas
suas extremidades as quais permitem que eles sejam exponencialmente
amplificados por meio da reacdo de PCR (ANEXO 1). Ou seja, as
sequéncias nao hibridizadas, representam os genes que foram transcritos
na amostra exposta, mas nio foram na referéncia, ou inversamente,
assim possibilitando obter transcritos diferencialmente expressos entre
as amostras.

3.6 Clonagem e Sequenciamento

As amostras obtidas pela utilizacdo da técnica de SSH foram
ligadas nos vetores pGEM-T Easy® (Promega) pela enzima T4 DNA
ligase, em seguida foi realizada a transformacao das células competentes
E.coli DH5-qa, através de choque térmico.

As bactérias competentes foram cultivadas em placas de petri
contendo meio de cultura sélido (Agar 35 g/l, LB Agar —Sigma;
ampicilina, 100 mM; IPTG, 0,5 mM e X-Gal, 50mM) e deixadas a 37 °C
por 18 h para crescimento de coldnias. Apds o periodo de cultivo as
coldnias visualmente da cor branca foram selecionadas e passadas para
um meio de cultura liquido 20 g/l (LB Broth - Sigma) com ampicilina
(100 mM), durante 18h a 37 °C em agita¢do constante. Destas amostras
foi extraido e purificado o DNA utilizando o kit Qiagen Miniprep
(Qiagen).

O sequenciamento das amostras de subtracdo foi realizado no
equipamento ABI3300® (Applied Biosystems), para determinag¢do das
sequéncias génicas expressas durante o experimento. Elas foram obtidas
através de uma reacdo de PCR com a incorporacdio do corante
fluorescente BigDye Terminator v3.1® (Applied Biosystems) utilizando
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os iniciadores M13F ou M13R que alinham a uma regido localizada
préxima ao inserto no vetor pGEM-T® Easy (Promega).

Os genes homdlogos foram identificados no banco de dado
disponivel (GeneBank), através do software BLAST
(www.ncbi.nih.gov/blast) e escolhido os genes de interesse para
validacdo por PCR quantitativo em tempo real.

3.7 PCR quantitativo em tempo real

A partir das sequéncias dos genes de interesse identificados
através da SSH (Tabela 1), foram desenhados iniciadores especificos
para cada sequéncia pelo programa FastPCR e padronizados para
validagdo por PCR quantitativo em tempo real. Para este também foi
obtido o RNA total pelo método do reagente TRIZOL® (Invitrogen) e o
cDNA pelo kit Omniscrit RT da Qiagen (de acordo com as instrucdes do
fabricante), para as amostras de cada local e tempo de exposi¢do. Para a
determinaciio da pureza e concentragdo do RNA total foi utilizado o
espectrofotdmetro NanodropND-1000 UV-Vis (Nanodrop
technologies), a 260, 280 e 320 nm.

Tabela 1. Iniciadores das seguéncias selecionadas para validagdo por
PCR quantitativo em tempo real.

GENE SIGLA PRIMER 5’ -3’
Ap()lip()pr()[el'na Al APPR TGTCGGTCACAGGAGCAACGGAA
ACTCAGGCGAAGGAGGGTGC
Tetraspanina 3 TTN AGCGTGTGTGCTGCCAGTCTGAGTA
ACAAATAGCAACGCCCAGAGCCGT
Alfa-cetodcido desidrogenase ~ AKD TCCCGCACATCTTTGAGCCCTTCT
de cadeia ramificada El TTTCCTGGCTGCTCTCCACTGTCT
Ciclina-Gl CGl1 CACCAACTCTTAATTTGTGGACACCG
CAAACTACACAGGGAAACTGGCAC
Ceruloplasmina CRP ACAGCATGGGTCAGTTCGAGGTGGT
TCCCAGGTTCGGTTTGGAGCGTAGT
Componente complemento ¢c3 ~ CC3 GGACAAGGTTTCTCACACACGACCAG
TTCCAGCTTCCCTCTGTGGATGGT
Alfa-2-macroglobulina A2M TGGCATGAAGGGAGGAGTGAGTGA
GCAGGTACAGGTTATCGAGCTGGC
Coriogenina L CNN TGGGATCATGCGCTGTTGTCGGAGA
ATCACAGGAGAACCACCCACAGGCT
Acido graxo sintase FAS GAGTAGTTAGTATGCAGAAACACGGCTGG
AGG
TTTCCACATGCAGACACCAGTAGACAGGC
Retinol desidrogenase 3 RDY ATGACAGCCTCCGCCTCAACAT
TGCCCATAGTCGTCCTTCACTTCC
Citocromo p450 2j6 P450 CCTGGGATTCCCGAGATGTGCCAAT

CCCACTCATTCTTGTCAAGCAGCACGG
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Fator c()mplement() PPN ACCTGACCGAGAGACGAGTGTGCT
properdina ACGAGGAGGGTAAAGGTTGTAGCCGGT
Aclimatagado a temperatura WTA TGCAGGTCTTGAGATGGATGCTGT
quente CAGCGAAACTCTTATTGGAGAACTCGGC
Fibrino génio beta FBG AGGGAGACCTTCGCTGGAAATAGA
CAACTGGAGCAGGAGTAGGGC
Proteina Ribossomal 18s S18 TACCACATCCAAAGAAGGCA
TCGATCCCGAGATCCAACTA

Foi utilizado o método de quantificagdo por detec¢do ndo
especifica com SYBR® Green, fluoréforo fluorescente que se liga a fita-
dupla de DNA, emitindo fluorescéncia. Cada amostra foi analisada em
duplicata com o seguinte protocolo: 95 °C por 5 min e 35 ciclos de 95
°C por 10 s e 60 °C por 30 s. Gerada a curva de melting, que ao emitir
apenas um pico de fluorescéncia para cada amostra, foi confirmada a
amplificagdo de um tnico produto de PCR. Foram considerados vélidas
as reagdes iguais ou proximas dos valores de 100% para a eficiéncia da
reacdo e 1,0 para o valor de R?, este indica que a reagdo se mantém com
eficiéncia semelhante em cada concentracdo de cDNA da curva. Ao
final o software (Rotor Gene 6000) obtemos o valor do nimero de ciclos
de limiar o Ct (Ciclo Threshold), o qual é o niimero de ciclos a que a
amostra atravessa o limiar.

Dentre os normalizadores avaliados, que foram a actina, tubulina
e G6PDH (Glicose-6-fosfato desidrogenase) somente o ribossomo 18S
foi selecionado por ndo apresentar variacdo na transcricdo dos animais
mantidos no local de referéncia e os locais avaliados, apds dois e sete
dias de exposicao.

3.8 Analises estatisticas

O célculo da transcrigdo dos genes foi realizado utilizando o
software REST 2009 da QIAGEN® através dos dados de Ct de cada
gene e os graficos confeccionados pelo programa estatistico GraphPad.
Prism versdo 5.01. O programa REST aplica um modelo matemadtico de
randomizag¢@o, ou seja, atribuicdo de um modo aleatdrio a assegurar uma
distribui¢do igual para cada grupo do estudo, adequado a comparagéo da
expressdo para cada amostra.

A andlise dos parametros quimicos e fisicos da dgua e
concentracdo de metais foi realizada primeiramente a andlise de
distribui¢dao normal e apds a andlise de variancia (ANOVA) de uma via,
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seguida do teste post hoc de Duncan, quando necessério. Para os dados
biométricos foi utilizado o Teste ndo paramétrico Kruskal-Walis seguido
do teste complementar de Dunns. Foram considerados resultados
estatisticamente significativos quando p < 0,05. Os valores representam
a média * erro padrio.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros quimicos e fisicos da agua

Os parametros quimicos e fisicos de qualidade da agua dos
diferentes locais experimentais foram analisados apds dois e sete dias de
exposicdo. Os valores de temperatura, pH e O, dissolvido estdo
apresentados na Tabela 2. Nenhuma diferenca significativa na
temperatura, pH e O, dissolvido foi observada entre os locais de
exposi¢do em relacdo ao local utilizado como referéncia.

Tabela 2. Valores médios de temperatura, pH e O, dissolvido da
dgua em cada local de estudo apds dois e sete dias de exposicdo das
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) nos Rios Cubatdo e do
Braco, Joinville, SC.

Pontos Temperatura (°C) pH 0 2 dissolvido (mg/l)
REF 21,624 6,6 +0,2 7,1+22

S1 20,7 £ 1,7 6,004 7,6 1

S2 20,7+1,5 6,5+0,3 5,8 +1,2

S3 21,7+1,1 5,4+0,8 73+1,1

REF indica o local de referéncia em que os animais foram mantidos (Fundagdo
Municipal de Extensdo Rural 25 de Julho, Joinville, SC) e, S1, S2 e S3, os
locais de exposicio dos animais nos rios Cubatdo e do Braco. Os dados
representam a média + erro padrio. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via
seguido por teste post hoc de Dunnet para comparagdo dos dados entre os locais
(p<0,05).

4.2 Biometria dos peixes

A biometria dos peixes mantidos por dois e sete dias de
exposicdo nos locais experimentais podem ser visualizados na Tabela 3.
O ndmero de animais por grupo nio foi o mesmo, pois no dia das
coletas verificamos que houve predacdo desses animais. Apesar deste
fator, ndo observamos nenhuma diferenca significativa no comprimento
e peso dos peixes dos grupos de exposi¢do S1, S2 e S3 em relacdo ao
local de Referéncia.
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Tabela 3. Peso e comprimento médio de Oreochromis niloticus
expostos durante dois e sete dias nos Rios Cubatio e do Braco, Joinville,
SC.

