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RESUMO

O paracetamol, analgésico mais vendido no mundo, tem sido detectado em
ecossistemas aquaticos em varios paises. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos
desses compostos em organismos aquaticos, incluindo os moluscos bivalves. Neste
estudo foram investigadas as respostas moleculares em Crassostrea gigas expostas a
paracetamol (PAR) em laboratdrio. Os animais foram expostos a duas concentra¢des de
PAR (1pg L™ e 100 pg L™) sendo que um controle (CT) foi utilizado para comparar 0s
resultados. A glandula digestiva e as branquias dos animais foram retiradas apés 1, 4 e 7
dias do inicio da exposicdo. O RNA foi isolado, e 0 DNA complementar foi sintetizado
para a realizacdo de uma analise de transcricdo dos genes cicloxigenases (COX), os
citocromo p450 (CYPs) CYP30C1, CYP3071A1, CYP2AU2, CYP356A1, catalase (CAT),
caspase (CASP), proteinas ligantes de acido graxo (FABP), glutationa - S transferase n
(GST =), glutationa - S transferase o (GST w), proteinas de choque térmico (HSP 70) e
superoxido dismutase (SOD). Apds 1 dia de exposi¢cdo ao PAR na concentragdo de 1 g
L™ foi observado um menor nivel de transcritos dos genes CYP30C1, CYP3071A1, SOD
e FABP nas branquias, enquanto na glandula digestiva na concentracdo 100 pg L™ foi
observado um aumento dos transcritos do gene COX. Apds 4 dias, nas ostras expostas a
100ug L™, foi observado um maior nivel de transcritos dos genes COX, CASP, GST «
em branquias e GST = e SOD em glandula digestiva. Ap6s 7 dias de exposic¢ao 0s niveis
de transcritos do gene GST = foram menores na concentracéo de 1 pug L™ em branquias,
enquanto na glandula digestiva foram observados maiores niveis de transcritos dos
genes GST « e menores de GST w nas concentracbes de 100 pg L™ e 1 pg L™,
respectivamente. A diminui¢do dos transcritos de CYPs ap6s 1 dia e o aumento da
CASP ap6s 4 dias nas branquias podem estar relacionados a uma possivel ativacdo do
sensor inositol requiring kinase (IRE/a) do reticulo endosplasmaético, evento conhecido
como estresse do reticulo endoplasmatico. Na glandula digestiva a inducdo da GST =
pode indicar que esta tem um importante papel na detoxificagio do PAR em ostras,

semelhantemente ao observado em mamiferos.

Palavras chave:, Paracetamol, RT-PCR, biomarcadores,.



ABSTRACT

Paracetamol, best-selling analgesic in the world, is widely found in aquatic ecosystems.
However, little is known about the effects of these compounds on aquatic organisms
including bivalves. We investigated the molecular responses of Crassostrea gigas
exposed to paracetamol (PAR) in laboratory. The animals were exposed to two
concentrations of PAR (1 pug L™ and 100 pg L"), wherein a control (CT) was used to
compare the results. The digestive gland and gills of the animals were taken 1, 4 and 7
days of exposure. These tissues were underwent a different transcriptional analysis for
cyclooxygenase (COX), cytochromes P450s (CYPs) CYP30C1, CYP307141, CYP2AU?2,
CYP356A1, catalase (CAT), caspase (CASP), fatty acid binding proteins (FABP),
glutathione - S transferase © (GST n), glutathione - S transferase w (GST w), heat shock
proteins (HSP 70) and superoxide dismutase (SOD) genes. After 1 day of exposure to
the PAR at a concentration of 1 pg L' lower transcripts of CYP30C1, CYP307141, SOD
and FABP were observed in gills, while in the digestive gland of the oysters exposed to
PAR 100 pg L™, higher COX transcripts were observed. After 4 days of exposure to
PAR 100 pug L higher transcript levels of COX, CASP, GST = were observed in the
gills and, GST = and SOD in the digestive gland. After 7 days of exposure the transcript
levels of GST 7 were lower in gills of oysters exposed to PAR 1 pug L', while in the
digestive gland was observed higher levels of GST = and lower levels of GST @ at 100
ng L and 1 pg L' concentrations, respectively. The CYP inhibition after 1 day of
exposure and CASP induction after 4 days of exposure observed in the gills might have
been caused by an activation of the endoplasmic inositol requiring kinase (IREla), an
event known as endoplasmic reticulum stress. Induction in the digestive gland may
indicate that GST 7 plays an important role in the PAR detoxification, similarly to what

has been described in mammals.

