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RESUMO

O crescimento desenfreado da urbanizacdo e industrializagdo
nas ultimas décadas tem sido um dos principais responsaveis
pela contaminagdo dos ecossistemas marinhos. As atividades
antrépicas, industriais e agricolas sado responsaveis pelo
consumo de mais de um terco da &gua doce acessivel no
mundo, e consequentemente por sua contaminacdo. Diversas
substancias potencialmente danosas sao liberadas
constantemente no ambiente, sejam elas de origem
antropogénica ou natural. A mistura complexa de contaminantes
presentes no ambiente acaba por causar efeitos interativos na
biota. Dentre 0s contaminantes mais comuns, encontra-se 0
esgoto sanitario que € composto por uma variedade de
substancias em concentracdes de dificil caracterizagcdo e que é
considerado como a principal fonte de contaminantes de
ambientes costeiros. Sabendo-se que os efeitos dos poluentes
ndo podem ser avaliados por andlises quimicas, torna-se
necessaria a utilizagdo de meios mais sensiveis e confiaveis para
a avaliacdo ambiental. No capitulo |, peixes Poecilia vivipara
foram exposto ao esgoto sanitario na concentracdo de 33% (V/v)
em condi¢cbes de laboratério para a identificacdo e analise de
biomarcadores moleculares pela técnica de Hibridizacdo
Subtrativa Supressiva (SSH). Genes de biotransformagédo como
GST, UDPGT e MET também foram testados por qPCR. Neste
estudo foram encontrados 22 genes diferencialmente transcritos,
sendo 10 induzidos e 12 reprimidos. Os resultados de gPCR
confirmaram a inducéo de CYP1A, GST, UDPGT, e a repressao
de C3, FIB, TF e DMRT1. No capitulo Il os genes que obtiveram
respostas no experimento de laboratério, foram testados em
exposi¢cdo de campo no Mangue de Ratones (local Referéncia) e
no Mangue do Itacorubi, em dois locais considerados
contaminados por esgoto sanitario, um a jusante e outro a
montante da saida do mangue. As transcricdes dos genes
DMRT1, MET, GST e UDPGT foram induzidas no local
contaminado situado a jusante, em relacdo ao grupo referéncia.
CYP1A apresentou uma maior transcricdo no local situado mais
a montante do Mangue do Itacorubi e nenhum gene foi reprimido.
Em ambos os estudos 0s genes que obtiveram respostas
significativas, estdo associados a funcgdes bioldégicas como



biotransformacgdo, sistema imune e diferenciagdo sexual. Os
resultados fornecem boas medidas que os caracterizam como
possiveis e promissores biomarcadores de contaminagdo
ambiental por esgoto sanitario.

Palavras-chave: Biomarcadores, esgoto sanitario, Poecilia
vivipara, SSH, transcri¢cdo génica.



ABSTRACT

The uncontrolled growth of urbanization and industrialization in
recent decades has been a major contributor to the contamination
of marine ecosystems. Human activities, industrial and
agricultural are responsible for the consumption of more than a
third of the accessible freshwater in the world, and consequently
by their contamination. Several potentially harmful substances
are released into the environment constantly, whether they are
natural or anthropogenic origin. The complex mixture of
contaminants in the environment ultimately causes interactive
effects on biota. Among the most common contaminants, lies the
sewage which is composed by a variety of substances and
concentrations difficult to characterize and is regarded as the
main source of contaminants in coastal areas. It is known that the
effects of pollutants can not only be measured by chemical
analysis, it becomes necessary to use more sensitive and reliable
means for environmental assessment. In the Chapter I, fishes
Poecilia vivipara were exposed to sanitary sewage in the
concentration of 33% (v/v) in the laboratory for the identification
and analysis of molecular biomarkers by using the technique
Suppressive  Subtractive Hybridization (SSH). Genes of
Biotransformation such as GST, UDPGT and MET were also
tested by gPCR. In this study were found 22 differentially
transcribed genes, 10 were induced and 12 repressed. The gPCR
results confirmed the induction of CYP1A, GST, UDPGT, and
repression of C3, FIB, TF and DMRT1. In Chapter Il the
responsive genes in the laboratory experiments, were tested in
field exposure in the Ratones Mangrove (Reference site) and in
the Itacorubi Mangrove at two sites considered contaminated by
sanitary sewage, one upstream and one downstream sites.
Transcription of DMRT1, MET, GST and UDPGT were induced in
the liver of fish kept at the downstream site. CYP1A transcription
was induced in the fish from the upstream site and no gene was
repressed. In both studies, the genes that had significant
responses are associated with biological functions such as
biotramsformation, immune system, and sexual differentiation.
The associated results provide good measurements that
characterize them as possible and promising biomarkers of



environmental contamination by sanitary sewage in coastal
region.

Keywords: Biomarkers, sewage, Poecilia vivipara, SSH, gene
transcription.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Contaminacgéo Aquatica

Diversas substancias quimicas de origem natural ou
antrépica potencialmente danosas sdo despejadas no ambiente
constantemente (SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003). O
aumento na necessidade de agua para o abastecimento,
agricultura e atividades de lazer associado a industrializacéo
crescente e a formacéo de grandes aglomerados urbanos, tornou
as atividades humanas cada vez mais dependentes da
disponibilidade e qualidade das aguas continentais (LEMOS;
TERRA, 2003).

Segundo Cajaraville e colaboradores (2000) a
contaminag@o dos ecossistemas marinhos tem aumentado nas
Ultimas décadas por consequéncia da atividade humana, que
caracteriza-se como uma das principais causas do langamento
de xenobidticos na agua, sedimento e biota (ADAM et al., 2010).

Estima-se ainda que as atividades industriais, agricolas e
domésticas sejam responsaveis pela utilizagdo de mais de um
terco da agua doce acessivel, resultando na contaminacdo da
mesma por compostos sintéticos e organicos (FREIRE et al.,
2008).

Entre os mais importantes ambientes da zona costeira,
estdo os estuarios, que constituem zonas de transicdo, ou
ecoOtonos, onde as aguas drenadas dos solos misturam-se com a
agua do mar, dando origem a uma das areas mais produtivas
biologicamente na Terra (KENNISH, 2002). A maioria das
cidades da costa brasileira ndo possui instalagdes apropriadas
para coleta, tratamento e despejo de esgoto (ABESSA et al,
2005).

Durante varias décadas, os ecossistemas costeiros tém
sofrido danos severos como o enriquecimento de nutrientes e
carbono organico provenientes do esgoto  sanitério,
derramamento de 6leos e um aumento na contaminacdo por
compostos toxicos, tais como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs), as bifenilas policloradas (PCBs),
hidrocarbonetos  halogenados, metais tracos, pesticidas
organoclorados (OCPs), dibenzofuranos policlorados (PCDFs),
dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), farmacos e produtos de higiene
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pessoal (KENNISH, 2002; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003; BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004,
WASSMUR et al., 2010).

A exposicdo aos hidrocarbonetos é considerada um dos
maiores causadores de estresse nos organismos marinhos e
uma eficiente biotransformacdo e detoxificagdo destes
compostos € um mecanismo vital para os mesmos (BOUTET;
TANGUY; MORAGA, 2004).

Os contaminantes, geralmente apresentam-se como
misturas complexas no ambiente e podem causar efeitos
interativos na biota impossiveis de serem avaliados somente
através de analises quimicas. Desta forma os biomarcadores
oferecem medidas integradas dos efeitos dos poluentes
presentes sobre 0s organismos expostos no ambiente
(CAJARAVILLE et al., 2002). O principal objetivo em estudos
ecotoxicolégicos, € a elucidacdo da relagdo causa-efeito entre
sistemas bioldgicos e as misturas de poluentes complexos aos
quais estdo expostos (SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003).
Portanto, existe a necessidade do desenvolvimento de métodos
para a identificacdo, estimativa, avaliagdo comparativa e analise
de risco da poluicdo quimica no ambiente (CAJARAVILLE et al,
2000). Neste caso, 0 uso de espécies selvagens como sentinelas
dos problemas ambientais € a base para o estabelecimento de
ligacdes diretas entre os efeitos ecoldgicos e a salde humana,
visto que a mesma depende da saude ambiental (SILVA;
FONSECA, 2003). No Brasil, os testes ecotoxicolégicos, ou
bioensaios, tem se tornado comuns nos dltimos anos, visando o
monitoramento e avaliacdo da qualidade das aguas
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). A partir de 1975 é que
foram desenvolvidos e adaptados diversos métodos de ensaios
de toxicidade aguda e cronica em alguns grupos e espécies de
organismos aquaticos como algas, microcrustaceos e peixes de
aguas marinhas e continentais (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Varios bioensaios, tanto in vitro, como in vivo com peixes
vém sendo utilizados como sistemas modelo para estudos de
desenvolvimento, bioquimicos e toxicolégicos. Uma das
vantagens é a capacidade dos peixes expostos a contaminantes
responderem bioquimicamente de forma semelhante aos
mamiferos, como por exemplo, apresentando danos em
hepatocitos, inducdo da expressdo e atividade das
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monooxigenases do citocromo P-450 que metabolizam muitos
carcindgenos (SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003).

Outra facilidade €é a capacidade de alguns peixes
teledsteos de tamanho pequeno serem facilmente mantidos em
laboratorio para exposicdo a contaminantes, sob condicdes
controladas (SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003). Desta forma,
0s peixes podem ser utilizados para investigar os efeitos de
substancias quimicas  potencialmente teratogénicas e
carcinogénicas, além de determinar a distribuicdo e os efeitos
toxicos de contaminantes quimicos na agua (SILVA; HEUSER,;
ANDRADE, 2003; MAGALHAES:; FERRAO FILHO, 2008).

1.2 Esgoto sanitéario

Em 2008, de acordo com a Pesquisa Nacional de
Saneamento Béasico (PNSB 2008) 45,7% dos domicilios
brasileiros passaram a ter acesso a rede de esgoto sanitario,
sendo que em 2000, o acesso era de 33,5%. Mesmo assim,
encontra-se ainda muito aquém do necessério. Dos 5.564
municipios, apenas 3.069 possuem rede coletora de esgoto, e
destes, apenas 1.587 realizam o tratamento (IBGE, 2011).

O esgoto é considerado a principal fonte de contaminantes
de ambientes costeiros (KENNISH, 1991) e um dos responséaveis
pela diminuicdo da qualidade dos mesmos afetando a vida dos
organismos que ali habitam (ZANETTE et al, 2008).

A variedade e concentracdo das substancias encontradas
nos efluentes urbanos sdo complexas e de dificil caracterizacao,
bem como seus riscos para a biota (ABESSA et al, 2005). A
composicdo do esgoto varia de acordo com as atividades
humanas podendo em geral apresentar matéria organica, como
carbono orgénico, nitrogénio, enxofre e contaminantes, produtos
de higiene pessoal, produtos de limpeza e farmacos de uso
humano ou veterinario (ABESSA et al., 2005, GAGNE et al.,
2007; SANCHEZ et al., 2011). Além destes, existem também
varios compostos considerados poluentes emergentes, como
pesticidas, acidos, agentes antibacterianos e surfactantes
degradados que, além de serem ubiquos no ambiente aquatico,
podem causar danos a salde, e sua remocdo durante o
tratamento de aguas residuais pode ndo ser satisfatorio
(PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003).
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1.3 Género Poecilia

Apresentando uma grande variedade de adaptagdo
reprodutiva, os poecilideos, em sua maioria, sdo viviparos sendo
gue apenas uma espécie das 150 conhecidas nado € vivipara
(THIBAULD; SCHULTZ, 1978). Geralmente apresentam dieta
onivora, alimentando-se de invertebrados aquaticos e terrestres,
detritos, plantas e principalmente larvas de insetos (NEVES;
MONTEIRO, 2003).

Os individuos de Poecilia vivipara Bloch & Scheider, 1801,
(Figura 1) conhecidos popularmente como barrigudinhos, séo
peixes da familia Poeciliidae caracterizados por possuirem corpo
alongado, comprimido posteriormente, sendo o macho menor
gue as fémeas (MENDONGCA; ANDREATA, 2001).