Grupo Nuamero por grupo Peso (g) Comprimento (cm)
Dois dias

REF 10 184,2+71,3 20,40 £3,4
S1 7 146,1 £44.,8 19,14 £ 1,7
S2 10 205,2 £47,9 22,50+ 1,6
S3 10 163,7 + 48,65 20,20 £ 1,7
Sete dias

REF 10 203,5+659 21,50 £2,0
S1 10 173,6 £ 57,1 20,20 +1,9
S2 7 151,4+179 19,86 £ 1,2
S3 6 147,9 £48,2 19,00 £ 1,8

REF indica o local de referéncia em que os animais foram mantidos (Fundagdo
Municipal de Extensdo Rural 25 de Julho, Joinville, SC) e, S1, S2 e S3, os
locais de exposicio dos animais nos rios Cubatdo e do Braco. Os dados
representam a média * erro padrdo. Foi utilizado o teste ndo-paramétrico
Kruskal-Walis seguido do teste complementar de Dunns (p < 0,05).

4.3 Determinacao de compostos organicos no sedimento dos locais
de exposicao.

4.3.1 Hidrocarbonetos alifdticos

Os Hidrocarbonetos alifiticos podem ser de origem antrépica ou
natural. Um dos parametros para avaliar a presenca de fontes biogé€nicas
€ através da andlise da razdo pristano/fitano, com valores que variam
entre 3 e 5 (STEINHAUER & BOEHM, 1992). Essa razdo apresentou
um intervalo de 1,10 a 203 pg.g”' nas amostras de sedimento analisadas
(ANEXO 2), e somente as estacdes S2 e S3 indicaram uma introducio
antrdpica na regiao.

A concentracdo de hidrocarbonetos alifaticos totais encontrados
nas amostras de sedimento de Joinville variou de 2,40 a 203 pg.g” peso
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seco. A concentracdo mais alta foi encontrada na amostra da estacdo S2
(Figura 3).

Hidrocarbonetos alifaticos totais em sedimento -

Joinville

200.0

150.0
£ 1000 -
=

50.0 |

0.0 |
REF S1 S2 S3

Figura 3. Niveis de hidrocarbonetos alifdticos totais quantificados em amostras
de sedimento coletadas na drea referéncia e nos locais de estudo nos rios
Cubatio e do Brago (Joinville, SC).

4.3.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs)

Os maiores niveis de HPAs totais no sedimento foram observados
no local S2, seguido pela amostra S3 (Figura 4). As concentracdes de
HPAs apresentaram uma variacdo de 11,6 a 1179 ng.g” (ANEXO 3).
Em relacio aos HPAs com perileno também foram encontradas as
maiores concentracdes nas amostras de sedimento dos locais S2 e S3
(Figura 4). HPAs com perileno significa que a amostra é derivada de
fontes diferentes da combustio de material orginico, atribuidas a fontes
naturais (VENKATESAN, 1988).
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Figura 4. Niveis de Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (com e sem
perileno) em amostras de sedimentos.

4.3.3 Alquilbenzeno Lineares (LABs)

Os niveis de LABs totais quantificados nas amostras dos
sedimentos do local S2 foi 655 ng.g” e do local S3 foi 19,2 ng.g”'. A
amostra do local S1 apresentou valores abaixo do limite de deteccdo e o
local referéncia apresentou niveis de 6,84 ng.g™.

4.3.4 Pesticidas Organoclorados

Concentragdes consideravelmente baixas de DDTs totais (0,15 a
2,25 ng.g’l) foram encontradas nas amostras do local REF, S2 e S3,
sendo que no local S2 foi observada a maior concentragdo, indicando a
presenca de residuos deste produto (Tabela 4). Entretanto, ndo ha
informacdes a respeito da sua utilizacdo nessa regido recentemente.
Possivelmente estas concentracdes de DDT podem estar relacionadas a
sua persisténcia no ambiente, bem como, sua utilizacdo ilegal em
agrotdxicos.
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Tabela 4. Concentracdo de pesticidas organoclorados em amostras de
sedimentos dos Rios Cubatao e do Brago, Joinville, SC.

REF S1 S2 S3

Pesticidas Organoclorados (ng.g'll

p.p-DDE 0,5 015 068 0722
p.p-DDT 122 <037 068 0,64
DDTs totais 207 0,15 225 1,02

REF indica o local de referéncia em que os animais foram mantidos (Fundagdo
Municipal de Extensdo Rural 25 de Julho, Joinville, SC) e, S1, S2 e S3, os
locais de exposi¢do dos animais nos rios Cubatdo e do Braco.

4.3.5 Esterdis

A presenca de esterol na dgua € um indicador de poluicao fecal
que ¢é fonte de descarga dos efluentes domésticos. Coprostanol é um
esterol fecal gerado através da acdo microbiana sobre o colesterol.
Segundo Gonzalez-Oreja e Saiz-Salinas (1998) niveis de coprostanol
acima de 0,5 pg.g”"' indicam altos niveis de contaminacio por esgoto
sanitdrio no ambiente. Com excecdo do local S1, todos os locais
amostrados apresentaram concentracdo de coprostanol acima ou muito
préximo desse limite de 0,5 pg.g” (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo de esteréis em amostras de sedimentos dos Rios
Cubatio e do Brago, Joinville, SC.

REF S1 S2  S3

Esteréis (ng.g™)

Coprostanol 046 0,15 9,12 1,38
Epicoprostanol 0,23 0,04 0,50 0,19
Coprostanona 045 0,19 6,57 1,84
Colestanona 0,09 0,16 0,25 0,57
Colestanol 1,62 0,79 2,10 1,68
Esterois totais 19,1 10,5 32,3 143
Relacoes

Coprostanol/(coprostanol+colestanol) 0,22 0,16 0,81 045

coprostanona/(coprostanona+colestanona) 0,83 0,55 0,96 0,76
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REF indica o local de referéncia em que os animais foram mantidos (Fundagdo
Municipal de Extensdo Rural 25 de Julho, Joinville, SC) e, S1, S2 e S3, os
locais de exposi¢do dos animais nos rios Cubatdo e do Brago.

A amostra do local S2 apresentou a maior razdo de coprostanol/
(coprostanol + colestanol) de 0,81, seguido do local S3, com valores de
0,45, sendo que razdes entre 0,70 a 1,0 indicam um local contaminado
por esgoto (GRIMALT et al., 1990).

4.4 Determinacao de compostos organicos no figado dos animais

As concentragdes de contaminantes organicos no figado dos
animais mantidos nos diferentes locais de estudo podem ser visualizadas
na Tabela 6. Os niveis de PCBs, organoclorados e esterdis
apresentaram-se abaixo do limite de detec¢do do método (dados néo
mostrados). Os niveis de HPAs totais apresentaram uma variacdo de
74,3 a 348 ng.g' (peso tmido). As maiores concentragdes foram
detectadas no figado dos animais mantidos no local S2 seguido de S1,
S3 e referéncia. Todas as amostras dos peixes apresentaram niveis
significativos de LABs no figado. Quando os dados sdo normalizados
por grama de lipidios, os maiores valores observados foram nas
amostras do local S2, mas quando os dados sdo normalizados por grama
de tecido, os maiores niveis foram observados nos peixes do local
referéncia, indicando a presenca de algum tipo de contaminag¢do por
detergentes nesta regido.

Tabela 6. Concentragdes de contaminantes organicos em amostras de
figado de Tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas por sete
dias nos Rios Cubatdo e do Brago, Joinville, SC.

REF S1 S2 S3
HPAs Totais ng.g”" de tecido 74,3 348 309 172
XHPAs Totais ug.gl lipidios 563 4581 7720 2257

LABs Totais ng.g~ de tecido 326 203 195 260
LLABs Totais pg.g” lilpidios 2.47 343 4.89 2.67
Alifaticos Totais pg.g’ 11.2 139 2.35 19.2
Alcanos Totais pg.g’ 5.35 5.24 2.35 3.95

REF indica o local de referéncia dos animais na Funda¢do Municipal de
Extensdo Rural 25 de Julho, Joinville, SC e S1, S2, S3 os locais de exposi¢do
dos animais nos Rios Cubatao e do Braco.
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As maiores concentragdes de hidrocarbonetos alifdticos totais
foram observadas no figado dos peixes mantidos no local S1. Os peixes
do local REF também apresentaram os maiores niveis de alcanos totais.

4.5 Metais

A concentracdo dos metais no musculo dos animais pode ser
visualizada na Tabela 7. A determinacdo de metais foi realizada pelo
Departamento de Quimica da FURG utilizando amostras coletadas apds
sete dias de exposicdo. Somente o manganés quantificado no musculo
dos peixes mantidos nos locais S1 e S3, e o zinco nos peixes dos locais
S1, S2 e S3 apresentaram diferencas estatisticas em relagdo ao controle.

Tabela 7. Concentracdo de metais (U g.g'l) no musculo de Oreochromis
niloticus, mantidas por sete dias nos rios do Braco e Cubatio, Joinville,
SC.

REF S1 S2 S3

Metais
Mn 1,40 +£047 9,02 £0,68*** 1,68+1,18 4,18 +2,50*
Cr 0,19 +£0,03 0,23 +£0,15 0,14 +£0,03 0,26 + 0,26

Cd < 1dm° <1dm <1dm <1dm

Ni 0,62 +£0,33 0,22 + 0,05 0,56 £0,33 0,51 +£0,44
Pb 0,10 £ 0,02 0,10+ 0,01 0,10+ 0,01 0,11 +£0,02
Cu 1,67+£0,55 2,58+0,60 2,02+£090 2,16 +0,56
As 0,08 + 0,05 0,10 £ 0,06 0,05 + 0,00 0,23 +0,19
Hg 0,04 £0,01 0,03 £0,02 0,03 £0,01 0,03 £0,01
Fe 29,681,755 29,22+3,36 25,77+£2,63 2545+3.28

Zn 16,52 £4,34 8,03 £ 1,40%* 9,75+ 3,00%* §,98 + 2,32%*
REF indica o local de referéncia dos animais (Fundagdo Municipal de Extensao
Rural 25 de Julho, Joinville, SC), e S1, S2, S3 os locais de exposi¢do dos
animais nos Rios Cubatdo e do Braco. ¢ < limite de deteccio do método. Os
dados representam a média + erro padrdio. ANOVA de uma via seguido por
teste post hoc de Duncan (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)
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4.6 Hibridizacio Subtrativa Supressiva (SSH)

Para identificar os genes diferencialmente transcritos nos animais
expostos a um local do rio Cubatio foi utilizada a técnica de SSH, onde
dois pools de amostras de mRNA foram extraidos do figado dos peixes
mantidos por 48 h, respectivamente, nos locais referéncia e S2. Foi
obtida uma biblioteca subtrativa com 369 clones entre 0s genes
induzidos e reprimidos sendo que 102 sequéncias apresentaram-se de
qualidade e similaridade com os genes ja descritos no banco de genes
(GenBank). Dentre estes, 66 foram induzidos (Tabela 8) e 36
reprimidos (Tabela 9).