Keywords: Paracetamol, RT-PCR, biomarkers.
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1. INTRODUCAO

A zona costeira é uma area de extrema importancia ao ser humano por apresentar
indmeros servigos ecossistémicos. Entre estes destacam-se: pesca, fornecimento de
energia e areia, vias para transporte, recreacao e turismo (HOLLIGAN; BOOIS, 1993).
Porém os servigos ecossistémicos podem estar ameacados pela intensa urbanizacao que
ocorre nesta area. Devido a introdugdo de milhares de substancias quimicas presentes no
esgoto sanitario, efluentes industriais e agricolas, a poluicdo é um dos maiores
problemas da zona costeira, podendo afetar a saide dos organismos aquaticos (FREIRE
et al., 2008), e consequentemente, do ser humano.

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (PNSB, 2008), apenas
55,2% dos municipios brasileiros tém servico de saneamento por rede coletora. A regido
Sul, por sua vez, apresenta um dos piores indices de tratamento de esgoto, resultando
em cerca de 6,3 milhdes de pessoas sem acesso ao Servigo.

Os farmacos estdo incluidos na categoria dos PPCP (Pharmaceutical and
Personal Care Products) e sdo lancados no ambiente aquéatico principalmente através de
esgotos municipais e hospitalares (CHRISTEN et al., 2010). Apesar dos baixos valores
no meio ambiente, na faixa de parte por bilhdo (ppb) a partes por milhdo (ppm), seus
efeitos ainda ndo sdo conhecidos por serem uma classe de contaminantes ambientais
emergentes (PETROVIC, 2003).

Os PPCPs encontrados no ambiente aquatico sdo oriundos de residuos
hospitalares, introducéo direta por banho, langamentos de medicados usados no controle

de pragas, lixiviacdo de aterros, lancamentos da aquicultura (Fig. 1) (EPA, 2010).

Fig 1: Fontes de PPCps. Fonte EPA 2010.
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O paracetamol (PAR) é um anti-inflamatdrio ndo esteroidal (AINEs) amplamente
utilizado como composto analgésico e antipirético, usado para reduzir febre e dores de
cabeca. E facilmente encontrado em drogarias e ndo é necessario prescricio médica para
0 uso desse medicamento. Dessa forma, tem sido considerado o farmaco mais
consumido no mundo e mais detectado no ambiente aquatico (SOLE et al., 2010;
CONTARDO-JARA et al., 2011; QUINNet al, 2011; GONZALEZ-REY;
BEBIANNO, 2012). Fato preocupante porque este farmaco apresenta resisténcia a
degradacdo no ambiente (BENDZ et al., 2005; SMPA, 2004; MAURER et al., 2007) e
tem a capacidade de se bioacumular em tecidos biolégicos (SCHWAIGER et al., 2004;
SMPA, 2004). O uso ilimitado deste medicamento esta ocasionando efeitos indesejaveis
aos organismos aquaticos como, por exemplo, a inducdo de genes de resisténcia a
antibidticos (BILA; DEZOTTI, 2003; REIS-FILHO et al., 2007; KRATZ, 2008).