Os peixes P. vivipara sdo capazes de se adaptar a
condi¢cBes ambientais extremas, com alta tolerancia a salinidade
e temperatura da 4gua (BIZERRIL; PRIMO, 2001). Sao peixes
amplamente distribuidos por toda a costa Sul Americana e
considerados organismos-modelo para estudos de biologia
reprodutiva e desenvolvimento (PARENTI; RAUCHEMBERGER,
1989).

Atualmente esta espécie tem sido utilizada como sentinela
e em estudos de identificacdo de novos biomarcadores através
de trabalhos como os de Bila et al., (2004) que utilizaram P.
vivipara para avaliar a toxicidade de lixiviados ozonizados de
aterros; Zanette, (2009) que identificou e caracterizou
marcadores moleculares para estudos ecotoxicol6gicos; Mattos
et al., (2009) que encontraram genes diferencialmente transcritos
nos peixes quando expostos a fracdo acomodada do 6leo diesel;
e Adam et al.,, (2010) que utilizaram a técnica contagem de
microndcleos em sangue periférico de P. vivipara para avaliar
um rio contaminado em Curitiba, Parana.
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Figura 1. Fotografia de peixes da espécie Poecilia vivipara

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Identificar e analisar a transcricdo génica diferencial em

peixes Poecilia vivipara expostos ao esgoto sanitério.

2.2 Objetivos Especificos

1.

Identificar genes ativados e reprimidos em figado de peixes
Poecilia vivipara expostos ao esgoto sanitario;

Testar a utilizacdo de iniciadores especificos, através da
técnica de PCR quantitativo, para avaliar alteracfes na
transcricdo génica no figado de peixes Poecilia vivipara
expostos ao esgoto sanitario em laborat6rio;

Testar a utilizacdo dos biomarcadores moleculares
identificados em experimentos de monitoramento in situ em
locais contaminados por esgoto sanitario.
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3. CAPITULOI

IDENTIFICACAO E ANALISE DA TRANSCRICAO GENICA
DIFERENCIAL EM PEIXES Poecilia vivipara Bloch & Scheider, 1801,
EXPOSTOS AO ESGOTO SANITARIO
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4. INTRODUCAO

Durante as Ultimas trés décadas, 0 interesse da
comunidade cientifica e de agéncias regulatérias, tem
aumentando em relacdo a deteccdo, conhecimento e controle
sobre 0s agentes ambientais responsaveis por danos a saude
humana e & sustentabilidade dos ecossistemas (SILVA,
FONSECA, 2003).

Segundo Silva e Fonseca (2003), esta preocupacao
crescente se deve ao aumento de relatos sobre danos na
camada de ozobnio, alteracdes climaticas globais, derrames de
petréleo, liberagBes acidentais de dejetos e gases radioativos
industriais e aumento de nitrogénio no ambiente.

Muitos dos compostos orgéanicos hidrofébicos e seus
metabdlitos que contaminam o ecossistema aquatico ainda
precisam ser identificados, da mesma forma que seus impactos
na vida existente nestes ambientes, precisam ser determinados
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Efeitos deletérios em populacdes séo dificeis de detectar
em organismos selvagens, ja que muitos deles se manifestam
apos um tempo prolongado e quando eles se tornam claros, 0
processo destrutivo pode estar além do estagio em que poderia
ser remediado ou ter seus danos reduzidos (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003; SILVA; HEUSER; ANDRADE,
2003).

Para este proposito, ferramentas como os biomarcadores
podem ser utilizados. Este termo ganhou aceitacdo nos ultimos
anos, entretanto sua definicAo permanece inconsistente
(WALKER et al., 1996), visto que muitos pesquisadores
apresentam defini¢cdes diferentes.

Lam e Gray (2003) dizem que os biomarcadores podem
ser definidos como alteracdes bioquimicas, celulares,
moleculares ou mudancas fisioldgicas nas células, fluidos
corpéreos, tecidos ou 6rgdos de um organismo que Ssdo
indicativas da exposicdo ou efeito de um xenobidtico.
Invariavelmente, seu papel como monitores esta diretamente
ligado a quantificacdo dos efeitos téxicos de um poluente, direta
ou indiretamente (WALKER et al., 1996; BEEBY, 2001).
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Desta forma, uma das caracteristicas mais importantes de
biomarcadores celulares e moleculares, é a capacidade de
antecipar mudangcas em niveis superiores de organizacdo
biolégica, isto é, populacdo, comunidade ou ecossistema
(CAJARAVILLE et al, 2000). O desenvolvimento de
biomarcadores que permitam um diagnéstico antecipado dos
distarbios ambientais a longo prazo representa um desafio aos
ecotoxicologistas (BRULLE et al., 2008).

Peixes e moluscos tém sido empregados como organismos
sentinelas em programas de biomonitoramento, tanto nacional,
como internacionalmente (FREIRE et al., 2008). S&o valiosos
sistemas modelo ndo-mamiferos in vivo para determinacdo
ambiental do efeito carcinogénico relacionado aos contaminantes
em estudos tanto de laboratério, como de campo (WANG et al.,
2010b).

Os peixes podem ser encontrados praticamente em
qualquer ambiente aquético, e exercem um importante papel
ecoldgico na cadeia alimentar, devido a sua funcao de carreador
de energia desde os mais baixos, aos mais altos niveis troficos.
A compreensdo do padrdo de bioacumulacdo de substancias
toxicas, comportamento e respostas em peixes, podem ser de
grande relevancia ecolégica (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).

Com o desenvolvimento de técnicas sofisticadas para a
deteccdo de elementos-traco, os toxicologistas tém detectado e
caracterizado metabdlitos presentes em pequenas quantidades
de até mesmo uma molécula por célula. Além disso, a biologia
molecular tem auxiliado a toxicologia (LEBOUTE; SILVA, 2003),
através da elucidacdo dos mecanismos moleculares de acéo de
contaminantes em organismos vivos. De fato, os perfis de
transcricdo génica representam o primeiro nivel de integracéo
entre estressores ambientais e o genoma, que através da sintese
de proteinas, comandam as respostas do organismo a mudancas
externas (BRULLE et al, 2008).

A técnica de Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (SSH)
possibilita a oportunidade de caracterizar mudancas na
transcricdo de centenas de genes, simultaneamente, durante, por
exemplo, a exposicdo a agentes quimicos téxicos (QU et al.,
2011).
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A SSH envolve a subtracdo de uma amostra de DNA teste
(Tester) de outra amostra de DNA referéncia (Driver), e a
subsequente identificagcdo das sequéncias que estdo presentes
no Driver e ausentes no Tester (WINSTANLEY, 2008).

Descrita por Diatchenko e colaboradores (1996) e
patenteada pela Clontech PCR-Select®, a técnica de SSH
seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utiliza de
0,5 a 2ug de RNAm para cada amostra testada como material
inicial, podendo resultar no enriquecimento de genes raros em
uma quantidade de até 1000 vezes. O processo envolve a
transcricdo reversa das amostras de RNAm em fitas duplas, a
digestdo com enzimas de restricdo Rsa |, a ligacdo de
adaptadores especificos seguidos por uma primeira hibridizacéo
que ird enriquecer exacerbadamente sequéncias
diferencialmente transcritas, resultando numa otimizacdo dos
genes diferenciais pela segunda hibridizacdo e amplificagcdes por
PCR.

As técnicas de hibridizacdo subtrativa tém sido
empregadas na identificacdo de genes diferencialmente
transcritos para varios propdésitos, como na saude humana,
relacionando doengas com vérios tipos de tecido (cancer de
préstata, pulmdo e bexiga), em plantas como o Tabaco, na
resisténcia a infecgdes, em bactérias, nos estudos de resisténcia
a farmacos, identificacdo de genes de viruléncia, e nos peixes,
nas expressbes de genes relacionados a resisténcia de
infeccBes, adaptacdo a salinidade, e respostas a poluentes
(WINSTANLEY, 2008).

Neste estudo, foi avaliada a transcricdo génica diferencial
no figado de peixes P. vivipara, expostos ao esgoto sanitario,
utilizando a técnica de Hibridizacdo Subtrativa Supressiva,
visando a descoberta de novos biomarcadores sensiveis e
eficientes no biomonitoramento ambiental.
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5. OBJETIVOS

1. Verificar alteracbes na transcricdo génica em figado de
peixes Poecilia vivipara expostos ao esgoto sanitario em
laboratorio através da técnica de hibridizagdo subtrativa
supressiva (SSH);

2. Construir uma biblioteca transcriptbmica subtrativa de P.
vivipara com genes diferencialmente transcritos para o
esgoto sanitario;

3. A partir das sequéncias de cDNA identificadas, desenhar e
validar o uso de pares de iniciadores, através da técnica de
PCR quantitativo, para avaliar alteracdes na transcricdo
génica no figado de peixes P. vivipara expostos ao esgoto
sanitario por 24h e 96h;
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6. METODOLOGIA
6.1 Coletados animais

Os exemplares de P. vivipara, provenientes dos tanques de
cultivo de peixes do Laboratério de Piscicultura Marinha
(LAPMAR), do Departamento de Aquicultura da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), localizados na Barra da
Lagoa, Florianépolis, SC, foram coletados utilizando armadilhas
de captura (MinnowtrapTM) com racdo para peixes como
atrativo.

Em seguida, os animais foram encaminhados para o
Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e
Imunoquimica (LABCAI), CCA, UFSC, onde foram aclimatados
por 40 dias em agua do mar filtrada (0,45um), a 21°C e
salinidade 24, com aeracgédo constante. Durante a aclimatacao, os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ragdo
peletizada e tiveram seus aquarios drenados com renovacao de
50% do volume da agua.

6.2 Exposicdo ao esgoto sanitario

Depois de aclimatados, somente fémeas foram expostas
ao esgoto sanitario ndo tratado proveniente da estacdo de
tratamento de esgotos da Companhia Catarinense de Aguas e
Saneamento de Florianépolis, (ETA/CASAN) em concentracdes
definidas na proporcéo 33% (v/v), durante 96 horas.

Foram utilizados aquarios de vidro com capacidade para
35L em duplicata, isto é, dois aquarios para exposi¢éo por 24h,
grupo controle e grupo exposto, e outros dois, da mesma forma,
para exposicao por 96h. Foram mantidos 30 animais por aquario
(1 peixe por litro), totalizando 120 individuos.

Para o grupo controle, os animais foram expostos a agua
do mar filtrada e com salinidade 24, aeracdo constante,
fotoperiodo de 12:12 claro:escuro e temperatura de 21°C.

A concentracdo de 33% (v/v) foi definida para que a
salinidade da solugcdo se mantivesse em 24, a mesma dos
animais do grupo controle, sob as mesmas condi¢cdes. Todo o
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procedimento para coleta, transporte e aclimatacdo seguiu o
protocolo CEUA PP00266, juntamente com a autorizacdo do
IBAMA.

ApGs o periodo de 24 horas, os animais foram sacrificados
por transecgéo cervical, medidos, pesados.

Em seguida, foram retiradas amostras de figado e
branquias de 16 animais, agrupando em pools de dois figados
(n=8) e outros 4 animais foram congelados imediatamente em
nitrogénio liquido para andlises quimicas (dados nao inclusos).
Os 10 animais restantes de cada aquario foram utilizados em
experimentos de histologia que ndo fizeram parte desta
dissertacao.

Os tecidos foram congelados imediatamente em nitrogénio
liguido e em seguida armazenados em freezer -80°C, para
ensaios posteriores. Estes procedimentos foram realizados em
ambos os grupos, controle e exposto.

Quarenta e oito horas depois do inicio da exposicdo, a
agua do grupo controle foi totalmente renovada, bem como a
solucéo de agua e esgoto sanitario 33% do grupo exposto.

Ao final de 96h de exposi¢do, os animais foram mortos
seguindo-se os mesmos procedimentos citados anteriormente.

6.3 Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido a partir de 8 pools de fémeas do
grupo controle e 8 pools de fémeas do grupo exposto, ambos dos
tempos de 24h de exposicdo para realizacdo da técnica de
Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (SSH).

A Extracdo foi realizada utilizando o protocolo para o
reagente TRizol (Invitrogen).

6.4 Extracdo do RNA mensageiro (RNAmM)

A partir das amostras de RNA total, foi utilizado kit
MicropoliA mRNA (Ambion), de acordo com o protocolo do
fabricante, para obtencdo do RNAm. A concentracdo e pureza
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das amostras utilizadas para a técnica de SSH foram verificadas
em espectrofotbmero Nanodrop, a 260, 280 e 320nm.