As Figuras 5 e 6 apresentam as sequéncias anotadas que foram
classificadas segundo suas respectivas funcdes bioldgicas, como sistema
imune, cadeia respiratdria, proteinas ribossomais, regulacdo de dcidos
nucleicos, metabolismo de lipidios, ciclo celular, proteinas de
sinalizagcdo, estrutura celular, mitocondrial, reparacio de DNA,
reciclagem de aminodcidos, inibidor de protease, metabolismo de
metais, metabolismo de aminoacidos e nucleotideos, ativador de fase II,
fototransdugdo, transporte celular, osmoregulagéo, regulacdo hormonal.

As descrigdes dos genes homdlogos se encontram em mais
detalhes nas Tabelas 8 e 9, apresentando o niimero de acesso no
GenBank, e-value e tamanho do fragmento.
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H Sistema imune

M Cadeia respiratoria

M Ribossomal

H Regulagdo de 4cidos nucleicos

2% H Metabolismo de lipidios

2%

M Metabolismo de aminodcidos e
nucleotideos

4%
4%

M Ciclo celular

H Proteinas de sinal

M Estrutura celular

H Mitocondrial

M Reparagdo de DNA

M Estresse oxidativo

M Inibidor de protease

i Metabolismo de metais

4 Metabolismo de lipoproteinas
M Ativador de Fase Il de

biotransformacdo

i Fototransdugdo

Figura 5. Porcentagem do nimero total dos fragmentos obtidos na biblioteca de
SSH dos genes induzidos de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas
em dreas contaminadas da Bacia do Rio Cubatdo e classificados por fungdo
bioldgica.



45

M Sistema imune

H Cadeia respiratoria

M Regulagdo de acidos nucleicos

3% 3%

H Metabolismo de lipidios

M Transporte celular

M Osmoregulagdo

M Ribossomal

M Reparagdo de DNA

M Proteinas de sinal

M Regulagdo hormonal

M Ciclo celular

M Estrutura celular

i Fase | de biotransformagdo
i Reciclagem de aminoacidos

4 Metabolismo do acido retindico

Figura 6. Porcentagem do nimero total dos fragmentos obtidos na biblioteca
de SSH dos genes reprimidos de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
expostas em dreas contaminadas da Bacia do Rio Cubatio e classificados por
funcdo bioldgica.
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Tabela 8. Lista de genes identificados como induzidos na técnica de Hibridiza¢do Subtrativa Supressiva (SSH).

Gene Espécie Homologa Acesso GenBank e-value pb Referéncia
1.Sistema imune
Alfa-2-macroglobulina-like Oreochromis niloticus XP_003457659.1 6,22E-45 610 QU et al., 2011
Antitrombina I1I-like Oreochromis niloticus XP_003448825.1 2,90E-120 617 BO et al., 2012
Apolipoproteina Lates calcarifer ABA33614.1 3,02E-35 666 QU et al., 2011
Apolipoproteina 14 kda Oreochromis niloticus XP_003450542.1 2,44E-76 632 QUetal., 2011
Apolipoproteina A-1 Morone saxatilis ACH90228.1 1,49E-47 432 QUetal., 2011
Apolipoproteina A-1 Morone saxatilis ACH90229.1 2,65E-24 650 QUetal., 2011
Apolipoproteina c-ii Oreochromis niloticus XP_003450543.1 1,93E-08 502 QUetal., 2011
Componente complemento c3 Oreochromis niloticus XP_003460368.1 6,16E-59 606 QU et al., 2011
Componente complemento c3 Oreochromis niloticus XP_003450066.1 2,39E-83 494 QU et al., 2011
Componente complemento c7-like Oreochromis niloticus XP_003440256.1 6,25E-28 243 STRAUB et al., 2004
Componente complemento c9 Oreochromis niloticus XP_003449697.1 8,03E-73 454 XUetal., 2010
Proteina deletada em tumor OLSVIK et al., 2011
cerebral maligno 1-like Oreochromis niloticus XM_003440719.1 8,65E-67 432
Precursor da proteina ligante a MORGA et al., 2010
Galectina-3 Tetraodon nigroviridis CAG00217.1 2,07E-08 204
Proteina ligante a Hialuronano-2 Dicentrarchus labrax CBNS81454.1 5,01E-02 671 PEREIRO et al., 2012
Cadeia pesada H3 do inibidor de STRAUB et al., 2004
inter-alfa-tripsina -like Oreochromis niloticus XP_003454640.1 5,64E-24 678
BOUTETA, LONG KY,
Isoforma CRA_b de Tetraspanina 3 Oreochromis niloticus XP_003440465.1 1,12E-20 638 BONHOMME, 2006
BOUTETA, LONG KY,
Proteina gelo-estruturante tipo 2 Oreochromis niloticus XP_003455907.1 2,66E-57 580 BONHOMME, 2006
2.Cadeia respiratéria
Subunidade 6 FO ATP sintase Oreochromis niloticus ADD84697.1 7,30E-23 233 MARCHAND et al., 2006
Citocromo b Branchiostoma floridae XP_002600951.1 3,64E-21 732 BOUTETA, LONG KY,
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Citocromo c oxidase subunidade 11
Citochromo c oxidase subunidade
11

Citocromo c oxidase subunidade
7B, mitocondrial-like

Citocromo oxidase subunidade
parcial

NADH desidrogenase subunidade 4

3.Ribossomal

16S ribossomal RNA

40S ribossomal proteina S13

40S ribossomal proteina S9-like
Isolado iolsaicl2ct4cnd ribossomal
proteina L22

Provdvel proteina de biogénese
ribossomal RLP24-like

Proteina ribossomal s9

4. Metabolismo de lipidios
Acil-coenzyma A tioesterase 3-like
Acido Graxo sintase variante 1
Stearoil-coa dessaturase

5.Metabolismo de lipoproteinas
Lipase Hepdtica

Oreochromis sp.
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Ptychochromis sp. 'Sofia’

Oreochromis niloticus

Crassostrea rhizophorae
Esox lucius
Oreochromis niloticus

Argopecten irradians
Oreochromis niloticus

Oncorhynchus masou
rhodurus

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis mossambicus

Oreochromis niloticus

YP_003587624.1
YP_003355028.1
BT079257.1
AAW66173.1
ADB43199.1

GU574706.1
ACO13747.1
XP_003450729.1
AF526199.1
XM_003443857.1
ADK11698.1
XP_003458502.1

XM_003454055.1
AAN77732.1

XP_003442316.1

2,16E-50
4,20E-74
8,76E-08
4,44E-41
7.22E-102

4,77E-108
1,40E-30
3,34E-71

1,21E-63

2,88E-18

3,13E-40
1,79E-89

6,27E-114
2,00E-67

4,41E-109

655
416
572
260
662

646
564
384
645
632
234
480

612
351

500

BONHOMME, 2006
BO et al., 2012
BO et al., 2012
BO et al., 2012
TANGUY et al., 2005
BOetal., 2012
QUetal., 2011
OFFEN, MEYER, BEGEMANN, 2009
OFFEN, MEYER, BEGEMANN, 2009
COLLIN et al., 2010
MARCHAND et al., 2006

OFFEN, MEYER, BEGEMANN, 2009

MORAIS et al., 2012
CRUZ-GARCIA et al., 2011
CRUZ-GARCIA et al., 2011

LIANG, TALL, 2001




6. Ciclo celular

Ciclina G1 sensivel a
aminopeptidase puromicina
Ciclina-G1-like

7. Proteina de sinal
Fetuina B
Fetuina B

8.Mitocondrial
Mitocondria, genoma completo

9.Reparacao de DNA
Endonuclease I1l-like mRNA
sequéncia parcial

10.Regulacio de Acidos nucleicos
Fator de transcrigdo bdsico 3
Fator de alongamento gamal
Ribonucleoproteina a b nuclear
heterogénea

Subunidade regulatoria 3C-B da
proteina fosfatase 1

11.Estrutura celular

Cadeia alfa de Fibrinogénio

12. Armazenamento de oxigénio
muscular

Mioglobina

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Carassius gibelio
Carassius gibelio

Crassostrea virginica

Oreochromis mossambicus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Danio rerio

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

XP_003454172.1
XM_003455167.1

ABA33614.1
ABA33614.1

AY905542.2

AY522626.1
XP_003451133.1
XP_003444636.1
XP_003453476.1

XP_003455717.1

XP_003455593.1

BAH19314.1

1,09E-05
2,97E-66

3,02E-35
9,40E-13

9,80E-19

9,68E-70
2,90E-90
1,03E-49
2,82E-64

8,25E-78

3,38E-87

4,39E-94

604
648

478
622

370

603

500

270

323

508

517

657
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CHEN et al., 2011

LANAHAN et al., 2006

MARCHAND et al., 2006
MARCHAND et al., 2006

QUetal., 2011

COLLINS, AI-GUO, DUTHIE, 1995

FENG et al., 2009
COLLIN et al., 2010
YAOWU, SMITH, 2009

OFFEN, MEYER, BEGEMANN, 2009

QUetal., 2011

BO et al., 2012
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13. Inibidor de protease
Heparina cofator 2-like