No Brasil existem poucos estudos sobre a presenca e os efeitos dos PPCPs no
ambiente e nos organismos aquaticos (STUMPF et al., 1999; TERNES et al., 1999;
PAMPLONA et al., 2010). Quando se trata de organismo de 4gua marinha os estudos se
tornam ainda mais escassos. Dessa forma esse trabalho propde estudar os efeitos do

farmaco PAR atraves da avaliacdo de possiveis biomarcadores moleculares em ostras C.

gigas.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Organismo sentinela

As caracteristicas de um organismo sentinela ideal s@o: ampla distribuicao
geogréfica, bioacumulacdo em seus tecidos, facil identificacdo e tamanho suficiente
para retirada de material (BEEBY, 2001). Sendo assim, os bivalves apresentam-se como
uma boa escolha de organismos sentinela para programas de monitoramento do
ambiente aquatico (CARAJAVILLE et al., 2000). A C. gigas ocupa uma posicao de
destaque, por ser uma das espécies de molusco marinho mais cultivada no mundo
(MAO et al., 2006).



14

2.1.1 Crassostrea gigas

A C. gigas (Fig. 2) pertence ao filo Mollusca, ordem Ostreoida, familia
Ostreidae, género Crassotrea (MARSHAL; GOFAS, 2015).

Fig. 2. Parte interior da Crassostrea gigas com indicacdo de diferentes tecidos (Fonte: GOMES, 2013).

A ostra C. gigas tem grande importancia econémica e social para o estado de
Santa Catarina. Com 129 ostreicultores, em 2014, a produgdo atingiu 3.670 t rendendo
um valor estimado de 27 milhdes de reais (EPAGRI, 2014) (Fig. 3).

L9'E
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Fig. 3. Evolucéo da produgéo de ostras comercializadas em Santa Catarina entre 1991 e 2014 (t). (Fonte:
EPAGRI, 2014).
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2.2 Biomarcadores Moleculares

O uso de biomarcadores moleculares tem sido proposto como uma ferramenta de
sinal de alerta precoce dos efeitos biol6gicos em programas de avaliagdes de qualidade
ambiental (CARAJAVILLE et al., 2000). Biomarcadores sdo alteracfes bioldgicas a
nivel molecular, celular e/ou fisiologico que expressam os efeitos toxicos causados
pelos xenobiodticos (LAM; GRAY, 2003; NIGRO et al., 2006). Por serem sensiveis a
niveis de contaminagdo baixa podem ser usados de maneira preditiva e, ainda, para
analise da remediacdo de areas impactadas. Além disso, os biomarcadores moleculares
tém a vantagem de medirem alteracGes nos organismos e ndo os metabolitos que podem

ser excretados ou biotransformados pelo organismo (CARAJAVILLE et al., 2000).

2.3. Paracetamol (PAR)

O PAR, também conhecido como acetaminofeno ou APAP, é amplamente usado
como medicamento contra febre e dor (AGHABABIAN, 2010; AHMAD, 2010). Este
composto possui forma molecular CgHgNO; e consiste em um anel benzénico com um
grupo hidroxila, e um atomo de nitrogénio do grupo amida na posicdo para (1,4)
(FAYS et al., 2015) (Fig. 4).

OH

Fig. 4. Estrutura do paracetamol (fonte: WISHART et al 2006 em <Drugbank.ca>, acessado em: 8 de
novembro de 2015).
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2.4 Mecanismo de acao do paracetamol

Farmacos sdo designados a alvos especificos nos caminhos metabolicos e
moleculares em humanos e animais. Quando introduzidos no ambiente eles podem
afetar o mesmo ou um caminho semelhante em vertebrados e invertebrados com alvos
idénticos ou similares (CHRISTEN et al., 2010).

Em humanos, a acdo anti-inflamatoria dos AINEs se baseia na capacidade de
promover a inibicdo ndo seletiva das isoformas da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2),
que regulam a biosintese das prostaglandinas (PGs) a partir do acido araquiddnico (AA)
ligado aos fosfolipidos de membrana (FENT et al., 2006; RAO; KNAUS, 2008). Efeitos
similares foram observados com homologos COX 1 e 2 em alguns peixes (ZOU et al.,
1999; ROBERTS et al., 2000). Em mamiferos, a primeira é expressa constitutivamente
ao longo do corpo e é de importancia para a protecdo gastrointestinal. A segunda é
expressa nos locais de inflamacdo, sendo que sua expressao € aumentada por citocinas,
fatores de crescimento e estimulos inflamatérios (HAWKEY, 2001). A partir do AA, 0s
eicosanoides, mediadores inflamatdrios de origem lipidica e sintetizados a partir dos
acidos graxos 6mega-6 ou 6mega-3 (CALDER 2006), se formam através de trés vias de
metabolizacdo que regulam a inflamacéo, transporte de ions e a funcdo reprodutiva. As
vias de metabolizacdo sdo: PGs e tromboxano (via das COXs), leucotrienos e lipoxinas
(via lipoxigenase, LOX) e acidos epoxieicosatriendicos (via CYP P450) (HECKMANN
et al., 2008) (Fig. 5).
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Inflamacao e n-3 acidos graxos poli-insaturados