6.5 Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (SSH)

Como o protocolo da SSH requer de 0,5 até 2,0ug de
RNAmM em no méaximo 5pL de amostra, foi necessério juntar todo
o0 RNAm resultante do passo anterior, concentrando-o e eluindo
novamente conforme o protocolo do MicropoliA mRNA kit
(Ambion), tanto para o grupo controle, quanto para o exposto.

Uma vez que as concentraces foram obtidas e ajustadas
equivalentemente em 1ug de RNAm, seguiram-se as instrucdes
do protocolo do kit PCR Select cDNA Subtraction Kit (Clontech),
onde, a partir do RNAm, foi realizada a sintese do DNA
complementar (cDNA), seguido das hibridizac6es.

Este kit, permite a hibridizacdo dos fragmentos de cDNA
que sdo comuns a duas populagdes, enquanto os fragmentos
diferencialmente transcritos sdo amplificados por reacdes de
PCR ao final do procedimento (ZANETTE, 2009).

Para a comparacgéo dos genes diferencialmente transcritos,
foram realizadas hibridiza¢gfes subtrativas nos dois sentidos, isto
€, no grupo controle em relagédo ao grupo exposto, resultando em
genes reprimidos, € no grupo exposto em relagdo ao grupo
controle, resultando em genes induzidos.

Ao final da técnica, os produtos de PCR foram purificados
com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare).

6.6 Clonagem

Depois de purificados, os produtos de PCR foram ligados a
vetores pGEM-T®Easy (Promega).

Em seguida, células competentes de E.coli DH5-a foram
transformadas com o vetor de expressdo contendo os insertos,
através de choque térmico, e plagueadas em meio LB Agar
contendo ampicilina (100mM), X-gal (50mM) e IPTG (0,5mM),
incubando-as a 37°C por 18 horas em uma estufa para
crescimento das col6nias.
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As colbnias que apresentaram coloracao branca, indicando
a presenca do inserto foram transferidas para placas de 96 pocos
(deepwell), contendo 1,0 mL de meio de cultura SuperBroth com
ampicilina (100mM) e permaneceram sob agitagdo a 250 rpm a
37°C durante 18 horas.

ApGs este periodo, o DNA plasmidial foi purificado
utilizando-se o protocolo adaptado de Sambrook (1989).

6.7 Sequénciamento

Foi realizada uma reagdo de PCR utilizando os iniciadores
M13F ou M13R que se alinham a uma regido préxima ao inserto
no vetor pGEM-T®Easy (Promega), com a incorporacdo do
corante fluorescente Big Dye Terminator (Applied Biosystems),
para sequenciamento dos fragmentos.

A reacdo foi entdo aplicada no sequenciador ABI PRISM
DNA Sequencer 3033 (Applied Biosystems), para determinacao
das sequéncias génicas expressas durante o experimento.

Todas as sequéncias obtidas foram analisadas com o
software Fast PCR 6.2 para retirada de vetores e adaptadores,
sendo posteriormente alinhadas no programa CAP3 (HUANG;
MADAN, 1999) para obtencdo dos contigs e singletons.

6.8 Comparacéao de sequéncias

As sequéncias obtidas dos fragmentos clonados foram
comparadas com o0 banco de dados, GenBank, utlizando o
aplicativo BLAST (www.ncbi.nih.gov/blast).

Todas as sequéncias foram analisadas individualmente
utilizando o algoritmo tBLASTX.

6.9 Validacéo dos genes

Para a validacéo dos genes diferencialmente transcritos no
figado dos peixes foi utilizada a técnica de PCR em tempo Real
(qPCR). Esta técnica exige a utilizacdo de iniciadores especificos
para cada gene de interesse.
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Para as reacdes, foi utilizado o kit QuantiFast'™MSYBR®
Green PCR (Qiagen) com o programa de ciclagem gue incluiam
a ativacdo da enzima a 95°C por 5 minutos, seguidos por 40
ciclos com desnaturacé@o por 10 s a 95°C e 30 s de anelamento
conforme a Tabela 1, com a quantificacdo de fluorescéncia. Ao
término dos 40 ciclos, a temperatura foi elevada em 1°C a cada 5
s, partindo de 55°C até 99°C para realizacdo da curva de
dissociacdo. Todas as andlises foram realizadas no aparelho
Rotor Gene 6000 (Corbett Lifesciences) com rotor de 72 pocgos,
Rotor-Disc 72 (Qiagen).

6.9.1 Desenho de iniciadores

Os iniciadores especificos foram desenhados a partir das
sequéncias geradas nas bibliotecas subtrativas deste estudo,
com o auxilio do software PrimerQuest (Integrated DNA
Technology). Os seguintes genes foram selecionados: Proteina
serina/treonina quinase (RAF1l1a), Horménio de crescimento (GH),
Complexo principal de histocompatibilidade classe | A (MHCIA),
Fibrinogénio gama (FIB), Proteina de choque térmico 70
(HSP70), Determinante sexual double-sex and mab-3 related
transcription factor 1 (DMRT1) e Proteina ribossomal 40S (40S)
para utilizagdo como normalizador.

Outros iniciadores foram selecionados a partir de estudos
anteriores realizados no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aquatica e Imunoquimica, que apresentaram
genes semelhantes encontrados como: Citocromo P450 familia
1A (CYP1A), Transferrina (TF), Proteina do sistema
complemento C3 (C3). Além destes, foram utilizados iniciadores
para outros genes, por serem considerados de extrema
importancia na biotransformacdo, que foram: Metiltransferase
(MET), Uridina difosfato glicuroniltransferase 1B (UDPGT),
Glutationa S-transferase (GST), além de fB-Actina (ACT)
(MATTOS et al., 2009) o Fator de elongacéo 2 (EF2) e a Proteina
ribossomal S2 (S2) (FERREIRA, 2012 dados ndo publicados)
para normalizacéo da técnica (Tabela 1).
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Tabela 1 Sequéncia de iniciadores senso (F) e anti-senso (R) dos genes
de Poecilia vivipara selecionados: Serina-treonina quinase (RAF1a),
Horménio de crescimento (GH), Complexo majoritario de
hispocompatibilidade classe 1 A (MHCIA), Fibrinogénio gama (FIB),
Determinante sexual (DMRT1), Proteina ribossomal 40S (40S), Proteina
do sistema complemento C3 (C3), Transferrina (TF), Glutationa S-
transferase (GST), Citocromo P450 1A (CYP1A), Metiltransferase
(MET), Uridina difosfato glicuroniltransferase 1B (UDPGT1B), B-Actina
(ACT), Fator de Elongacdo 2 (EF2) e Proteina ribossomal S2 (S2) e
suas respectivas temperaturas de anelamento.

Gene Iniciador Sequéncia Ta(°C)
F

RAFla agagggtgatctgatcctactgga 58
R gcactggattccaaatcgtgactg
F tcctgtagcetgtct

GH agaacgaactcctgtagctgtctg 58
R tactgtggagggtcaaagctcttc
F attccttgaatgtggt it

MHCIA 9 gaatgtggtggagagacicag 59
R catgtgaccatgcgtctactgaaac

FIB F ggtttatgcatctccgagtcctccaaactg 62
R accaccatgaagatcattccagtgagcc
F ccatgtgtcaat ttat tagt

HSP70 gtgtcaatgcagttatggacctag 59
R tacctcctgggatgttaagaccgaa
F atcttctggttctggtctgctctac

DMRT1 g ggticlggicig 58
R gtggtgcgtagaagctgaatgttg
F cttcact tgtctctatccgt

405 gggaatgtctctatcegtg 60
R gcactctccaacagtcacaatgtctccaac

c3 F ccaatcagtgggaggctgttggtttgaaca 58
R aggtgctacttccatgactagcccacaca

TE F tctggtagagggtgctggtgacgtt 58
R gcagaattcacaccacgagcccagt
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Tabela 1 (continuacéo)

Gene Iniciador Sequéncia Ta(°C)
F t t tcct

GST aacatcaccctgaacgagtcctacggce 58
R ggtgtcagcttgtttccttggecect
F

CYP1A acacaaacgctgctacctgggagt 58
R cacagtcaacacaggccaccttcaga
E

MET atccacatcgcctgcaacaacgct 58
R ccagccacctgacagcacatgaaca
E

UDPGTIB tcaacaggctgctttcaggcacca 58
R aaggtgctggttatgccecgtggatg
F t

ACT aaagccaacagggagaagatgaccca 55
R tgacaccgtctccagagtccatcacaat
F actgt

EED gtaagcgaggaatcagaggtg 58
R tacttgtcagcgaggtaacggg

52 F ggaaggaacagatgagcaggtagaag 58
R gcgaatgtctttggatgagcecc

6.9.2 Padronizacéo das reacdes de qPCR

A padronizacao das reacgOes foi realizada utilizando-se uma
curva de cDNA contendo 500 ng, 250 ng, 125 ng, 62,5 ng e
31,25 ng por reacdo de qPCR, para o célculo da eficiéncia da
reacdo. Neste caso, uma reacdo considerada Otima, teria a
quantidade de cDNA duplicada a cada ciclo, o que corresponde a
uma eficiéncia de 100%.

Utilizando o programa Corbett Rotor-Gene 6000
Application Software 1.7, os valores brutos de fluorescéncia
foram transformados em uma escala logaritmica, tornando
possivel a delimitacdo do ciclo limiar (Ct) com base no
coeficiente de correlacdo (R?) e eficiéncia da curva, calculados
pelo préprio equipamento.
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6.9.3 Exposicdo de P. vivipara ao esgoto sanitario para
validagao

Os exemplares de P.vivipara foram mais uma vez
coletados e aclimatados como descrito anteriormente (itens 6.1 e
6.2) e posteriormente expostos ao esgoto sanitario na
concentracao de 33% (v/v) por 96 h.

Foram utilizados quatro aquarios de vidro com capacidade
de 35 L, sendo dois aquarios para 0 grupo exposto e dois para o
grupo controle. Cada aquario recebeu um volume de 30 L de
agua do mar filtrada e diluida com &gua doce filtrada ou esgoto
para atingir a salinidade 24 e continha 30 peixes.

Ap6s 24 h, 18 fémeas de cada grupo foram medidas e
pesadas e em seguida mortas por transeccao cervical, tendo
seus figados, branquias e vesiculas biliares retiradas, e
congeladas em N; liquido e em seguida armazenadas em freezer
-80°C.

Seis pools de tecidos de trés individuos foram agrupados
para posterior analise.

Ap6s 48 h de exposicdo, a agua dos aqudrios do grupo
controle, bem como a solucdo de esgoto dos aquarios do grupo
exposto, foram totalmente renovadas. Ao final das 96h de
exposicdo os animais foram processados conforme descrito
anteriormente.

6.9.4 Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido dos pools de figado de fémeas do
grupo controle e do grupo exposto, apds 24 h e 96 h de
exposicdo utilizando o protocolo para o reagente TRizol
(Invitrogen).

A concentracdo e pureza das amostras resultantes foram
verificadas em espectrofotbmetro Nanodrop, a 260, 280 e
320nm, e em seguida foram utilizadas para a reacdo de
transcricao reversa.
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6.9.5 Sintese de cDNA

As amostras de RNA total foram utilizadas para a sintese
de DNA complementar (cDNA) pela acdo da transcriptase
reversa utilizando o kit QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Novamente
a concentracdo e a pureza das amostras de cDNA foram
verificadas em Nanodrop.

Em seguida as amostras de cDNA foram diluidas para
100ng para utilizacéo na técnica de qPCR.

7. PCR em tempo real (QPCR)

ApGs a padronizacao das reagfes para cada gene, foram
realizadas as reacdes de qPCRs sempre com uma curva padrdo
em paralelo. A ciclagem e os dados colhidos foram os mesmos
daqueles da etapa de padronizagéao.