14.Metabolismo de metais
Transferrina
Ceruloplasmina

15.Metabolismo de Aminoacidos
e nucleotideos

Subunidade EI-beta da
alfacetodcido de cadeia ramificada
desidrogenase de

Urato oxidase

16.Ativador de Fase 11
Proteina 1-like associada a ECH
Kelch-like

17. Fototransducio
RH2B opsina, RH2A alfa opsina, e

RHZ2A beta opsina

18. Reproducio
Coriogenina L

19.Funcéo desconhecida
Proteina hipotética
LOCI100707181

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Homo sapiens
Salmo salar

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Kryptolebias marmoratus

Oreochromis niloticus

XP_003451073.1

ABB70391.1
XP_003458996.1

AAB09779.1
AAZ92542.1

XM_003442916.1

JF262086.1

ACL00860.1

XP_003445302.1

4,45E-115

4,19E-12
6,47E-101

1,08E-20
7,76E-19

4,02E-72

1,09E-10

4,28E-90

6,95E-13

654

646
596

634
193

386

382

655

338

AUSLANDER et al., 2008

QUet al., 2011
QU etal., 2011

ABEBE, SKADSEN, KAEPPLER,
2004
CALDUCH-GINER et al., 2010

KOTURBASH, BELAND,
POGRIBNY, 2012

LENZNER et al., 2002

PINTO et al., 2006, a




Proteina hipotética LOC100705516
Proteina hipotética LOC100710425
Proteina hipotética LOC100694740
Proteina hipotética LOC100707181
Proteina hipotética LOC100706742
Proteina hipotética LOC100707181
Proteina hipotéticaLOC100690055

Proteina hipotética

Loc494811 proteina

Sequéncias sDNA Poplar

Proteina transmembrana 82

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Epinephelus bruneus
Oreochromis niloticus

Ictalurus punctatus

XP_003451261.1
XM_003452158.1
XP_003439310.1
XP_003445302.1
XP_003445631.1
XP_003445302.1
XP_003453510.1
AEB31301.1
XP_003445302.1
CT028787.1
NP_001188056.1

2,96E-20
4,30E-139
8,61E-08
3,06E-32
1,26E-48
1,76E-12
1,34E-14
9,22E-46
5,19E-110
3,41E-07
7,25E-61

626
659
648
315
506
499
233
506
497
634
497
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Tabela 9. Lista de genes identificados como reprimidos na técnica de Hibridizagdo Subtrativa Supressiva (SSH).

Gene Espécie Acesso e-value pb Referéncia
GenBank
1. Sistema imune
Apolipoproteina 14 kda Oreochromis niloticus ~ XP_003450542.1  7,03E-77 532 QU et al., 2011
Fator de coagulacdo v Oreochromis niloticus ~ XP_003449639.1  4,07E-81 475 BOeral., 2012
Componente complemento clr-like Oreochromis niloticus ~ XP_003450690.1  7,34E-93 541 PEREIRO et al., 2012
Componente complemento c3 Oreochromis niloticus ~ XP_003460434.1 5,67E-80 391 QU eral., 2011
Fator complemento h-like Oreochromis niloticus ~ XP_003453586.1  7,59E-87 411 BO et al., 2012
Fator complemento properdina Oreochromis niloticus ~ XP_003442472.1  2,67E-88 422 BOeral., 2012
Precursor de Fibronectina Oreochromis niloticus ~ XP_003443385.1 3,18E-39 531 CHANG et al., 2005
Componente complemento 3 de nova Tetraodon nigroviridis CAF95354.1 3,52E-43 331 STRAUB et al., 2004
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proteina de vertebrados

Precursor de perforina-1
Proteina de 65kDa relacionada a
aclimatagdo a temperatura quente

2. Cadeia respiratéria

ATP sintase 6

ATP sintase 6

Citocromo c oxidase subunidade i
3. Ribossomal
60s proteina ribossomal 15

4. Regulaciio de Acidos Nucleicos

Proteina tobl
Proteina de dedos de Zinco 729-like
Proteina de dedos de Zinco 235-like

5. Reparacao de DNA

Dominio 1 da endonuclease da nova
proteina de vertebrados

Oreochromis niloticus

Dicentrarchus labrax

Oreochromis sp.

Lamprologus signatus

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Danio rerio
Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Danio rerio

XP_003457818.1

DAA12503.1

ADT63732.1

ACNG67250.1
YP_003406692.1

XP_003444299.1

NP_938177.1
XP_003459288.1
XP_003448728.1

CANRg7950.1

1,69E-41

2,12E-16

4,19E-27

4,83E-30
2,48E-42

5,70E-48

1,87E-16
4,83E-04
5,27E-06

6,13E-12

408

529

471

264
390

478

322
517
527

536

AUSLANDER et al., 2008
BOetal., 2012

BOUTETA, LONG KY,
BONHOMME, 2006
BOUTETA, LONG KY,
BONHOMME, 2006
BOetal., 2012

OFFEN, MEYER,
BEGEMANN, 2009

DIOS et al., 2007
BOetal., 2012
BOetal., 2012

COLLINS, AI-GUO,
DUTHIE, 1995
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6. Metabolismo de lipidios

Citocromo p450 2j6-like

Citocromo P450 2j2-like
Precursor dcido graxo acil CoA hidrolase
de cadeia média-like

7. Transporte celular

ADP ATP translocase 2
Famdilia de transportadores de solutos 25
membro 21

Acil-coa sintetase de cadeia muito longa
8. Osmoregulacdo
Precursor de Angiotensinogénio

Enzima conversora de andotelina 1-like

9. Fase I de biotransformacio

Aldeido desidrogenase familia 9 membro
al-a

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Rachycentron
canadum

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

danio rerio

XP_003447087.1
XP_003439934.1

XP_003439585.1

XP_003446896.1
XP_003443081.1

ACV32407.1

XP_003438333.1

XP_003447732.1

CAQI13317.1

3,10E-95
2,80E-90

4,20E-53

1,21E-17

5,60E-14

1,34E-62

1,02E-81

4,75E-95

1,37E-43

467
531

284

215

465

450

527

532

445

SMITH et al., 2008
SMITH et al., 2008
MORAIS et al. 2012

BOetal., 2012
HAITINA et al., 2006

HAITINA et al., 2006

BOUTETA, LONG KY,
BONHOMME, 2006
BOUTETA, LONG KY,
BONHOMME, 2006

LIN et al., 1996
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10. Reciclagem de aminoacidos
Enzima conjugadora de Ubiquitina e2 el-
like

11. Metabolismo do acido retindico

Retinol desidrogenase 3

12. Proteina de sinal

Proteina associada a senescéncia

13. Regulaciio hormonal

Proteina ligante 1 ao fator de crescimento
Insulina-like

14. Ciclo celular

Ciclina g1

15. Coagulacéo sanguinea

Precursor da cadeia beta de Fibrinogénio

16. Funcao desconhecida

Proteina hipotética LOC100707306

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Daphnia pulex

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

XP_003443199.1

XP_0034473717.1

EFX62167.1

XP_003438169.1

XP_003455215.1

XP_003455581.1

XP_003453180.1

4,30E-36

2,33E-65

4,16E-54

8,22E-77

3,36E-16

1,29E-93

9,42E-01

358

335

401

445

453

526

496

BROWN et al., 2008

LIDEN, ERIKSSON, 2006

STRAUB et al., 2004

BOetal., 2012

LANAHAN et al., 2006

QUet al., 2011
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Provdvel proteina de iniciagcdo de
replicagdo de plasmidio

Proteina Upf0762 homdloga a c6orf58

Plasmodium chabaudi
chabaudi

Oreochromis niloticus

XP_731877.1
XP_003440678.1

2,92E-39
1,04E-110

535
517
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4.7 Analise dos niveis de transcricio dos genes de interesse

Inicialmente as técnicas de quantifica¢do da transcri¢do dos genes
foram padronizados juntamente com a curva padrdo construida a partir
de diluicdes seriadas de pools de cDNAs. As curvas padrio
apresentaram valores de eficiéncia préximos a 100 % (Tabela 10) e
amplificagdo de um Unico produto para cada gene testado.

Como gene normalizador, foi utilizado o gene codificante da
proteina ribossomal 18s que apresentou uma maior homogeneidade, ou
seja, ndo apresentou diferencas significativas (p < 0.05) entre os grupos
e os tempos de exposi¢do, viabilizando seu uso como gene constitutivo
de referéncia (dados ndao mostrados).

Tabela 10. Eficiéncia de cada reacdo de PCR quantitativo em tempo
real de cada gene em amostras de figado de Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) expostas por dois e sete dias em dreas
contaminadas da Bacia do Rio Cubatdo do Norte

Gene Sigla Eficiéncia da reacao
(%)

2 dias de 7 dias de
exposicao  exposicio

Apolipoproteina Al APPR 101 101
Tetraspanina 3 TTN 100 100
Alfa-cetodcido  desidrogenase ~ de  AKD 103 103
cadeia ramificada E1

Ciclina-G1 CGl1 98 98

Ceruloplasmina CRP 100 100
Componente complemento c3 ces3 105 99

Alfa-2-macroglobulina A2M 97 97

Coriogenina L CNN 100 97

Acido Graxo sintase FAS 105 105
Retinol desidrogenase 3 RDY o8 98

Citocromo p450 2j6 P450 97 96
Fator complemento properdina PPN 99 08

Aclimatagdo a temperature alta WTA 102 101

Fibrinogénio beta FBG 100 99

Proteina Ribossomal 18s S18 96 96
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Nas Figuras 7 e 8 estdo representadas as transcri¢des relativas de
cada um dos genes de Tildpia que foram mantidas em local contaminado
em relacdo aos animais do local referéncia em cada tempo de exposi¢cido
(dois e sete dias). Ap6s dois dias de exposi¢do dos peixes foi observada
uma diminui¢do na transcri¢do dos genes hepaticos APPR, TTN, AKD,
CGl, CRP, A2M e CNN mantidos em todos os locais experimentais. A
transcricdo do gene CC3 também apresentou valores menores nos
animais mantidos no local S3. Estes resultados demonstram a presenga
de falsos positivos pela técnica de SSH, uma vez que todos estes genes
listados acima pertencem a lista dos genes identificados como ativados
nos peixes expostos por 48 h no local S2 em relagdo ao grupo referéncia.
Dentre estes genes, apenas A2M e FAS apresentaram uma diminui¢io de
transcricdo em peixes mantidos nos locais experimentais apds sete dias
de exposicao.