Acido araquidénico em membrana celular
fosfatidilcolina

, '
Acido araquiddnico livre

15-.LOX 12-LOX

. ’ b -
PGG. 15. HPETE 12. HPETE & HPETE
‘ |
v \j » .
o, 15- HETE 12. HETE LTA 5. HETE
P S 2 B ' » -
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A\ L0
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\J

Fig. 5. Via geral da conversdo do &cido araquidénico em eicosandides. COX- cicloxigenases, HETE-
acido epoxieicosatriendico, HPETE- &cido hidroxiepoxieicosatriendico, LOX- Lipoxigenase, LT-
leucotrieno; PG- prostaglandina; TX- tromboxano. Fonte: Traduzido de CALDER, 2006.

Estudos recentes sugerem que o acetaminofeno é altamente seletivo para COX-2
em humanos (HINZ; CHEREMINA; BRUNE, 2008).

Pedibhota et al. (1995) realizou um estudo em moluscos e deduziu que a
atividade COX nestes animais €, também, aparentemente responsavel pela formacgéo de
prostaglandinas. Estas sdo encontradas em uma diversidade de vertebrados e
invertebrados (FENT et al., 2006). Em invertebrados, as PGs atuam como horménios
em funcdes fisiologicas associadas a reproducdo (desenvolvimento das gonadas e
desova) transporte de agua, equilibrio idnico e defesa quimica (OSADA; NOMURA,
1990; ROWLEY et al., 2005).

2.5 Mecanismo de eliminacéo do Paracetamol

Apesar de sua seguranca quando utilizado corretamente, o envenenamento por

PAR € um dos eventos mais comuns relatados nos centros de intoxicacdes. Uma
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intoxicacdo aguda resulta em uma lesdo hepatica, que pode evoluir para insuficiéncia
hepética fulminante, levando & morte (HONDGMAN; GARRARD, 2012).

Em humanos, aproximadamente 85 % de uma dose terapéutica de acetaminofeno
¢ submetida a conjugacdo (biotransformacdo de fase Il) formando metabdlitos
glicuronados e sulfatados que séo eliminados pelos rins (HONDGMAN; GARRARD,
2012).

Até 10 % do PAR sofre oxidagdo (biotransformacdo de fase 1) para um
intermediario reativo, N-acetil-para-benzoquinonaimina (NAPQI), que normalmente é
conjugado com glutationa formando metabolitos de cisteina e mercapturatos ndo toxicos
(GELOTTE et al., 2007). A figura 6 mostra o mecanismo de eliminacdo do PAR em

humanos.

NHCOCH NHOOCH, "JOTCCD-
|
SULT UGT
| J—1 ] —I
Om JA’ M)
AS / PAR AG
CYP2E1
NOOOH NHCOCH NHCOCH
| l
1 GST
| | — — | ]
v i 5 {.‘ "
NAPQI AC

Fig. 6. Metabolismo do Paracetamol. PAR — Paracetamol, AS - Sulfato de acetaminofeno; AG -
Glicuronidio de acetaminofeno; NAPQI — N-acetil-p-N-acetil-p-benzoquinonaimina; AC
Acetaminofeno-cisteina metabdlito; SULT - Sulfotransferase; UGT — UDP-glicuronideo transferase;
GST - Glutationa S transferase. (Fonte: SHINODA et al., 2007).