Com os dados obtidos, a quantificacdo relativa da
transcricdo de cada gene foi comparada utilizando o método de
Ct ou AACt, que compara a transcrigdo de um gene alvo com um
gene controle, neste caso, um grupo tratado contra um exposto.
Porém os valores de transcricdo destes genes devem ser
relativizados por um normalizador, isto €, um gene que nao
apresente alteragdo em sua transcricdo tanto no grupo controle,
como no grupo tratado. O Ct (threshold), ou ciclo limiar é definido
como o ciclo de PCR onde o sinal fluorescente do corante
sinalizador cruza um limiar arbitrario, que deve estar na fase de
amplificacdo exponencial, acima do background, e abaixo da
fase de platd da reacdo (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

8. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo normal. Os
dados paramétricos foram testados pela analise de variancia em
uma via (ANOVA) e os ndo paramétricos, pelo teste de Mann-
Whitney, todos com nivel de significancia < 0,05 utilizando-se o
programa GraphPad Prism 5.0.
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9. RESULTADOS

Foram utilizadas amostras de RNAmM de figado de P.
vivipara do grupo controle e do grupo exposto ao esgoto
sanitario por 24 h para a obtencdo de uma biblioteca subtrativa,
visando a identificacdo de novos biomarcadores de
contaminacao aquética para a espécie.

Para a biblioteca subtrativa de genes induzidos, foram
sequenciados 185 fragmentos de cDNA, resultando em 42
contigs e 63 singletons. As sequéncias anotadas foram
classificadas segundo sua fungé@o biolégica, como transporte
transmembrana, sistema imune, transferase, anidrase carbdnica,
Fase | de biotransformacg&o, somatotropina (Tabela 3).

Os resultados da biblioteca subtrativa de genes reprimidos
séo de 230 fragmentos de cDNA sequenciados que geraram 71
contigs. As sequéncias anotadas foram classificadas como
funcdes biolbgicas de diferenciacdo sexual, efluxo de colesterol,
coagulacdo sanguinea, fosforilagdo oxidativa, importacéo
nuclear, sistema imune, transporte de ferro, metabolismo de
aminoécidos, chaperona, protease, formagéo do citoesqueleto e
maturacdo de vesiculas sinapticas (Tabela 4). Foram
encontradas proteinas ribossomais 16S e 40S nas duas
bibliotecas, portanto ndo foram incluidas nas tabelas citadas.

Depois de escolhidos o0s genes para validacdo, e
desenhados os inciadores, os mesmos foram testados nas
reacOes de padronizacdo. Todos os genes testados, incluindo os
escolhidos de outras bibliotecas subtrativas para a espécie P.
vivipara obtiveram resultados de eficiéncia dentro do limite
necessario para aplicagdo do método do AACT comparativo
(Tabela 2). Porém, os genes para GH, RAFla e MHCIA foram
descartados. O primeiro apresentou a formacédo de diversos
produtos na curva de dissociacdo, o segundo ndo amplificou e o
terceiro comecou a amplificar proximo ao trigésimo ciclo e
apenas em algumas duplicatas.
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Tabela 2 Valores de correlacdo (R?), inclinagdo da reta (M) e eficiéncia
da reacdo (100%=1) para as curvas padrdes geradas na padronizacéo
das reagbes de qPCR.

Gene R? Inclinacao Eficiéncia
GST 0,977 -3,320 1,00
CYPIA 0,994 -3,331 1,00
MET 0,980 -3,205 1,05
c3 0,998 -3,279 1,02
ACT 0,951 -3,455 0,95
S2 0,973 -3,236 1,04
UDPGT1B 0,956 -3,205 1,05
EE2 0,978 -3,304 1,01
DMRTL 0,990 -3,216 1,05
20S 0,975 -3,295 1,01
FIB 0,996 -3,316 1,00
HSP70 0,996 -3,271 1,02
TE 0,998 -3,203 1,05

Foram testados como normalizadores a B-Actina, as
proteinas ribossomais 40S e S2, e o Fator de elongacéo 2, e as
andlises estatisticas mostraram que para este propdésito,
somente 0s genes das proteinas ribossomais puderam exercer
este papel, visto que a B-Actina e o Fator de elongacédo
apresentaram alteracfes significativas na transcricdo entre os
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grupos (Figura 2). A média entre os valores de CT de 40S e S2
foram utilizadas como normalizador das rea¢des dos genes de
interesse, estando de acordo com o0 método proposto por
Schmittgen e Livak (2008).

Os peixes P. vivipara apresentaram uma repressdo na
transcricao dos genes hepéticos C3, FIB, DMRT1 e TF apos 24 h
de exposicdo ao esgoto em 5,95, 1,8, 3,03 e 3,33 vezes
respectivamente (Figura 3). Foi observado um aumento na
transcricdo dos genes GST; MET e UDPGT1B, respectivamente
de 2,6, 1,9 e 4,8 vezes ap06s 96 h de exposicdo. A transcricdo de
CYP1A apresentou um aumento de 2,2 vezes apo6s 24h e de 4,2
vezes apos 96 h de exposicao (Figura 4).

O Unico gene que nao apresentou alteracdo ha sua
transcricdo no figado dos animais expostos foi aquele que
codifica a Proteina de choque térmico 70 representando um falso
positivo da técnica (Figura 4).
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Tabela 3 Lista gerada pela SSH de genes induzidos pela exposicdo ao esgoto sanitario 33%(v/v) durante 24h em
figado de peixes Poecilia vivipara. Na tabela estdo dispostas informagfes sobre a func@o biolégica do gene,

probabilidade de identificac@o imprecisa do gene (e-value) e tamanho do fragmento em pares de base (pb).

Funcéo biolégica Homoélogo (proteina ou Espécie Nome da e-value Tamanho do
DNA) comparada sequéncia fragmento (pb)

Sistema imune Dominio C2 (similar Danio rerio Contig 21 7e-18 446
CC2D1A)
Similar ao dominio tipo Danio rerio Contig 39 0.21 557
dedos de zinco CCCH
(ZC3HDC1)
Complexo principal de Oreochromis Singleton 57 le-07 352
histocompatibilidade niloticus
classe | (MHC-classlA)

Transporte transmembrana Familia transportadora de Danio rerio Contig 35 2.0 236
soluto 4 trocador de anions
membro 2 (SLC4A2)

Transferase Serina-Treonina quinase Salmo salar Singleton 10 0.27 633
(RAF1A)
Carreador de treonina Cyprichromis cf. Singleton 34 0.13 393
(tRNA-Thr) leptosoma

Anidrase carbdnica Anidrase carbbnica XVI ¢ Danio rerio Singleton 41 2.0 548
(CA16C)

Fase | de Biotransformagao Citocromo P450 1A Rivulus Singleton 53 0.53 243
(CYP1A) marmoratus

Somatotropina Hormdnio de crescimento Poecilia Singleton 54 0.43 421
(GH) reticulata
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continuacéo...

Diferenciagé@o/Crescimento celular

Receptor beta B do fator
de crescimento derivado
plaquetéario (PDGFRBB)

Astotilapia
burtoni

Contig 18

3e-15

318

Tabela 4 Lista gerada pela SSH de genes reprimidos pela exposicdo ao esgoto sanitario 33%(v/v) durante 24h em
figado de peixes Poecilia vivipara. Na tabela estdo dispostas informagfes sobre a funcéo biolégica do gene,
probabilidade de identificacdo imprecisa do gene (e-value) e tamanho do fragmento em pares de base (pb).

Funcéo biolégica Homdlogo (proteina ou Espécie Nome da e-value Tamanho do
DNA) comparada sequéncia fragmento (pb)
Diferenciagdo sexual DMRT1 Kryptolebias Contig 2 2e-54 905
marmoratus
Efluxo de colesterol Apolipoproteina 14KDA Oplegnathus Contig 1 5e-11 221
fasciatus
Coagulagdo sanguinea Fibrinogénio, polipeptidio Danio rerio Contig 5 2e-09 356
gama
Fosforilagéo oxidativa Citocromo B (CYPB) Poecilia vivipara Contig 8 6e-66 374
Importagéo nuclear Importina 9 Strongylocentrotus Contig 14 1.9 519
purpuratus
Sistema imune Proteina do sistema Fundulus Contig 16 7e-37 216
complemento C3 (C3) heteroclitus
Metabolismo do ferro e sistema Transferrina (TF) Fundulus Contig 38 6e-16 301

imune

heteroclitus
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continuacéo...

Metabolismo de aminoéacidos
Chaperona
Protease

Citoesqueleto

Maturag&o de vesiculas sinapticas

Serina-piruvato
aminotransferase

Proteina de choque
térmico 70 (HSP70)

Inibidor de serinal/cisteina
protease

Isoforma da cadeia
pesada de miosina do
musculo liso (MMYH-2)

Proteina unc-13 homéloga
tipo B

Oreochromis
niloticus

Poecilia reticulata
Xiphophorus hellerii

Oryzias latipes

Oreochromis
niloticus

Contig 28
Contig 39
Contig 46

Contig 52

Contig 55

5e-50

2e-48

5e-06

2e-19

0.002

370

298

106

252

564
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Figura 2. Transcricdo dos genes candidatos a normalizadores. O
asterisco (*) representa diferenca significativa (p<0,05) em relacédo ao
grupo controle. O eixo y representa quantas vezes o0 gene aumentou ou
diminuiu em relacdo ao seu controle. Os dados estdo representados por
valores de média e desvio padréo.
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Figura 3. Transcricdo génica e validagao por RT-PCR quantitativo dos
genes reprimidos identificados na SSH para o grupo de peixes expostos
ao esgoto sanitario 33% apos 24 h e 96 h de exposi¢ao. O asterisco (*)
representa diferencga significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle.
O eixo y representa quantas vezes 0 gene aumentou ou diminuiu em
relagdo ao seu controle. Os dados estédo representados por valores de
média e desvio padréo.
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Figura 4. Transcricdo génica e validagdo por RT-PCR quantitativo dos
genes induzidos para 0 grupo de peixes expostos ao esgoto sanitario
33% apos 24 h e 96 h de exposicdo. O asterisco (*) representa
diferencga significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. O eixo y
representa quantas vezes 0 gene aumentou ou diminuiu em relagcdo ao
seu controle. Os dados estédo representados por valores de média e
desvio padrao.



49

HSP70

0.54

0.0

Transcricdo do mRNA relativa ao controle

00

Figura 5. Transcricdo génica por RT-PCR quantitativo da HSP70
identificada na biblioteca subtrativa de genes reprimidos do grupo de
peixes expostos ao esgoto sanitario 33% apds 24 h e 96 h de
exposicao.
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10. DISCUSSAO

A SSH é uma técnica bastante eficiente para identificar
genes diferencialmente transcritos comparando-se duas
populacdes de RNAm. Neste trabalho, esta técnica foi utilizada
para possibilitar a identificacdo de novos biomarcadores
moleculares em peixes nativos expostos ao esgoto sanitario, que
se constitui em um dos principais problemas ambientais de
contaminacdo dos corpos d'dgua na atualidade. Este estudo
visou uma maior compreenséao das respostas moleculares frente
a exposicdo ao esgoto sanitdrio em uma espécie de peixe
modelo (P. vivipara) pertencente a familia Poecilidae,
praticamente cosmopolita no ambiente aquatico.

Nas bibliotecas subtrativas foram identificados genes
referentes a diversos processos biolégicos, desde crescimento e
diferenciacdo sexual, até biotransformacéo e sistema imune.

10.1 Sistema de Biotransformacé&o de Fase |

Neste trabalho foi identificado um gene correspondente ao
processo de biotransformacao, o citocromo P450 da familia 1A
(CYP1A) que foi induzido nos peixes expostos ao esgoto
sanitario em 24 horas, e praticamente dobrando sua taxa
transcricional apds 96 h de exposi¢cdo. O Citocromo P450 é uma
superfamilia de enzimas do sistema de monooxigenases de
funcdo mista, que apresenta um papel central no metabolismo
oxidativo e detoxificacdo de varias substancias naturais ou
xenobidticas. A subfamilia CYP1A e a enzima etoxiresorufina-O-
deetilase (EROD), expressdo catalitica de CYP1lA (BAINY;
WOODIN; STEGEMAN, 1999), desempenham uma importante
funcdo na biotransformacédo de compostos organicos, incluindo
PAHs, PCBs e dioxinas (WILLIAMS; LECH; BUHLER, 1998;
BAINY; WOODIN; STEGEMAN, 1999; CAJARAVILLE et al.,
2000; FREIRE et al., 2008).