APPR TTN

Expression ratio
(fold reference site)
Expression ratio
(fold reference site)

AKD CG1

%
v
0
%%

Expression ratio
(fold reference site)
Expression ratio
(fold reference site)

*
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CRP CC3

Expression ratio
(fold reference site)
Expression ratio
(fold reference site)

Expression ratio
(fold reference site)
Expression ratio
(fold reference site)

FAS

Expression ratio
(fold reference site)

*
& P

2 & & 4

Figura 7. Niveis de transcri¢do génica relativa por PCR quantitativo em tempo
real dos genes induzidos pela técnica de SSH. O asterisco (*) indica diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle que é representado pelo
eixo Y. Os dados estao mostrados na forma de média e intervalo de erro,
calculados pelo programa REST2009. APPR - Apolipoproteina Al, TIN -
Tetraspanina 3; AKD - Alfa-cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada El;
CGI- Ciclina-Gl; CRP- Ceruloplasmina; CC3- Componente complemento;
A2M - Alfa-2-macroglobulina; CNN - Coriogenina L; FAS - Acido Graxo
sintase.
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RDY PPN

Expression ratio
(fold reference site)
Expression ratio
(fold reference site)

FBG

Expression ratio
(fold reference site)
Expression ratio
(fold reference site)

P450

Expression ratio
(fold reference site)

Figura 8. Niveis de transcri¢do génica relativa por PCR quantitativo em tempo
real dos genes reprimidos pela técnica de SSH. O asterisco (*) indica diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle que € representado pelo
eixo Y. Os dados estao mostrados na forma de média e intervalo de erro,
calculados pelo programa REST2009. RDY- Retinol desidrogenase 3; PPN —
Fator complemento properdina; P450 - Citocromo p450 2j6; WTA -
Aclimatagdo a temperatura alta; FBG - Fibrinogénio beta.
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Todos os genes testados (RDY, PPN, WTA, FBG, P450) que
foram identificados como reprimidos pela técnica de SSH nos peixes
expostos no local S2 por 48 h apresentaram uma diminui¢do da
transcricdo nos animais dos diferentes locais de exposi¢édo, confirmando
os resultados esperados. Entretanto, apds sete dias de exposi¢ao, apenas
os genes WTA e P450 apresentaram niveis menores de transcricdo nos
peixes mantidos nos locais S2 e S3 de exposicao.
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5. DISCUSSAO

5.1 Parametros quimicos e fisicos da agua

Nos ecossistemas aquaticos, o pH, a temperatura e os niveis de
oxigénio dissolvido (OD) exercem um papel primordial no equilibrio da
manutencdo na vida aqudtica. No entanto, esses parametros abidticos
ndo apresentaram diferencas significativas nas amostras de &4gua
coletadas nos diferentes locais experimentais e no local Referéncia.

Considerando que a resolucio CONAMA 410/2009 recomenda
um valor minimo de 6 mg/LL de OD para dguas de classe 1 e II,
observaram-se os locais, ao longo dos dias de coleta, estes apresentaram
valores recomendados, exceto no local S2 que apresentou uma média
levemente inferior.

A temperatura da dgua nos diferentes locais experimentais néo
apresentou diferencas significativas, com uma média de 21,2 °C, de
acordo com o esperado para a época do ano. A variagdo do pH afeta
diretamente os corpos d’dgua e seus ecossistemas. Também pode
ocorrer o aumento na solubilidade e concentracdo de algumas
substancias no meio, provocando maior biodispolibilidade e toxicidade
(BARROS DE MACEDO, 2007). A resolugdo CONAMA 410/2009
estabelece para dguas da classe I a II valores de pH entre 6,0 € 9,0 ideal
para classes de dguas destinadas a conserva¢do das comunidades
aquadticas. Desta forma o local S3 estd abaixo do permitido, indicando
uma situagdo de alerta para os seres vivos que habitam este ecossistema.

5.2 Parametros bioldgicos

Um ambiente aquético com qualidade da dgua é considerado o
fator principal no controle do estado de saide e doenga em peixes, tanto
cultivados, como silvestres. Alteracdes ambientais causadas por
poluentes exercem influéncia no desenvolvimento dos animais, e no
caso de peixes podem interferir na migracdo, incidéncia de doengas,
comportamento, processos fisioldgicos, ciclo de vida, efeitos genéticos,
predacdo, reproducgdo, entre outros (DATTA, 19987). O peso e o
comprimento dos animais mantidos em exposi¢do in sifu no rio Cubatio
por dois e sete dias ndo apresentaram alteragdo em relagdo aos animais



62

do local de referéncia (Tabela 3), o que era de certa forma esperado,
considerando que os animais eram oriundos da mesma populagio e o
tempo de exposi¢do ndo foi suficiente para causar alteracdes nestes
pardmetros biolégicos.

5.3 Niveis de contaminantes

5.3.1 Hidrocarbonetos alifdticos

A poluicdo por hidrocarbonetos é de grande preocupagdo porque
pode provocar a degradacdo dos ecossistemas causando problemas
ambientais e sociais. Como tendem a ser acumulados no sedimento,
estes compostos podem ser bioacumulados por organismos com hdbitos
bentdénicos (COMMENDATORE et al., 2012).

O indice de preferéncia de carbono (CPI) préximo a 1, mostra
predominancia petrogénica, e enquanto que valores > 5 e 7 apresentam
uma contribuicdo biogénica predominante (BOULOUBASSI et al,
1997). Os niveis de hidrocarbonetos alifaticos variaram de uma
concentracdo entre 4 e 10,9 (4,0-S2; 7,5-REF; 8,8-S1; 10,9-S3),
sugerindo uma leve contaminag@o petrogé€nica no local S2. No geral, os
resultados do presente trabalho indicam que em todos os locais hd uma
combinacio de fontes de matéria organica no sedimento. O local S2 estd
localizado préximo ao cartédromo de Joinville, que pode estar associado
aos niveis mais préximos de contaminag¢@o por derivados de petréleo.

Por outro lado, as maiores concentragdes de hidrocarbonetos
alifaticos totais nas amostras de Oreochromis niloticus foram
observadas nos animais da esta¢do S1 (139 pg.g'l) e os menores valores
foram observados nos animais da estacio S2 (2,35 upgg'). A
distribui¢do dos n-alcanos (ANEXO 4) mostra que todas as amostras
apresentaram somente compostos naturais tanto  provenientes
principalmente de ceras cuticulares de plantas superiores (n-alcanos
fmpares com cadeia maior que n-Cy;).
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5.3.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs)

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo compostos derivados
de agdes antrdpicas, por exemplo, processos de combustdo incompleta
de materiais organicos, combustiveis; e de fontes naturais, como
incéndios florestais ou atividade vulcanica (GHISELLI & JARDIM,
2007). Estes compostos na natureza sdo responsiveis por uma ampla
variedade de respostas bioldgicas nos organismos em fun¢do da sua
concentragdo, persisténcia e toxicidade (DEVIER et al., 2012).

As amostras de sedimentos de Joinville apresentaram valores de
11,6 ng.g" (REF), 38,6 ng.g"' (S1), 1179 ng.g"' (S2) e 857 ng.g" (S3)
sendo que os maiores niveis foram observados no local S2, seguido do
local S3 (ANEXO 3). Notar et al. (2001) sugerem que um sedimento ¢
considerado contaminado quando a soma de HPAs atinge valores
superiores a 500 ng.g'l. Segundo estes valores, os locais S2 e S1 estdo
com niveis superiores, sendo, portanto considerados como contaminados
por HPAs. Levando em conta que o sedimento representa um integrador
dos niveis de contaminantes ao longo do tempo, a identificacdo desses
compostos de origem antropogénica mostra o potencial impacto ao meio
e, consequentemente, um alerta a sociedade.

Semelhante aos hidrocarbonetos alifaticos, as maiores
concentracdes de HPAs totais nas amostras de figado da tildpia foram
quantificadas no grupo mantido no local S1 (348 ng.g™), seguida das
amostras de S2 (309 ng.g™"), S3 (172 ng.g™) e referéncia (74,3 ng.g™).

5.3.3 Alquilbenzeno lineares (LAB)

Alquilbenzenos lineares (LAB) sdo parceiros silenciosos no
cotidiano do homem, encontrados como aditivos alimentares, produtos
farmaceéuticos, cosméticos, produtos de limpeza e industria do petréleo.
O uso indiscriminado desses detergentes sintéticos cria lentamente
efeitos acumulativos prejudiciais tanto para os ecossistemas, como para
0 homem (ASOK & JISHA, 2012). Os maiores niveis de LABs foram
detectados no sedimento do local S2, o que indica a possivel
contamina¢do por residuos de esgoto doméstico neste local. Martins et
al. (2010) encontraram valores semelhantes aos das amostras de
sedimento de Joinville, mas ja foram encontrados valores de até 60000
ng.g”' de LABs no sedimentos em diferentes estudos ao redor do mundo
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(LUO et al., 2008). As concentragdes deste estudo foram mais baixas
comparadas as encontradas por Isobe ef al. (2004), nas quais os maiores
valores foram entre 4000 a 13000 ng.g'1 LABsS totais no sul e sudeste da
Asia, enquanto os rios que desdguam na Indonésia mostraram valores
entre 3 a 42000 ng.g"' LABs totais.

A concentragio de LABs Totais em lipidios nas amostras de
figado da tilpia Oreochromis niloticus variou de 2,47 a 4,89 pg.g’. A
concentra¢iio mais alta encontrada no figado foi na amostra do local S2
(4,89 pg.g™), seguida das amostras de S1 (3,43 pg.g"), S3 (2,67 pg.g™)
e referéncia (2,47 pg.g”). O principal local de depésito de LABs é o
tecido adiposo, no entanto no presente estudo foi analisado o figado por
ser o principal 6rgdo responsdvel pela biotransformacdo de xenobidticos
(MARTINS, 2007).

5.3.4 Pesticidas Organoclorados (HCB)

Atualmente muitos pesticidas organoclorados sdo proibidos em
vdrios paises, inclusive no Brasil esta proibi¢do existe desde 1985
(MIRANDA et al., 2008). Apesar disso, ainda sdo encontrados no
ambiente, liberados como um subproduto de vdrios processos
industriais. O uso destes poluentes organicos persistentes resultam na
contamina¢do de ambientes aqudticos e da acumulacdo destes tdxicos
em organismos através de diferentes mecanismos: bioconcentragdo pela
captacdo direta de dgua através de branquias e da pele, a ingestdo de
particulas, ou através da biomagnificacdo pelo consumo de alimentos
contaminados (MIRANDA et al., 2008). A concentragcdo de DDTs totais
encontrada nas amostras de sedimento de Joinville variou de 0,15 a 2,25
ng/g. A concentragcdo mais alta foi encontrada na amostra da estacdo S2
(2,25 ng.g™") seguida pela amostra do grupo REF (2,07 ng.g"). Segundo
a Portaria n® 024/79 que enquadra os cursos d 4dgua no Estado (BRASIL,
1979) classifica o rio Cubatdo como classe 1, sugerindo uma méaxima
concentracio de DDT de 50 ng.I". Portanto, quanto a este parimetro,
este rio atende as condigdes requeridas. Apesar de ser niveis baixos,
interessante constatar a presenca destes contaminantes ainda no
ambiente, mesmo depois de vdrios anos de sua proibi¢do, o que
evidencia sua persisténcia no meio.
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5.3.5 Esterdis

A deteccdo da poluicdo de dguas residuais no ambiente é de
considerdvel importancia para a estética, saide humana e ambiental.
Indicadores microbioldgicos, como coliformes fecais, sdo rotineiramente
empregados na avaliacdo da qualidade da dgua, mas sua auséncia ndo
garante inexisténcia de organismos prejudiciais ao ambiente
(BARTLETT, 1987; MCCALLEY et al., 1981). Coprostanol é o
principal esterol fecal do ser humano, compreendendo 40 a 60% do total
de esterdis excretados, o qual torna-se um indicador para confirmar
contaminagdo por esgoto (BACHTIAR, RADJASA, SABDONO, 2004).
A avaliac@o da contribuicdo de esgotos para os sedimentos foi realizada
utilizando a concentracdo de coprostanol. Valores maiores que 0,10
png.g” indicam que o ambiente estd contaminado por esgotos e acima de
0,5 ug.g'1 a contaminagdo é considerada alta. As concentracdes de
coprostanol no sedimento variaram de 0,15 a 9,12 ug.g”' peso seco. A
maior foi encontrada na amostra do ponto S2, seguido do S3, REF e S1
(Figura 6). Associando os dados de LABs totais com os de coprostanol,
percebe-se que o local S2 recebe um aporte significativo de esgoto
doméstico. Apesar das concentracdes serem relativamente baixas nos
demais locais, é possivel sugerir que exista um pequeno aporte de esgoto
nestes ambientes.

5.3.6 Andlise de metais

As concentra¢des de metais detectadas nos musculos dos peixes
mantidos nos diferentes locais de estudo foram consideradas baixas para
cddmio, niquel, chumbo, arsénio, merctrio e zinco, estando de acordo
com a legislagdo brasileira Portaria n.685 (BRASIL, 1998). Ja o cromo
apresentou valores consideravelmente proximos ou superiores (0,14 a
0,26 mg.Kg') aos limites maximos permitidos pela legislagio que
estabelece os niveis para o consumo de alimentos (0,1 mgkg") (
BRASIL, 1965).

O manganés e o ferro nido possuem valores estabelecidos para
consumo no Brasil, mas a World Health Organization (WHO) (1993)
propde 0,8 mg.Kg' de ferro didrio. A maior concentracio de ferro foi
29,68 mg.Kg "' detectada no miisculo dos peixes mantidos no local REF
e a menor (25,45 mg.Kg™') foi quantificada nos animais da estacio S3.
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Possivelmente esta alta concentragdo de ferro nos peixes do local
referéncia esteja relacionada ao enriquecimento nutricional dos animais
na estagdo de piscicultura.

5.4 Respostas moleculares

A bacia do rio Cubatdo do Norte, local do estudo, sofre influéncia
de diferentes contaminantes, oriundos do esgoto doméstico, industrial e
residuos das atividades agricolas e agropecudria (OLIVEIRA et al.,
2009). Nesses efluentes existem misturas complexas de contaminantes
que provocam uma resposta a nivel transcricional do animal frente a
essas fontes poluidoras. A exposi¢do destes poluentes causou a indugdo
de diferentes classes de genes na Tildpia do Nilo.

A utilizacdo da técnica do SSH associada a técnicas de clonagem
e sequenciamento possibilitou a identificacdo de genes diferencialmente
transcritos nas tildpias expostas in situ em dois locais desta bacia
hidrografica (Tabelas 8 e 9). Os animais mantidos por 48 h no local S2
apresentaram genes induzidos com fungdes bioldgicas associadas ao
sistema imunoldgico, cadeia respiratdria, proteinas ribossomais,
metabolismo de lipidios, metabolismo de lipoproteinas, ciclo celular,
sinalizagdo, mitocondriais, reparo de DNA, regulacdo de 4cidos
nucleicos, estrutura celular, inibidor de protease, metabolismo de metais,
armazenamento de oxigénio muscular, metabolismo de aminodcidos e
nucleotideos, ativador de Fase II, fototransducio, reprodugio e alguns
ndo identificados (Tabela 8).

Os genes identificados como reprimidos nestes peixes
apresentaram as seguintes funcdes bioldgicas: sistema imunoldgico,
cadeia respiratéria, proteinas ribossomais, regulacdo de 4cidos
nucleicos, reparo de DNA, metabolismo de lipidios, transporte celular,
osmoregulacdo, fase I de biotransformacio, reciclagem de aminoécidos,
metabolismo do dcido retindico, proteina de sinalizagdo, regulacéo
hormonal, ciclo celular, coagulacio sanguinea e alguns com func¢do
desconhecida (Tabela 9).

Pela sua importancia bioldgica foram escolhidos alguns genes
pertencentes a lista dos genes induzidos e reprimidos para a realizagdo
dos experimentos de validacdo por PCR quantitativo em tempo real.
Entre os genes testados como induzidos estavam apolipoproteina Al
(APPR), tetraspanina 3 (TTN), alfa-cetodcido desidrogenase de cadeia
ramificada EI (AKD), ciclina-G1 (CGl), ceruloplasmina (CRP),
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componente complemento C3 (CC3), alfa-2-macroglobulina (A2M),
coriogenina L (CNN) e dcido graxo sintase (FAS).

Os resultados do PCR quantitativo em tempo real dos genes
escolhidos para validagdo que foram identificados como induzidos
mostraram que todos os genes eram falsos positivos pela técnica de SSH
(Figura 7). Foi observada uma diminuicio na taxa de transcri¢do dos
genes APPR, TTN, AKD, CG1, CRP, A2M e CNN no figado dos animais
expostos por 48 h em todos os locais de exposi¢do, quando comparados
com os animais referéncia. O gene CC3 apresentou uma diminui¢@o nos
animais expostos ao local S3, enquanto que o gene FAS ndo apresentou
alteragdes em sua transcricao nos animais dos diferentes locais. Apds 7
dias de exposi¢do este gene também apresentou uma diminui¢do na
transcricdo nos locais S1 e S3.

Importante mencionar que os genes CC3, APPR e CGI foram
identificados nas duas listas de genes, induzidos e reprimidos, mas
através dos experimentos de validacdo, concluimos que os mesmos
estavam de fato reprimidos nos animais mantidos nos locais de
exposicao.

Por outro lado, todos os genes escolhidos na lista daqueles que
estavam identificados como reprimidos foram validados como
reprimidos nos animais expostos por 48 h nos diferentes locais de
estudo, a saber: retinol desidrogenase 3 (RDN), fator complemento
properdina (PPN), citocromo p450 2j6 (P450), aclimatacdo a
temperatura quente (WTA), fibrinogénio beta (FBG). Ap6s 7 dias de
exposi¢do o gene P450 ainda estava com transcri¢do diminuida nos
peixes dos locais S2 e S3.

Apesar da técnica de SSH ter se mostrado com problemas de
identificac¢do de falsos positivos na lista dos genes ativados, serviu para
um maior conhecimento de sequéncias génicas de tilapias. Outros
estudos também identificaram falsos positivos como Mattos (2010),
Pinto et al. (2006, b) e Reyes, Salazar e Granja (2007). Pinto et al.
(2006, b) em seu estudo na identificacdio de genes responsivos ao
estrogénio em Sparus auratus usando a técnica de SSH, identificaram
falsos positivos neste procedimento.

De uma maneira geral todos os genes escolhidos para validagdo
apresentaram uma diminui¢do em sua transcricdo nos animais mantidos
nos locais experimentais. Este resultado poderia estar associado ao
transporte e acondicionamento dos peixes nos rios em condigdes de
estresse ou pela prépria contaminagdo dos locais, conforme mostrado
pelos resultados de andlises quimicas. Importante mencionar que os
peixes que permaneceram no local REF também foram acondicionados
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em gaiolas, o que eliminaria o estresse de acondicionamento com fator
de desencadeamento destas respostas, uma vez que todos 0s grupos
estariam nas mesmas condi¢des.