CYPs sdo essenciais no metabolismo de xenobidticos e
sua funcdo pode estar relacionada a diferencas inter-especificas
quanto a susceptibilidade aos efeitos téxicos de produtos
guimicos. Sdo amplamente utilizados como biomarcadores de
contaminacdo aquatica, ja que sao induzidos por compostos
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toxicos (BAINY; WOODIN; STEGEMAN, 1999; JONSSON et al.,
2010).

Uma via enddgena envolvendo cAMP, parece ativar o
receptor de hidrocarbonetos aromaticos (AHR) para translocacao
nuclear e medeia a expressado génica para eventos fisioldgicos
normais, sendo que  ativacBes persistentes de AHR por
xenobidticos pode mediar vérios eventos tdxicos em tecidos
incluindo figado e sistema vascular e imune (CURTIS et al.,
2011).

Muitos estudos tém observado altera¢des na transcricao de
CYP1A em figado de peixes teledsteos oriundos do ambiente e
também em experimentos laboratoriais (WANG et al., 2010b).

Curtis e colaboradores (2011) observaram que as
proteinas de CYP1A catalisaram mais de 98% da atividade da
EROD em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss expostas a
benzo[a]pireno e benzo[e]pireno. Estudando a mesma espécie,
Jonsson et al (2010) relataram a indugdo da transcricdo de
CYP1A e CYP1B em peixes expostos a diferentes ambientes.

Em monitoramentos ambientais, Williams, Lech e Buhler,
(1998) descrevem a indugdo de CYP1lA em trutas arco-iris,
devido a vérios carcin6genos genotoxicos, bem como a
modulacéo de CYPs por xenoestrégenos.

Através da SSH e de técnicas de microarray, Williams e
colaboradores (2003) observaram um aumento na transcricdo de
CYP1A no linguado Platichtys flesus coletados em um estuério
poluido.

Utilizando P. vivipara expostos por 24h a fracdo de dleo
diesel acomodada em agua, Mattos e colaboradores (2009)
observaram um aumento significativo de CYP1A em figado.
Zanette e colaboradores (2009) encontraram novas isoformas de
CYP1 em peixes Fundulus heteroclitus e P.vivipara. Bainy,
Woodin e Stegeman (1999) utilizaram a atividade de multiplas
formas de CYPs em tilapia como bioindicador de qualidade de
agua, observando um aumento da atividade de CYP1A. De forma
similar, Regoli e colaboradores (2011) observaram um aumento
de CYP1A em enguias Anguilla anguilla expostas a sedimentos
contaminados em condi¢Bes laboratoriais.

Os trabalhos supracitados corroboram os resultados
obtidos neste estudo, onde a taxa de transcricdo de CYP1A
mostrou-se uma ferramenta importante como biomarcador de
contaminacao aquatica, neste caso por esgoto sanitario.
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10.2 Sistema de Biotransformacéo de Fase |l

Estudos anteriores realizados em figado de peixes P.
vivipara expostos a fracdo acomodada em &gua de Oleo diesel,
observaram um aumento na transcricdo de genes que codificam
enzimas de biotransformacdo de Fase I, tais como a GST, a
UDPGT1B e MET, sendo que também foi observado um
aumento na atividade enzimatica de GST (Mattos et al., 2009).
Devido a funcéo destes genes na detoxificagéo de xenobidticos e
a utilizacdo do mesmo organismo modelo, estes genes também
foram testados no presente estudo.

Neste trabalho foi observado o aumento na transcrigdo dos
genes de CYP1A, GST e UDPGT1B no figado dos peixes
expostos ao esgoto sanitario, o que pode ter sido induzido pelos
PAHs presentes neste efluente ou outro tipo de agonista dos
receptores AHR. Tanto a GST quanto o UDPGT1B apresentaram
um aumento na transcrigdo hepatica apos 96 h de exposi¢do. A
transcricdo do CYP1A apresentou um aumento ja ap6s 24 h do
inicio da exposicao e praticamente duplicou ap6s 96 h. Com
base nestes resultados pode-se sugerir que a resposta inicial dos
sistemas de biotransformacdo de fase | tenha tornado os
compostos originais em metabdlitos mais adequados para a
reacdo com as enzimas de Fase Il (GST e UDPGT1B), que
teriam suas respostas de aumento de transcricdo temporalmente
subsequentes.

As GST sdo descritas como as principais e mais
distribuidas enzimas de fase Il que conjugam glutationa a
substratos eletrofilicos (BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004) e
atuam na defesa contra o0 dano oxidativo e produtos
peroxidativos de DNA e lipidios (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003), podendo ser modulados por AHR e fatores
de transcricdo NRF2 (KONISHI et al., 2005). A avaliacdo de sua
atividade, assim como a da enzima catalase tém sido
amplamente utilizadas em estudos laboratoriais e em programas
de biomonitoramento ambiental, tanto em peixes quanto em
moluscos como organismos sentinela (VIARENGO et al., 2007).

Varios autores relacionam um aumento na atividade da
GST com a exposicdo a contaminantes, tais como em truta arco-
iris expostas cronicamente ao fungicida propiconazol (LI et al.,
2010). Qu et al (2011) associam este aumento a detoxificacédo
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de microcistina do figado de carpas Hypophthalmicthys molitrix
tratadas com esta hepatotoxina. Em uma biblioteca subtrativa de
Crassostrea gigas expostas a fracdo acomodada de
combustiveis em agua, tanto genes induzidos, quanto reprimidos
de diferentes isoformas de GST foram encontrados (BOUTET;
TANGUY; MORAGA, 2004).

Burnett e colaboradores (2007) citam que peixes Fundulus
heteroclitus apresentam diversas adaptagbes bioquimicas e
moleculares, que podem estar relacionadas com sua capacidade
de sobreviver em ambientes contaminados. Entre estas, estdo o
aumento das atividades da GST, UDPGT, de enzimas
antioxidantes e da glicoproteina P hepaticas.

A sintese de glicuronideos pela UDPGT microsomal é a
maior via de inativacdo e excrecdo subsequente de compostos
organicos xenobidticos e enddgenos em peixes (VAN DER
OOST,; BEYER; VERMEULEN, 2003). Segundo 0s mesmos
autores, diversas isoformas com diferentes especificidades por
substrato estdo presentes em peixes, sendo que a isoforma que
preferencialmente conjuga fendis planares é induzida por PAHSs.
A atividade da UDPGT é considerada o parametro mais
responsivo nas reagoes de fase Il aos poluentes.

No presente estudo, também foi observado um aumento na
transcricdo do gene da MET no figado dos peixes expostos por
96h ao esgoto sanitério.

Estudos por similaridade com a sequéncia de Danio rerio
sugerem que o gene da metiltransferase codifica para uma
proteina com atividade Catecol-O-Metiltransferase (COMT). Em
humanos, estrégenos de catecol como o 2- e 4-hidroxiestradiol
(2-OH-E; e 4-OH-E;) sdo rapidamente O-metilados formando
monometil éteres catalisados pelo COMT utilizando S-adenosil-L-
metionina (AdoMet) como doador de metil (ZHU et al., 2008).
COMT inativa horm®nios, neurotransmissores e xenobidticos
contendo grupos catecéis (TENHUNEN et al., 1994). Estudos in
vitro tém demonstrado que varias drogas podem afetar a
atividade enzimatica de MET, geralmente baixando a atividade
(LOIT et al., 2011).

O aumento da transcricdo génica de MET pode estar
associado a presenca de possiveis estrogenos na agua, bem
como xenobidticos com grupos catecol.
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10.3 Genes relacionados ao Sistema Imune

Nas bibliotecas subtrativas deste estudo, foram
encontrados genes relacionados ao sistema imune que foram
agrupados por pertencerem ao sistema propriamente dito, ou por
exercerem funcgfes relacionadas, acarretando em mudancas
moleculares e fisioldgicas do organismo.

O gene C3 encontrado na biblioteca reprimida, foi validado
por qPCR, apresentando uma inibicdo da transcricdo génica
apos 24 h de exposicdo. Dentre as proteinas do sistema
complemento, a C3 é uma molécula central envolvida no sistema
imune inato e sua ativacdo € essencial para todas as fungfes
realizadas por este sistema. (Ql et al., 2011). Esta proteina é
derivada de hepatocitos da fase aguda, conhecidos por serem
induzidos em peixes teledsteos em respostas a infeccdes
bacterianas (WILLIAMS et al., 2003).

Dentre as funcgdes de C3, estdo a produgcdo de moléculas
de opsonina, anafilatoxinas, morte direta de patdégenos,
manutencdo da homeostase (QIl et al., 2011; BO et al., 2012) e
recentemente, descobriu-se que o0 sistema complemento
desempenha papéis importantes em processos como a
hematopoiese, desenvolvimento vascular e esquelético,
reproducéo e regeneracdo de membros (QIl et al., 2011).

Qi e colaboradores (2011) observaram uma inducdo na
transcricdo do gene C3 no peixe Epinephelus coioides mantido
em diferentes condi¢cdes de temperatura e pH, e que este gene
esta envolvido nas respostas ao estresse ambiental.

Outro gene encontrado neste estudo foi o referente ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), que é um
sistema de defesa imune que atua no reconhecimento e
apresentacdo de antigenos. Dividem-se em dois grupos, os de
classe |, que interagem com o CD8 de linfécitos T e os de classe
Il que ativam o CD4 dos linfécitos T mediando a imunidade
humoral (ZHU et al., 2012). N&o foi possivel a validacdo deste
gene por problemas de amplificacéo dos iniciadores.

Ja as transferrinas, que também foram encontradas nos
genes reprimidos, puderam ser avaliadas, resultando em uma
reducdo de transcritos nos animais expostos ao esgoto sanitario
por 24 h. As transferrinas sdo glicoproteinas monoméricas
provavelmente ubiquas em metazoarios, mais conhecidas por
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sua capacidade de sequestrar e transportar ferro ndo heme e
pela habilidade de alguns homdlogos de responder em atividades
imunes (LAMBERT, 2011). Sdo primeiramente expressas no
figado e em seguida liberadas na corrente sanguinea. Nos
vertebrados as transferrinas séricas sdo essenciais no transporte
de Fe(lll) em resposta aos ligantes do receptor e a mudangas no
pH. Algumas familias de transferrinas como as lactoferrinas e
melanotransferrinas também podem se ligar ao ferro, enquanto
outras perderam esta habilidade, ganhando novas fun¢des como
inibicado da anidrase carbénica em mamiferos (LAMBERT, 2011).

A anidrase carbbnica é uma familia de metaloenzimas que
catalizam a rapida conversédo de diéxido de carbono e prétons
em bicarbonato, e que também foram identificadas pela técnica
de SSH deste estudo. Em animais, desempenham um papel
chave no controle de pH fisiolégico, balanco gasoso e
calcificacdo (CEYHUN et al., 2011).

Um dos genes identificados no presente estudo pertence a
familia das serina-cisteina proteases. Enzimas proteoliticas séo
biocatalizadores que hidrolisam ligacdes peptidicas, sendo
classificados de acordo com a reacdo catalisada ou com o
aminoécido alvo do sitio catalitico (BEZERRA et al., 2001).

Em animais aquaticos, as serino-proteases como a tripsina,
quimiotripsina e elastase, sdo as mais estudadas entre os
teleGsteos, e estdo relacionadas na coordenacdo de varios
processos fisioldgicos como digestdo, resposta imune,
coagulacao sanguinea e reproducéo (BEZERRA et al., 2001).

Alguns antiretrovirais tém como mecanismo basico de
acdo, a inibicdo de proteases, como anti-herpéticos (Aciclovir,
Docosanol) anti-influenza (Amantadina, Peramivir), anti-hepatite
(Adefovir, Lamivudina) e outros (Interferons) (MOLINARO et al.,
2010).

A ativacdo da via classica do sistema complemento é feita
por uma serino-protease e neste trabalho, tanto as serino-
protease quanto C3 foram inibidos sugerindo uma possivel
reducdo na capacidade imune dos peixes expostos.

Muitos autores sugerem que varias serino-proteases
pertencem ao sistema de coagulacdo e podem ativar a cascata
do sistema complemento independentemente das trés vias
estabelecidas (via classica, via alternativa e via da lectina) (BO et
al., 2012). Todas as vias convertem a via Litica que leva a
opsonizacdo ou morte direta de microorganismos invasores.
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Cisteino-proteases agem de forma semelhante as serino-
proteases, alterando apenas o0 sitio catalitico e estando
envolvidas na degradagédo de proteina intracelulares e defesa
imune (BO et al.,, 2012). Peixes da espécie Oryzias latipes
(Medaka) infectados por bactérias apresentaram um aumento na
transcricdo de apolipoproteina e a cisteino-proteases (BO et al.,
2012).