Nesse trabalho foi observado um ndmero significativo de genes
que codificam proteinas do sistema imune inato com alteracdo em sua
transcricdo. Estes genes podem ser alterados por diferentes estressores
ambientais. Segundo Calduch-Giner e colaboradores (2010) o estresse
modula as func¢des do sistema imunolégico dos peixes, embora o efeito
dependa da intensidade do estressor. O estresse a curto prazo, pode
aumentar ambos os componentes celulares e humorais das defesas inatas
de peixe. Miranda et al. (2008), avaliaram os impactos de pesticidas
clorados e PCBs em trairas (Hoplias malabaricus), onde foi
caracterizado um distiirbio no sistema imune desses animais causado
pela toxicidade desses poluentes. Assim como Schwacke et al. (2012)
observaram uma diminuicao dos indices da imunidade inata de Tursiops
truncatus que se encontram em uma regido contaminada por PCBs dos
Estados Unidos (SCHWACKE et al., 2012). Rougier et al., (1994) em
estudos com pequenas concentragdes de cobre, entre 0,3 e 0,5 m/L
durante sete dias, observaram uma imunossupressdo da atividade de
células NK (do inglés Natural Killer Cell) em Zebrafish (Danio Rerio)
(ROUGIER et al., 1994).

Virios estudos tem demontrado que diferentes poluentes causam
imunossupressdo em peixes, tais como pesticidas, herbicidas,
organoclorados, organofostorados, metais pesados, PCBs e conjuntos de
xenobidticos. Entretanto a integridade do sistema imunoldgico €
fundamental para uma defesa normal contra patégenos em peixe
(parasitas, bactérias, e virus) (DUNIER, 2009).

Funcdes interessantes t€m sido atribuidas as principais
apolipoproteinas, apoA-I e A-Il. Entre elas, as envolvidas nos
mecanismos de prote¢do, como a atividade antioxidante e a atividade
antimicrobiana de lipoproteina de alta densidade (HDL).
Apolipoproteina Al é o constituinte principal da HDL, que por sua vez
corresponde a proteina mais abundante no plasma de peixes teledsteos,
relevante para tecidos como a pele, atuando como uma barreira de
defesa primdria (CONCHA et al., 2003).

A familia de proteinas do sistema complemento € de grande
importincia para o sistema imune inato, atuando como uma barreira por
sua capacidade de matar agentes patogénicos pela criacdo de poros em
membranas de superficie. Os peixes exibem uma grande diversidade de
componentes complemento, em especial o C3, que pode ter, pelo menos,
cinco isoformas em uma dunica espécie. Acredita-se que muitos
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componentes possam ser um produto de gene duplicado, derivados de
um ancestral comum, provavelmente, o inibidor de proteinase do plasma
alfa-2macroglobulina (CLAIRE, HOLLAND, LAMBRIS, 2002;
LANGE et al, 2005). Alfa-2macroglobulina atua mantendo a
homeostase dos fluidos corporais, que tem uma elevada especificidade
para o encapsulamento da inibicdo fisica das proteases (URIBE et al.,
2011).

Properdina € uma proteina envolvida na ativacio da via
complemento, ao ligar-se no complemento C3, considerado uma
proteina importante na intervengdo desta via. Mas Gauvreau et al
(2012), demonstraram que properdina, além de ter seu efeito sobre o
sistema imunoldgico, desempenha um papel potencial no metabolismo
energético e em especial sobre o metabolismo dos lipidos, sugerindo que
o efeito da properdina pode ser regulada pela absor¢do de dcidos graxos.

A proteina de aclimatacio em altas temperaturas (Warm
temperature acclimation) estd associada a adaptacdo do animal a
variacdes de temperatura. Olsvik et al. (2011) identificaram um gene
homdlogo a proteina de aclimatagdo em altas temperaturas em uma
biblioteca subtrativa em peixes tratados com 6leo bruto e observou uma
diminuicio na expressdo desta proteina nos animais expostos sem estar
relacionada a alteracdo de temperatura. Esta resposta € interessante
porque apesar de ndo ter sido controlada a temperatura no presente
trabalho, esta se manteve constante e portanto, este mecanismo de
resposta pode estar envolvido com outros estressores ambientais.

Outro gene reprimido envolvido no sistema imune ¢é a
tetraspanina a qual estd relacionada ao contato com parasitas. Benjamin
Morga et al. (2010), encontraram uma repressdo desta proteina em
hemdcitos de Ostrea edulis infectadas com um parasita protista vivo.
Além da relacdo acima citada, as tetraspaninas estdo envolvidas em
diversos processos bioldgicos, tais como adesdo celular, migragdo,
diferenciacdo de células de fusdo, coestimulacdo, transducdo de sinal.
No entanto, a funcio bioquimica da proteina tetraspanina esta
relacionada como um facilitador molecular por associacio e orquestra
uma série de outras proteinas, ao qual é especializado em
microdominios de membrana envolvidos na comunicagdo celular
(MORIBE et al., 2012).

Dois genes do metabolismo de lipidios tiveram sua expressiao
reprimida, citocromo p450 2j6 e 4cido graxo sintase, um faz parte do
metabolismo do 4dcido araquiddnico, precursor de dcidos graxos
essenciais (WANG et al., 2007), e o outro estd envolvido na produgdo
de 4cido graxo de cadeia longa (BERG et al., 2002). A consequente
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alteracdo na transcricdo desses genes pode estar relacionada a
diminuicio do fornecimento de &4cidos graxos essenciais pela
alimentagdo, e consequentemente na producio de mediadores essenciais
como as prostaglandinas, apartir do dcido araquidonico, que atua nas
defesas celulares, interagindo em processos de inflamacdo
(FREEDMAN et al., 2007).

Um dos genes que codificam proteinas envolvidas no ciclo
celular também foi selecionado para a validagdo, a ciclina GI (CGI),
que apresentou uma diminui¢do na transcricao nos peixes mantidos por
dois dias de exposicdo em todos os locais estudados. CG1 faz parte do
ciclo celular de eucari6tos em conjunto com a proteina ciclina
dependente de quinase (CDKs) e podem ser induzidas, em resposta ao
dano no DNA (SANDEN et al, 2012; KIMURA et al., 2001). A
toxicidade de poluentes pode desregular o ciclo celular, e
consequentemente alterar a expressio de genes associados (SANTUCCI
et al., 2003). Santucci et al. (2003) encontraram em ratos expostos a
produtos quimicos uma desregulacdo de sinais envolvidos na progressao
do ciclo celular, em particular, os inibidores de complexos de
ciclina/ciclina dependente de quinase que foram significativamente
modulados afetando a expressdo de proteinas envolvidas na progressao
do ciclo celular.

Fibrinogénio ndo ¢é importante apenas para as fungdes pro-
coagulante, mas também para atividades pré-inflamatdrias. Estes
eventos sdo regulados, em grande medida pelo processo de formagado de
fibrina e por interacdes entre os sitios especificos de fibrinogénio ou
fibrina e moléculas extrinsecas. Nossos resultados indicam a repressio
da atividade deste gene, que em niveis baixos pode produzir
hemorragias leves a graves (MOSESSON, SIEBENLIST, MEH, 2001;
FORT et al., 2010). Possivelmente este resultado esteja associado ao
fato de que na hora da coleta, alguns peixes apresentavam manchas
avermelhadas, principalmente no ventre, sugerindo a existéncia de
hemorragias.

O gene alfa-cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada El
(AKD) codifica uma proteina envolvida no catabolismo de protefnas. Os
aminodcidos sdo nutrientes essenciais para sobrevivéncia, crescimento e
funcionamento normal da célula (SUN et al., 2011). AKD € um gene
envolvido com a falta de alimento, o que ndo justifica a repressdo deste,
pois em jejum prolongado o organismo comeca a degradar as proteinas
para a producdo de energia, assim como jid mencionado este foi
considerado um gene falso positivo pela a técnica de SSH.
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Murata et al. (1995) realizaram a clonagem e andlise de cDNA
para o gene da coriogenina (CNN) e confirmaram que a transcricdo
deste gene ocorre exclusivamente no figado, e ndo no ovdrio, apesar da
CNN estar descrita como uma proteina da camada interna do ovo de
virios animais. A expressdo desta proteina foi proposta como
biomarcadora sensivel a exposi¢do a compostos estrogénicos. Yu et al.
(2006) expuseram peixes a estradiol na 4gua em concentragdes
relevantes para o ambiente que resultou na inducdo dos genes
coriogenina L e H no figado, e com maior sensibilidade em machos do
que nas fémeas. Neste trabalho, foi observada uma diminuicdo da
transcri¢do do gene da CNN ap6s dois dias de exposi¢do, o que sugere a
inexisténcia de compostos estrogénios nos locais avaliados durante o
estudo.

A ceruloplasmina (CRP) é uma proteina (alfa-2-globulina)
produzida no figado que carrega mais de 95% do cobre plasmatico,
considerada de fase aguda em processos inflamatérios (HELLMAN &
GITLIN, 2002). Por ser a principal transportadora de cobre ¢é
considerada um antioxidante plasmatico importante, pois estaria
prevenindo a agfo catalitica deste fon na produgcdo de EROs (espécies
reativas de oxigénio). As causas na repressao na transcricdo do gene da
CRP nio estdo claras, mas uma diminui¢do de CRP poderia acarretar em
um potencial aumento na producdo de EROs pela exposicdo a
xenobidticos, contribuindo para o estabelecimento de um estresse
oxidativo e diminuicao da capacidade antioxidante plasmdtica (AAZZA;
LYOUSSI; MIGUEL, 2011).

As fontes dietéticas de retinol sdo as proformas da vitamina A.
Deste modo, a biossintese de formas ativas de retinoides € de crucial
importdncia  para  muitos  processos  fisioldgicos, incluindo
desenvolvimento embriondrio, reprodugdo, crescimento pds-natal,
diferenciacdo e manutencdo de varios epitélios, as respostas imunes e
visdo (LIDEN & RIKSSON, 2006). A conversio de retinol na sua forma
ativa ao dcido retinoico € realizada através de um processo de
conversdo de retinol em retinal, catalisada por retinol desidrogenases
(RDY). A conversdo de retinal para o 4cido retindico, é realizada por
retinaldeido desidrogenase (NADAULD et al., 2005). A diminuicdo da
transcricdo da RDY poderia estar implicando na menor taxa de
biossintese do 4cido retinoico, processo este que estaria contribuindo
para a diminui¢do das defesas do sistema imunolégico dos animais
€Xpostos.