As apolipoproteinas ligam-se aos lipidios formando
lipoproteinas que transportam os lipidios através dos sistemas,
linfatico e circulatério. O seu papel primario é o transporte
reverso de colesterol, onde a via leva o colesterol das células
extra-hepaticas para serem secretadas no figado. A
apolipoproteina A-l pode ter uma fungé@o na defesa inata contra
patégenos bacteriais ou virus em peixes teledsteos
(CHOUDHURY et al., 2009; BO et., 2012).

Neste estudo, a técnica de SSH identificou os genes C3,
apolipoproteina 14kDa, MHC classe |, fibrinogénio gama e
transferrina na lista de genes reprimidos, sendo que C3, FIB e TF
foram validados e apresentaram uma redugcdo na sua taxa de
transcricdo no figado de peixes expostos por 24 h ao esgoto
sanitario.

Hall et al (2011) em uma SSH realizada com a espécie de
peixe Osmerus mordax expostos a um modelo de frio induzido
por glicerol, identificaram genes induzidos para C3,
apolipoproteina C e TF. Utilizando a mesma técnica em carpa
prateada injetada intraperitonealmente com microcistina, Qu et al
(2011) encontraram genes induzidos para C3, apolipoproteina
14kDa, MHC classe I, fibrinogénio beta e transferrina.

C3 pode ter sido reprimido pela supressdo das respostas
de fase aguda nos peixes submetidos ao esgoto. No presente
trabalho, os peixes do grupo exposto ao esgoto apresentaram
hemorragias ao longo do corpo, o que pode estar relacionado a
baixa expressédo de FIB em 24 h.

O fibrinogénio é uma proteina do plasma que pode ser
transformada em uma rede de fibrinas insollveis pela acéo da
trombina e fator Xllla nos estagios finais da cascata de
coagulacdo sanguinea. E um dimero de duas metades iguais
com trés cadeias polipeptidicas cada, designadas Aa, BB e y,
que sdéo interligados por pontes dissulfeto (MANSETH et al.,
2004). Sendo uma proteina de fase aguda, o fibrinogénio pode
aumentar sua expressdo nos processos inflamatérios e em
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concentracfes altas pode ocasionar doenca cardiovascular
aterosclerotica e ocorréncias de eventos isquémicos, e em
baixas concentracdes, esti associado a doengas hepéticas,
lesbes na medula 6ssea subnutricdo e hemorragias de caréter
grave (MOLINARO et al., 2010).

Foi identificado na lista de genes, um que codifica uma
proteina de choque térmico 70, porém, a mesma ndo foi validada
por PCR quantitativo, tornando-se possivelmente um resultado
falso positivo obtido pela técnica do SSH.

10.4 Trocadores de anions

Na biblioteca subtrativa de genes induzidos, foi encontrada
uma sequéncia homologa ao de zebrafish, SLC4A2 que é um
trocador de &anions. Trocadores de cloreto e bicarbonato da
superfamilia de genes SLC4 e SLC26 controlam o pH
intracelular, volume das células e concentracdo de Cl intracelular
em quase todos os tecidos. Em mamiferos 0 SLC4A1/AEl é
expresso incialmente nos eritrocitos e em células intercaladas do
tipo A dos ductos renais coletores (SHMUKLER et al., 2005).

Os polipeptideos do homdlogo AE2 codificam um trocador
de anions eletroneutro, Na*-voltagem-independente, inibida por
pH intracelular e extracelular, e induzida por NH,;". Em Danio
rerio e camundongo o trocador de anions é regulado de forma
aguda e independentemente, por pH intra e extracelular e por
NH4" (SHMUKLER et al., 2008).

Provavelmente neste estudo, por se tratar de uma
exposicdo ao esgoto sanitario ndo tratado, a concentracdo de
nitrogénio amoniacal pode ter sido responsavel pela inducao do
SLC4 de P.vivipara. No entanto, ndo foram avaliados os niveis
de amonia nas amostras utilizadas.

10.5 Serina/treonina quinase e receptor do fator de
crescimento plaguetario

Na biblioteca de genes induzidos, foram encontrados
genes que codificam uma serinal/treonina quinase (RAF1) e um
receptor beta do fator de crescimento derivado plaquetario
(PDGFRBB).
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Funcdes como proliferacdo, diferenciacdo e morte celular,
sdo processos coordenados que auxiliam na manutencdo da
homeostase. Fatores de crescimento desempenham um papel
central no controle destes processos, funcionando como
desencadeadores das cascatas de transdugdo de sinal, apos
ligacdo com seus receptores cognatos de membrana. Qualquer
componente desta cascata pode ser desregulado contribuindo
para eventos de transformacdo e tumorigénese (WEINSTEIN-
OPPENHEIMER et al., 2000).

Raf é uma enzima proto-oncogése de serinal/treonina
quinase que em humanos € codificada pelo gene RAF1,
funcionando na via do MAPK/ERK como parte da cascata de
proteina quinase. (WEINSTEIN-OPPENHEIMER et al., 2000).

O PDGF é membro da familia de receptores do fator de
crescimento derivado plaquetario transmembrana, que contém
uma atividade de Y quinase intrinseca, e pode induzir a ativacéo
da via Ras-Raf-MEK-ERK. Mutacdes pontuais, delecéo,
rearranjos e amplificagdo génicas séo responsaveis pela ativacdo
da expressao de Raf (WEINSTEIN-OPPENHEIMER et al., 2000),
gue envolve uma complexa série de eventos que incluem
recrutamento de membrana, fosforilagdo e defosforilagdo,
desorganizacdo e formagdo de vérias interagbes proteina-
proteina (CHONG,; VIKIS; GUAN, 2003).

O aumento da expressdo de Raf estd envolvido com o
aumento da incidéncia de varios tipos de cancer (WEINSTEIN-
OPPENHEIMER et al., 2003).

Pode-se sugerir a hipétese de que a indugcdo destes dois
genes pode estar associada diretamente nos sinais anti-
apoptéticos. O dano ao DNA e o estresse oxidativo causados
pela mistura de compostos complexos presentes no esgoto
sanitario, bem como a presenca de patdgenos, podem gerar
estimulos fisioldgicos nos peixes expostos, culminando na
apoptose celular.

10.6 Diferenciacédo e determinacao sexual

Um gene de maturacdo e diferenciacdo sexual, o DMRTL,
foi encontrado reprimido em animais expostos ao esgoto
sanitario pela SSH, e sua repressao foi confirmada por testes de
gPCR.
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DMRT1 é um gene que codifica para uma proteina com um
motivo de ligacdo de DNA, que foi recentemente caracterizado
em humanos como contrapartida a dois genes envolvidos na
diferenciacdo sexual de invertebrados, o doublesex (dsx) de
drosofilas e o mab3 de nematédeos e estd envolvido na
diferenciacdo e maturagdo sexual de vertebrados como aves,
répteis, mamiferos e peixes (MARCHAND et al., 2000; WANG et
al., 2010a).

A transcricdo deste gene esta associada em vertebrados,
ao fendtipo masculino implicando na diferenciacao testicular
inicial (WANG et al., 2010a). Marchand et al., (2000) acreditam
que o DMRT1 em peixes, pode ter um papel mais crucial na
diferenciacdo sexual que nos mamiferos, visto que ndo foram
encontrados equivalentes de Sry (gene determinante sexual no
cromossomo y de mamiferos).

Estudos em tilapia demonstraram que o DMRT1 é um
repressor natural da aromatase (CYP19A1), que é um de seus
alvos, e que o0 mesmo é um repressor dos genes da via feminina.
Nestes peixes, 0 estrogénio € um indutor natural da diferenciacéo
do ovério, entretanto, DMRT1 suprime a via feminina pela
repressao da transcricdo génica da aromatase e producao de
estrogénio pela gbnada (WANG et al., 2010a).

O 17B-estradiol € um dos esteréides mais consumidos
como forma de contraceptivo e sua deteccdo no ambiente é
proveniente de esgoto sanitario ndo tratado, remogao incompleta
nas estacfes de tratamento de esgoto, ou por compostos
inativados em formas conjugadas por glicuronacgéo ou sulfatacéo,
que podem se tornar ativas pela acdo de desconjugagdo das
bactérias no ambiente ou na prépria estacéo de tratamento. Além
disso, compostos como PCBs, alquil fendis e ésteres fitalatos,
mimetizam estrégenos naturais (FROEHNER et al., 2012).

Com base nestes estudos pode-se sugerir que a acao
destes hormonios possivelmente presentes no esgoto tenham
sido responsaveis pela alteracdo da transcricdo génica
observada.



60

11. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos
chegar as seguintes conclusées:

- A técnica de SSH apresentou-se como uma ferramenta
adequada na busca de novos biomarcadores moleculares em
peixes P. vivipara expostos ao esgoto sanitario.

- As fungBes mais afetadas encontradas foram as de
biotransformacgdo que tiveram suas expressdes aumentadas, e
as funcdes do sistema imune, que em geral foram reprimidas.

- Quatro genes foram validados pela técnica de PCR em
Tempo Real, com CYP1A induzido, DMRT1, FIB, C3 e TF
reprimidos.

- Os genes de biotransformacéo de fase Il MET, UDPGT e
GST testados, também foram induzidos, confirmando sua
eficiéncia como biomarcadores para contaminagédo aquatica em
figado de P. vivipara.

- Os genes induzidos, possivelmente tiveram sua
transcricdo alterada devido a ativacdo do AHR de compostos
provaveis do esgoto sanitario, como PAHs, farmacos, entre
outros.

- A repressdo de genes como C3 e FIB sugere que além
dos patégenos, outros compostos encontrados no esgoto
sanitario, podem afetar diretamente o sistema imune de animais
aquaticos.
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12. CAPITULO I

AJ\IALISE DA TRANSCRICAO GENICA DIFERENCIAL EM
FIGADO DE PEIXES Poecilia vivipara EXPOSTOS in situ AO
ESGOTO SANITARIO
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13. INTRODUCAO

Mangues sdo importantes ecossistemas que fazem
interface entre os ambientes marinhos e terrestres ao longo da
zona costeira de regifes tropicais e subtropicais (FROEHNER et
al., 2012). Ecossistemas de terras Umidas e florestas de mangue
fornecem até 21 tipos de servico ecologico, dentre eles, prote¢éo
contra cheias, prevencéo da erosdo costeira e como reguladores
de salinidade, além de promoverem a diversidade de espécies
(LEWIS; PRYOR; WILKING, 2011). Os mangues possuem uma
grande producgdo primaria, abundancia em detritos, séo ricos em
carbono organico e com condi¢Bes oxi-redutivas, o que tornam
estes locais ideais para absorcdo de poluentes antropogénicos
(FROEHNER et., 2012).

Varias perturbagcées ocasionadas pelo homem vém
afetando o ambiente estuarino, contribuindo para alteragdo do
habitat e mudando a estrutura e dindmica das comunidades
bidticas. Problemas ambientais encontrados nestes sistemas
invariavelmente resultam da superpopulagéo e desenvolvimento
descontrolado das bacias hidrogréaficas costeiras, bem como as
atividades humanas nas proprias enseadas estuarinas
(KENNISH, 2002).

Sistemas de 4gua doce em estacdes de tratamento de
esgoto sdo expostos a uma mistura complexa de poluentes com
propriedades de desregulacdo enddcrina que pode ter efeitos
negativos sobre as populagdes animais. Devido a vasta natureza
dos quimicos despejados pelas estacdes de tratamento no
ambiente com efeitos variados, sendo alguns de mecanimos de
toxicidade antagbnicos, a resposta integrada em peixes expostos
é praticamente imprevisivel e deve ser testada (SOLE et al.,
2003).

Monitorar os tipos e quantidades de substancias téxicas
gue entram constantemente no ambiente € uma tarefa exaustiva,
e mesmo que inUmeros métodos analiticos estejam disponiveis,
coletar amostras suficientes em tempo habil € um grande
obstaculo na avaliacdo de danos ambientais (SILVA; HEUSER;
ANDRADE, 2003). Medidas de rotina na coluna d’agua nao
podem ser feitas quando as concentracfes estdo sempre
préximas ou abaixo do limite de deteccdo, além de que essas



63

andlises, quando possiveis, requerem aparatos caros e analistas
habilidosos (LAM; GRAY, 2003).

Para contornar estas dificuldades, o monitoramente
ambiental, utilizando testes em sistemas bioldgicos, propiciam
ferramentas mais adequadas para a identificacdo de poluentes
capazes de causar dano a saude do homem e ao ambiente
(LAM; GRAY, 2003; SILVA; HEUSER; ANDRADE, 2003; VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Os programas de monitoramento nacionais e internacionais
levaram muitos anos para chegar a um senso comum, entretanto
as pesquisas em biomarcadores nao pararam, levando ao
continuo desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, mais
confiaveis, ou que possam detectar novos efeitos que nao tinham
sido observados anteriormente (LAM; GRAY, 2003).

Os organismos sentinela tém sido utilizados como um meio
de quantificar padrdes de exposicdo ou de melhorar a
sensibilidade analitica, geralmente, escolhidos de espécies com
uma simples relacao estatistica entre seus tecidos e as fontes de
concentragdo. Organismos cuja fisiologia, comportamento ou
ndamero de individuos alterem em resposta ao poluente, ou que
mostrem interagdes com outros contaminantes, invariavelmente
apresentam problemas de interpretacdo, jaA que seu valor como
monitor incide na quantificacdo direta ou indireta de efeitos
toxicos, devendo ser classificado mais precisamente como
indicador, ou espécie monitora (BEEBY, 2001).

A utilizacdo de biomarcadores precisa preencher certos
requisitos como ser sensivel ao estresse em um nivel molecular
e celular, devendo ser ativados rapidamente, avisando aos sinais
de risco de efeitos toxicos nos animais, avaliar danos de
poluentes em nivel tecidual e avaliar estresse em nivel de
organismo, indicando a capacidade potencial de sobrevivéncia
tanto quanto sua capacidade reprodutiva (VIARENGO et al.,
2007).

Nos ultimos anos, uma variedade de abordagens em
biologia molecular foi enriquecida com o desenvolvimento de
técnicas mais precisas e sensiveis como o qPCR, que é uma
técnica bastante sensivel e precisa, capaz de quantificar os
niveis de expressdo de genes relevantes toxicologicamente,
mesmo com baixas abundancias transcricionais. Esta técnica
oferece uma série de vantagens sobre as técnicas moleculares
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convencionais, pois apresentam especificidade e uma vasta
gama linear de quantificacéo (VIARENGO et al., 2007).

Neste trabalho foram investigadas as transcricfes
diferenciais de genes envolvidos em processos como
biotransformacdo, sistema imune e diferenciacdo sexual,
provenientes de estudos laboratoriais, utilizando peixes Poecilia
vivipara como modelo de organismo sentinela exposto aos
mangues de Ratones e do Itacorubi, Florian6polis, SC, com a
técnica de PCR em tempo real.
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14. OBJETIVOS

1. Analisar a transcricdo de genes em peixes P. vivipara
expostos ao esgoto sanitario in situ, nos mangues de
Ratones e ltacorubi, na llha de Santa Catarina.

2. Analisar a transcricdo dos genes CYP1A, C3, MET, UDPGT,
FIB, DMRT1, TF, HSP70 e GST em peixes P. vivipara
expostos ao esgoto sanitario in situ;

3. Comparar a transcricdo de genes nos organismos mantidos
no local contaminado com os do local referéncia ap6s 24 h e
96 h de exposicao.
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15. METODOLOGIA
15.1 Coleta dos animais

Os animais foram coletados nos tanques de cultivo de
peixes do LAPMAR, da UFSC utilizando armadilhas de captura
(Minnowtrap™) com racao para peixes como atrativo.

Em seguida, os animais foram encaminhados para o
Laboratdrio de Defesas Celulares (LABDEF), CCB, UFSC, onde
foram aclimatados por 40 dias em agua do mar filtrada (0,45 pum),
a 21°C e salinidade 24, com aeracdo constante. Durante a
aclimatacéo, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com
racdo peletizada e tiveram seus aquéarios drenados com
renovacdo de 50% do volume da agua.

Duas semanas antecedentes a exposi¢cdo no ambiente, o0s
aquarios tiveram suas salinidades reduzidas gradativamente até
16, de acordo com a média de salinidade medida no mesmo
periodo nas areas de estudo.

15.2 Area de estudo
15.3 Manguezal de Ratones

O manguezal de Ratones situa-se nas coordenadas
geograficas (27°27°307/27°30°00"S; 48°28'12”/48°31'43"0)
localizado a Noroeste da llha de Santa Catarina, sobre a Baia
Norte, sendo parte integrante da Estacdo Ecolégica de Carijés. O
mangue de Ratones é drenado por diversos coOrregos e rios,
sendo o principal, o Rio Ratones (CAMARGO; PELLERIN;
PANITZ, 2001).

O local foi escolhido como é&rea referéncia deste trabalho
por ter caracteristicas de pouca atividade antrépica e pela
adequada qualidade da agua analisada previamente.

O local experimental esta identificado nas coordenadas
27°28'16,04S” e 48°31°14,18”0 (Figura 6).
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15.4 Manguezal do Itacorubi

O manguezal do Itacorubi faz parte da Bacia Hidrografica
do Itacorubi, regido que recebeu inumeros aterros para
implantacdo e ampliagdo de vias publicas e residéncias. Uma
parte desta area, com aproximadamente 4 ha foi utilizada por
muitos anos como zona de depdsito de lixo urbano sob a
administracdo da Companhia de Melhoramento da Capital
(COMCAP). Ainda hoje os coérregos que drenam esta area
recebem o despejo clandestino de esgoto sanitario associado ao
esgoto pluvial.

O manguezal situa-se nas coordenadas geogréficas
27°34'14”] 27°35'31"S e 48°30°077/48°31’33"0, e é alimentado
pelos rios Itacorubi e Sertdo e localiza-se no setor Centro-Oeste
da llha de Santa Catarina.

A literatura aponta inimeras atividades potencialmente
danosas ao mangue que estdo compiladas em uma revisdo
bastante apurada feita por Sovernigo (2009). Com base na
literatura e por observacdes feitas diretamente no local, este
mangue foi escolhido como &area de estudo contaminada por
esgoto sanitario, sendo que os dois locais amostrais, definidos
como Itacorubi I (ITA I) localizado a montante e Itacorubi Il (ITA
II), localizado a jusante em relacdo ao fluxo de agua dos
corregos e situam-se respectivamente nas coordenadas: ITA |
27°34’41,52’S e 48°30'58,56°0 e ITA I, 27°34°32,7" e
48°31°'08,70”0 (Figura 7).
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Googlc

Figura 6. Identificagdo do local amostral referéncia onde foi fixada uma
balsa de exposicéo.

4 itacorubi

Figura 7. ldentificacdo dos locais amostrais expostos onde foram fixadas
balsas de exposicéo.
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15.5 Exposigao dos animais

Os exemplares de P.vivipara depois de aclimatados foram
transportados aos locais de estudo onde foram mantidos no
mangue com auxilio de baldes alimenticios adaptados. Cada
balde teve o fundo, a tampa e 70% das laterais removidas,
substituindo-as por uma tela de tecido sintético, em cada balde
foi fixada uma pequena poita para manté-lo na posicao vertical.
Os baldes foram fixados em uma mini-balsa flutuante que por
sua vez foi presa a uma poita (Figura 8). Este tipo de exposi¢cédo
foi uma adaptacéo de outro modelo proposto por Nunes (2008)
para exposicdo de ostras, que vem sendo utilizado com sucesso
pela equipe do LABCAI.

Figura 8. Mini-balsa com balde adaptado para exposi¢cdo de peixes in
situ.

Em cada balsa, foram fixados dois baldes contendo 30
animais, num total de 60 peixes por local.

Para os objetivos deste trabalho, um total de 12 animais
por local amostral seria suficiente (pools de 2 animais, n=6), 0os
demais animais expostos fizeram parte de outro trabalho
conjunto para analises bioquimicas e histologicas.

ApOs o periodo de 24 e 96 horas, os animais foram mortos
por transeccao cervical, medidos, pesados e amostras de figado
foram coletadas.
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Os tecidos foram congelados imediatamente em nitrogénio
liguido e em seguida armazenados em freezer -80°C. Estes
procedimentos foram realizados com o0s animais do grupo
referéncia mantido no Mangue de Ratones, e nos grupos
contaminados mantidos nos locais ITA | e ITA Il

15.6 Extragcdo de RNA total

O RNA total foi extraido a partir de 6 pools de peixes,
agrupados por sexo, dos grupos referéncia, e contaminado ITA |
e ITA Il dos tempos de 24 h de exposicao, visto que os animais
dos grupos contaminados morreram apés 24 h de exposicéao,
restando apenas os do grupo referéncia

A extracéo foi realizada apenas nos figados e utilizando o
protocolo para o reagente TRizol (Invitrogen).

15.7 Sintese de cDNA

As amostras de RNA total foram transformadas em DNA
complementar (cDNA) pela ac¢do da transcricdo reversa
utilizando o kit QuantiTech Reverse Transcription (Qiagen) de
acordo com as instru¢des do fabricante e suas concentracoes e
pureza foram verificadas em Nanodrop.

Em seguida as amostras de cDNA foram diluidas para 100
ng para utilizacédo na técnica de gPCR.

15.8 Padronizacéo das reacfes de qPCR

A padronizacdo das reacdes foi realizada utilizando uma
curva contendo 500 ng, 250 ng, 125 ng, 62,5 ng e 31,25 ng de
cDNA por reacdo de gPCR, para o calculo da eficiéncia da
reacdo, como descrito no capitulo | deste trabalho.

Utilizando o programa Corbett Rotor-Gene 6000
Application Software 1.7, os valores brutos de fluorescéncia
foram transformados em uma escala logaritmica, tornando
possivel a delimitacdo do ciclo limiar (Ct) com base no
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coeficiente de correlacdo (R?) e eficiéncia da curva, calculados
pelo proprio aparelho.

Os genes escolhidos para serem testados foram os que
melhor responderam na validacdo da SSH descrita no capitulo 1,
além de outros genes escolhidos por sua importancia nas
funcdes de biotransformagdes. Desta forma, foram utilizados os
iniciadores para amplificacdo dos genes CYP1A, C3, GST, MET,
UDPGT, FIB, DMRT1, TF, HSP70, e genes normalizadores 40S,
S2 e EF2.

15.9 Reag¢des de PCR em tempo real qPCR

ApGs a padronizacao das reagfes para cada gene, foram
realizadas as ra¢gbes de qPCRs sempre com uma curva padréo
em paralelo. A ciclagem e os dados colhidos foram os mesmos
daqueles da etapa de padronizagéo.

Com os dados obtidos, a quantificacdo relativa da
expressao de cada gene foi comparada utilizando-se o método
de Ct ou AACt (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

15.10 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo normal. Os
dados paramétricos foram testados pela analise de variancia em
uma via (ANOVA) e os ndo paramétricos, pelo teste de Kruskal-
Wallis com poés-teste de Dunns, todos com nivel de significancia
< 0,05 utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0.
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16. RESULTADOS

Os peixes mantidos no local contaminado ITA |
apresentaram uma mortalidade superior a 75% apés 24 h de
exposicdo, visto que somente 13 animais sobreviveram, dos
guais, os 12 primeiros foram amostrados gerando um pool de 2 e
n=6. No segundo grupo exposto, ocorreu situacdo semelhante
com apenas 12 peixes sobreviventes. No local referéncia, todos
0s animais sobreviveram durante 96 h de exposicdo, mas
somente os animais do tempo 24 h foram utilizados.

Todos o0s genes testados obtiveram resultados de
eficiéncia dentro do limite necesséario para aplicacdo do método
do AACT comparativo (Tabela 5).

Tabela 5 Valores de correlagdo (R?), inclinagcdo da reta (M) e eficiéncia
da reagdo (100%=1) para as curvas padrdes geradas na padronizagédo
das reagbes de qPCR.