De modo geral, todos os genes avaliados por PCR quantitativo
apresentaram uma diminuicdo na taxa de transcricdo apds dois dias de
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exposicdo. Ja em sete dias de exposi¢do somente alguns genes tiveram
diminui¢do na taxa de transcricdo (A2M, FAS, WTA, P450) em alguns
locais de exposicdo. Estes resultados podem estar relacionados, a
ativacdo desses genes a nivel traducional considerando que uma
porcentagem dos genes induzidos encontrados com a SSH codificam
proteinas ribossomais que fazem parte da maquinaria celular de
traducdo. Outra questdo que pode estar relacionada é a ativagdo de
mecanismos de adaptacdo as condi¢des ambientais. Estas respostas
adaptativas sdo essenciais para restaurar o equilibrio do organismo.
Envolvendo ajustes funcionais na utilizacdo das reservas energéticas,
mobilizando estes nutrientes, bem como, o oxigénio para Orgaos
priorizados. Esta falta de energia redireciona o metabolismo celular para
a ativagdo da protedlise e oxidagdo lipidica. Paralelamente, ocorre
inibicdo de fungdes digestivas, reprodutora, imune e de crescimento
(CHROUSOS et al.,1995; CSERMELY, 1998).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

- As andlises quimicas do sedimento dos locais de exposi¢do
mostraram um maior grau de contaminac¢do por esgoto doméstico e/ou
poluentes quimicos organicos, no local S2, seguindo pelo ponto S3, S1 e
REF;

- Os genes encontrados na biblioteca subtrativa obtida por SSH,
nos mostra um panorama da resposta da Tildpia do Nilo, frente aos
contaminantes encontrados nos trés locais de exposicdo da Bacia, com a
identificacdo de vdrios genes envolvidos em diversas funcdes
bioldgicas;

- Os estudos de validagdo mostraram que a técnica de SSH
utilizada para a identificagdo dos genes induzidos nao funcionou como
esperado, pois todos os genes testados foram falso positivos. Por outro
lado, os experimentos de SSH que identificaram os genes reprimidos
foram validados pelo PCR quantitativo em tempo real;

- Os testes de valida¢do confirmaram que os animais expostos por
dois dias nos locais experimentais apresentaram uma supressio na
transcricdo de de genes que codificam proteinas do sistema imune, do
sistema de coagulagdo, do metabolismo lipidico, do metabolismo de
aminodcidos, ovogénese, transporte de metais e ciclo celular;

- Apés sete dias de exposicdo praticamente todos os genes
testados ndo apresentaram altera¢des em sua transcri¢do, o que sugere a
existéncia de mecanismos adaptativos as condicdes ambientais ou
resposta a nivel traducional;

-A bioacumulacio de poluentes organicos persistentes em peixes
da expostos a Bacia do Rio Cubatdo do Norte mostra que os ambientes
de 4gua doce ao redor desta regido estdo expostos a impactos por
poluentes persistentes de diversas fontes, constituindo um fator de risco
para os organismos aqudticos e possivelmente para a popula¢do humana;

-Estas informacgdes poderdo auxiliar na compreensdo, de uma
forma integrada, dos efeitos bioldgicos a nivel transcricional causados
pelos contaminantes presentes no ambiente visando auxiliar futuros
programas de avaliagdo e monitoramento em recursos hidricos com
suspeita de contaminag¢do ambiental;
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ANEXO 1

Representacio esquematica do delineamento experimental da técnica de
Hibridizacdo Subtrativa Supressiva
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ANEXO 2

Concentracdes de hidrocarbonetos alifaticos em amostras de sedimento
(ug. g'l peso seco)

Composto REF S1 S2 S3

C12 <0,003 <0,003 0,018 <0,003
C13 <0,001 <0,001 0,024  <0,001
C14 <0,002 0,007 0,053 0,004
C15 <0,004 0,010 0,099 0,007
C16 0,023 0,010 0,109 0,009
C17 <0,005 0,052 0,241 0,018
Pristano 0,778 <0,008 0,409 0,013
C18 0,040 0,015 0,220 0,011
Fitano 0,004 <0,002 0,370 0,009
C19 0,045 0,016 0,110 0,011
C20 0,017 0,018 0,250 0,016
C21 0,038 0,017 0,093  <0,011
C22 0,012 0,012 0,239 0,011
C23 0,040 0,038 0,465 0,011
C24 0,020 0,018 0,378 0,016
C25 0,095 0,073 0,729 0,034
C26 0,025 0,022 0,391 0,013
C27 0,157 0,162 1,021 0,055
C28 0,041 0,041 0,572 <0,034
C29 0,381 0,476 2,998 0,179
C30 0,047 0,051 0,622  <0,028
C31 0,432 0,640 3,397 0,241
C32 0,047 0,061 0,613 0,028
C33 0,348 0,426 2,126 0,147
C34 0,038 0,035 0,398 0,023
C35 0,164 0,195 0,859 0,071
n-alcanos totais 2,79 2,40 16,8 0,93
Alifaticos resolvidos 2,79 2,40 30,4 1,71
UCM <5,34 <5,34 173 21,7
Alifaticos totais 2,79 2,40 203 23,4
CPI 7,5 8,8 4,0 10,9
pristano/fitano 203 n.c. 1,10 1,43

*n.c. nao calculado
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ANEXO 3

Concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostras
. -1
de sedimento (ng.g — peso seco)

Composto REF S1 S2 S3
Naftaleno 2.78 247 53.7 80.8
Y. Metilnaftalenos 2.01 1.83 58.7 47.0
Bifenil <1.30 <1.30 9.92 12.4
T Etilnaftalenos <2.60 <2.60 7.47 9.12
XDimetilnaftalenos 3.67 3.37 108 86.9
Acenaftileno <3.70 <3.70 <3.70 32.0
Acenafteno <1.30 <1.30 1.54 2.16
YTrimetilnaftalenos 1.50 2.21 84.4 434
Fluoreno <1.30 <1.30 3.61 5.50
X Metilfluorenos <1.30 <1.30 12.9 7.53
Dibenzotiofeno <1.30 <1.30 1.34 <1.30
Fenantreno <2.60 <2.60 33.1 452
Antraceno <1.10 <1.10 3.16 8.56
YDimetilfluorenos <1.30 <1.30 14.7 34.2
Y. Metildibenzotiofenos <1.30 <1.30 1.62 <1.30
YMetilantracenos <2.20 <2.20 59.9 48.4
YDimetilfenantrenos <1.30 <1.30 3.13 <1.30
YMetilfenantrenos <2.20 <2.20 6.40 6.28
Fluoranteno <1.30 <1.30 22.4 42.6
Pireno <1.30 <1.30 22.6 62.3
YMetilfluorantenos <1.30 <1.30 10.6 14.7
Reteno <1.30 1.92 16.8 9.9
XMetilpirenos <1.30 <1.30 14.7 18.3
Benzo(c) Fenantreno <1.20 <1.20 2.02 1.94
Benzo(a)Antraceno <1.20 <1.20 4.70 5.80
Criseno <1.20 <1.20 25.9 22.7
YMetilcrisenos <1.20 <1.20 33.3 33.4
YDimetilcrisenos <1.20 <1.20 16.4 16.3
Benzo(b)fluoranteno <1.30 <1.30 9.46 8.03
Benzo(j)fluoranteno <1.30 <1.30 8.16 6.94
Benzo(k)fluoranteno <1.30 <1.30 8.79 7.04
Benzo(e)pireno <1.30 <1.30 16.4 15.9
Benzo(a)pireno <1.10 <1.10 9.07 14.3
Perileno 1.63 26.8 471 79.5
Indeno [1,2,3-c,d]pireno <1.00 <1.00 6.86 8.13
Dibenzo(a,h)antraceno <1.00 <1.00 1.57 1.41
Benzo(b)criseno <1.10 <1.10 <1.10 <1.10
Benzo(g,h,i)perileno <1.20 <1.20 14.7 18.1
YHPAs 11.6 38.6 1179 857
YHPAs sem perileno 10.0 11.8 708 777
% perileno 14% 69% 40% 9%
YHPAs Leves 9.96 9.88 486 512
YHPAs Pesados 1.63 28.8 693 345
HPAs Leves/HPAs Pesados sem perileno  n.c.* 5.1 2.2 1.9

*n.c. nao calculado
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ANEXO 4

Concentracdes de hidrocarbonetos alifiticos em amostras de
Oreochromis niloticus (ug.g”"' peso seco)

Composto REF S1 S2 S3
C12 <0.164 <0.164 <0.164 <0.164
C13 <0.133 <0.133 <0.133 <0.133
C14 <0.117 <0.117 <0.117 <0.117
C15 <0.099 <0.099 <0.099 <0.099
C16 <0.096 <0.096 <0.096 0.13
C17 <0,091 <0,091 <0,091 <0,091
Pristano <0.093 <0.093 <0.093 <0.093
C18 <0.087 <0.087 <0.087 <0.087
Fitano <0.085 <0.085 <0.085 <0.085
C19 <0.083 0.22 <0.083 0.32
C20 <0.075 <0.075 <0.075 <0.075
C21 <0.076  0.09 <0.076  0.44
C22 <0.073 <0.073 <0.073 <0.073
C23 <0.070 <0.070 <0.070  <0.070
C24 <0.071 <0.071 <0.071 <0.071
C25 0.08 0.08 <0.074  <0.074
C26 <0.081 <0.081 <0.081 <0.081
C27 <0.094 <0.094 <0.094 <0.094
C28 0.21 <0.120 <0.120 <0.120
C29 0.39 <0.134 <0.134 <0.134
C30 0.16 0.42 <0.152 <0.152
C31 2.11 1.97 1.14 1.52
C32 0.76 0.41 <0.131 0.19
C33 1.43 1.90 1.20 1.35
C34 0.21 0.17 <0.134  <0.134
Alifaticos Totais 11.2 139 2.35 19.2
Alcanos Totais 5.35 5.24 2.35 3.95
Pristano/fitano n.c.* n.c. n.c. n.c.
CPI1 n.c. n.c. n.c. n.c.
MCNR <5,34 <5,34 <5,34 <5,34

*n.c. nao calculado