Gene R’ Inclinagéo Eficiéncia
CYPIA 0,987 -3,380 0,97
c3 0,999 -3,330 1,00
GST 0,994 -3,314 1,00
MET 0,995 -3,327 1,00
UDPGTIB 0,996 -3,315 1,00
FIB 0,998 -3,313 1,00
DMRTL 0,993 -3,332 1,00
40S 0,992 -3,445 0,95
TF 0,996 -3,238 1,04
EF2 0,994 -3,259 1,03
s2 0,999 -3,205 1,05
0,997 -3,202 1,05

HSP70
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Foram testados como normalizadores o0s genes que
codificam as proteinas ribossomais 40S e S2, e o Fator de
Elongacéo 2, e as analises estatisticas mostraram que para este
propdsito, os genes 40S e o EF2 puderam exercer este papel,
visto que a o gene para S2 apresentou alteracdo na taxa
transcricional entre 0s grupos experimentais, tendo sua
expressao génica reduzida no grupo exposto ITA | (Figura 9). O
gene 40S foi escolhido como normalizador das reacdes dos
genes de interesse por apresentar médias mais préximas entre
0s grupos e menores valores de desvio padrao.
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Figura 9. Transcricdo dos genes candidatos a normalizadores. O
asterisco (*) representa diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao
grupo referéncia (RAT). O eixo y representa quantas vezes a transcricao
do gene aumentou ou diminuiu em relacdo ao seu controle. Os dados
estéo representados por valores de média e desvio padrao.
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Os peixes P. vivipara apresentaram um aumento de 2,8
vezes na transcricdo de CYP1A ap6s 24 h de exposicdo no local
contaminado ITA | (Figura 10). Aqueles que permaneceram no
local ITA Il apresentaram um pequeno aumento, porém, ndo
significativo.

O gene de diferenciagdo sexual DMRT1 também
apresentou uma maior transcricdo de 1,7 vezes nos animais
mantidos no local ITA Il (Figura 10).

A MET apresentou uma inducéo de 1,7 vezes nos animais
mantidos em ITA | e 4,3 vezes, em ITA Il, com diferencas
significativas entre os dois grupos contaminados (Figura 11). Da
mesma forma, foi observado um aumento na transcricdo de
UDPGT1B nos animais do grupo ITA Il, que foi significativa em
relacdo aos grupos referéncia e ITA | (Figura 11). O mesmo
comportamento foi seguido pela GST, com inducéo de 5,3 vezes
nos animais de ITA Il e significativamente diferente de Ratones e
ITA | (Figura 11).

Transferrina e HSP70 ndo apresentaram alteracOes
significativas entre 0s grupos, embora a primeira tenha
apresentado uma leve tendéncia de indu¢cdo nos grupos
contaminados (Figura 12). C3 também nado apresentou
diferencas, porém, foi o Unico gene com tendéncias a repressao
génica em ITA |, bem como FIB que apresentou leve tendéncia a
repressao em ITA Il (Figura 12).
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Figura 10. Transcricdo génica por RT-PCR quantitativo dos genes
CYP1A e DMRT1 dos animais mantidos no mangue apés 24 h. O
asterisco (*) representa diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao
grupo referéncia (RAT). O eixo y representa quantas vezes o gene
aumentou ou diminuiu em relacdo ao grupo referéncia. Os dados estdo
representados por valores de média e desvio padrao.
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Figura 11. Transcri¢cdo génica por RT-PCR quantitativo dos genes MET,
UDPGT1B e GST dos animais expostos ao mangue apos 24 h. Letras
diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) entre os
grupos. O eixo y representa quantas vezes 0 gene aumentou ou
diminuiu em relagao ao grupo referéncia. Os dados estéo representados
por valores de média e desvio padréao.
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Figura 12. Transcricdo génica por RT-PCR quantitativo dos genes TF,
HSP70, C3 e FIB dos animais mantidos no mangue apés 24 h. O eixo y
representa quantas vezes 0 gene aumentou ou diminuiu em relacdo ao
grupo referéncia. Os dados estéo representados por valores de média e
desvio padrao.
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17. DISCUSSAO

Estudos ecotoxicolégicos em organismos sentinela sdo
tipicamente baseados na mensuracdo de muitos biomarcadores
para avaliar os efeitos biol6gicos de poluentes quimicos. Na
Ultima década, o desenvolvimento de tecnologias gendmicas,
tem aumentado & descoberta de biomarcadores no nivel
molecular, contribuindo para um melhor entendimento dos modos
de agéo destes compostos (REGOLI et al., 2011).

Neste trabalho foram avaliadas as transcricdes de alguns
genes identificados em uma biblioteca subtrativa e validados em
experimentos de laboratério descritos no capitulo | e em outros
genes de interesse relacionados a biotransformacéo, mas que
também apresentaram sua transcricdo alterada em estudos
anteriores (MATTOS et al., 2009).

Os animais expostos aos locais contaminados
apresentaram uma mortalidade bastante elevada, o que pode ter
sido explicado pela grande amplitude de marés, modificando
constantemente a salinidade e 0 despejo de esgoto sanitario ndo
tratado diretamente nos rios, o que afeta a qualidade da agua
com patdégenos e diversos outros compostos de origem natural e
antropogénica, diminuindo o oxigénio dissolvido e eutrofizando a
agua.

Com wuma dindmica ambiental bastante plastica,
provavelmente os peixes acabam nao resistindo as decorréncias
do estresse gerado, principalmente pelo modelo de exposi¢cdo
confinada com a mini-balsa fixada em poitas. Desta maneira, 0s
animais ndo podem se abrigar em locais com condi¢des mais
amenas como no caso dos Poecilideos residentes daquele
ambiente.

Foram encontradas respostas transcricionais diferenciais
nos genes estudados nos peixes expostos ao mangue de
Itacorubi quando comparados ao local referéncia, o0 mangue de
Ratones, sendo que os niveis foram significativamente maiores
no local ITA Il, qguando comparados com ITA I. Esta diferenca
pode estar relacionada ao fato de ITA | estar localizado no rio
Itacorubi, que abrange quatro bairros de Florianépolis, o Jardim
Santa Mdnica, Corrego Grande, Parque Sao Jorge e ltacorubi, e
o local ITA Il que se situa na juncdo do rio Itacorubi com o rio
Sertdo, que drena principalmente o bairro da Trindade, onde fica
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localizada a Universidade Federal de Santa Catarina e o Hospital
Universitario, areas que recebem o movimento diario de
centenas de pessoas.

Enquanto ITA | recebe os despejos de esgoto de varias
residéncias e comércio local, ITA Il, recebe os mesmo dejetos
gue ITA |, somados aos efluentes de uma area mais urbanizada,
representando uma exposi¢do de concentracdo de dejetos, e
possiveis impactos superiores aos peixes deste local.

Os animais expostos por 24 h nos locais contaminados
apresentaram uma resposta transcricional dos genes que
codificam enzimas de biotransformagcdo similar aos estudos
realizados em laboratério. CYP1A foi o Unico gene que
apresentou um aumento na transcricdo nos peixes mantidos no
local, que fica mais a montante (ITA ). Apesar de ndo apresentar
diferenca significativa, a transcricdo de CYP1A também estava
elevada nos animais mantidos no local ITA Il. A indugcédo de
CYP1A ¢é possivelmente o biomarcador de contaminacado
ambiental mais estudado em ecossistemas aquaticos, e em
geral, uma alta expresséo deste gene detectada tanto na SSH e
subsequente validagdo, quanto nos animais expostos ao
ambiente, pode estar envolvida diretamente com a exposicdo a
agonistas do receptor AHR (BAINY; WOODIN; STEGEMAN,
1999; JONSSON et al., 2010).

Os genes MET, UDPGT1B e GST apresentaram
comportamentos semelhantes, tendo uma maior transcricdo nos
animais mantidos no local ITA Il, mas com tendéncias de inducédo
no local ITA I, o que poderia estar mais uma vez relacionado com
as atividades de CYP1A e as concentracdes de xenobioticos
como HPAs.

A regulacao diferencial de CYP1A pode estar envolvida em
consequéncias deletérias na salde dos peixes. Enquanto as
enzimas metabolizantes de xenobibdticos, como o CYP1A
protegem o0 organismo contra efeitos adversos, esta
biotransformacdo pode estar gerando outras consequéncias
associadas como a ativacdo de receptores AHR, que podem
ativar os pré-oxidantes e alterac6es no metabolismo de drogas e
substancias endégenas (MORTENSEN; ARUKWE, 2007). Esta
resposta aos AHRs desencadeia uma bateria de genes
relacionados como o UDPGT, GST (STEGEMAN; HAHN, 1994
apud MORTENSEN; ARUKWE, 2007).
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Nenhum gene envolvido no sistema imune foi induzido ou
reprimido neste estudo, ao contrario do que ocorreu em
laboratorio. Como visto anteriormente, autores como Qi et al
(2011) observaram a ativagdo do sistema complemento C3 por
peixes expostos a diferentes temperaturas e pH. Neste estudo,
esperava-se uma transcri¢do diferencial destes genes, ja que os
animais sairam de ambientes com temperatura, oxigénio e
alimentacdo controlados para serem expostos em um ambiente
com condigfes adversas.

Outro gene que teve sua transcri¢ao alterada foi o DMRT1,
que ao contrario do ocorrido em laboratério e na SSH, foi
induzido nos animais expostos ao local contaminado.
Considerando que DMRT1 tem sido descrito em peixes como um
repressor natural da aromatase (CYP19A1), enzima responsavel
pela aromatizacdo de andrégenos em estrégenos (WANG et al.,
2010a), pode-se especular que 0s animais possam estar
mostrando indicios de um processo inicial de masculinizagdo. Tal
hip6tese necessitard de estudos mais aprofundados para que
possam ser comprovada, no entanto estes dados servem de
alerta.

Poucos estudos dado atengdo a concentracdo de
androsterona no esgoto, resumindo-se basicamente aos niveis
de estrégenos, porém, a testosterona e dehidroepiandrosterona
sdo os andrégenos mais excretados em urina humana, atingindo
niveis de 100 a 1000 vezes superior a dos estrégenos (BELLET
et al., 2012). Além disso, em humanos, a pregnenolona, que é a
precursora de todos os horménios esterbides, é secretada pelas
gbnadas e glandulas adrenais e excretada através da urina
(BELLET et al., 2012).

Estudos comprovam que o androgénio induz DMRT1
(MARCHAND et al., 2000) e neste trabalho, os peixes expostos
ao mangue contaminado, possivelmente tenham sido expostos a
androgenos presentes nestes efluentes.

Outra possibilidade para este resultado seria a inducéo de
DMRT1 concomitantemente com CYP1A, que por sua vez, pode
ter reduzido a concentracdo de estradiol plasmatico. PAHS,
agonistas do AHR, podem funcionar como anti-estrégenos
(WILLIAMS; LECH; BUHLER, 1998), no qual a reducdo de
estradiol plasmatico é decorrente de um aumento na atividade
das enzimas de biotransformacado de fase | e Il em organismos
expostos a PAHs (NICOLAS, 1999).
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Os resultados das analises quimicas (em andamento) das
carcacas dos animais e do sedimento coletados neste
experimento irdo corroborar para elucidar as hipoteses
levantadas neste estudo. Estas analises irdo fornecer um
conhecimento dos contaminantes bioacumulados pelos peixes
expostos e do material particulado presente no sedimento.
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18. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos
concluir que a inducéo da transcricdo dos genes que codificam
enzimas de biotransformac@o de xenobiodticos no figado dos
peixes mantidos por 24 h no mangue do ltacorubi, principalmente
no local situado a jusante (ITA Il) sugere fortemente que os
contaminantes presentes nos efluentes que sédo despejados nos
corregos de drenagem do Mangue do Itacorubi estédo afetando os
animais expostos nestes ambientes.

Considerando-se a transcricdo do gene DMRT1 que esta
relacionado com diferenciagdo sexual masculina também
apresentou indugdo nos animais mantidos no Mangue do
Itacorubi durante 24 h, pode-se sugerir que 0s animais estejam
sendo expostos a substancias potencialmente desreguladoras
enddcrinas nestes locais. No entanto, estudos posteriores
visando a identificagdo quali-quantitativa destes compostos sao
necessarios para comprovar tal hipétese.
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