A ativagdo metabdlica de PAR para NAPQI pelo Citocromo p450
(principalmente CYP2E1, CYP3A4 e CYP1A2) é um evento critico de inicio de
toxicidade hepatica (WANG et al., 2015). Isso acontece pois em doses toxicas de PAR,

a producdo continuada de NAPQI resulta na deplecdo de glutationa (GSH). Quando os
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estoques de glutationa se esgotam em cerca de 70%, o NAPQI liga-se a proteinas
celulares e leva a lesdo celular (MITCHEL et al., 1973).

A deplecdo da glutationa é apenas uma parte de uma cascata de eventos
intracelulares que incluem estresse oxidativo mitocondrial, geracdo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, ativacdo de proteina de estresse e mediadores de transcrigdo
génicas, e mobilizacdo de sistema imune inato do figado. O balanco entre essas
inimeras  possibilidades pode determinar a recuperagcdo ou morte celular
(HONDGMAN; GARRARD, 2012).

2.6. Transcricao génica

O genoma dos diferentes organismos possui milhares de genes, porém apenas uma
fracdo destes é expressa a cada momento. Dado o alto custo da sintese de proteinas, a
regulacao da transcricdo génica é essencial para a célula utilizar a energia disponivel da
melhor maneira possivel (SCHWANHAUSSER et al., 2011). E estimado que a partir
dos blocos de construcdo (nucleotideos e aminoacidos) a sintese de proteinas consome
mais de 90% de fosfatos de alta energia, enquanto que para a transcri¢cdo sao necessarios
10% (SCHWANHAUSSER et al., 2011).

O aumento ou a diminui¢do da transcri¢do génica caracteriza-se entre as primeiras
respostas moleculares dos organismos frente a qualquer estimulo enddgeno ou
ambiental. Assim, quando organismos Sd0 expostos a contaminantes, uma maneira
precoce de avaliar mais precisamente o risco potencial de exposicao a estes compostos é
através da avaliacdo da transcricdo de determinados genes alvo de acdo dos
contaminantes, ou mesmo de uma avaliacdo global de transcritos (SARKAR;
AMULYA; SHRIVASTAVA, 2006). Portanto, tem sido mais frequente a utilizacéo
destas ferramentas moleculares como biomarcadores de exposicdo e efeito aos
diferentes tipos de contaminantes ambientais (CARAJAVILLE et al., 2000).

Estudos recentes demonstram a utilizacdo dos niveis de transcritos para avaliagdo
dos impactos causados por derivados de petroleo e substancias presentes no esgoto
sanitario (FLORES-NUNES et al., 2015; MATTOS et al., 2010; MEDEIROS et al.,
2008; SERRANO et al., 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Esse trabalho propGe estudar os efeitos do farmaco PAR através da avaliacdo de

possiveis biomarcadores moleculares em ostras C. gigas.
3.2. Objetivos especificos

Analisar os niveis de transcritos dos genes (COX), os citocromo p450 (CYPs)
30C1, C3071A1, 2AU2, 356A1, catalase (CAT), Caspase (CASP), proteinas ligantes de
acido graxo (FABP), glutationa - S transferase = (GST =), glutationa - S transferase w
(GST w), proteinas de choque térmico (HSP 70) e superdxido dismutase (SOD) em
branquias e glandula digestiva de ostras C. gigas expostas a diferentes concentracGes de
PAR.

Avaliar comparativamente, nesses tecidos, os niveis de transcritos apos 1, 4 e 7

dias de exposicao ao PAR nestas duas concentragdes.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Exposicao e Coleta

As ostras C. gigas (6 — 7 cm) foram coletadas na praia Sambaqui - area de
cultivo do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Posteriormente foram selecionadas, limpas de incrustacGes e
transportadas até uma sala de aclimatacdo, onde permaneceram por um periodo de 12
dias sob condicdes controladas: agua do mar filtrada (0,45 um), temperatura constante
(24°C), salinidade (30 psu), aeragdo constante e alimentacdo de manutencdo (mix: 50%
de 10 x 10* cél mL™? Isochrysis galbana; 50% de 10 x 10* cél mL™ Chaetoceros

muelleri).

Apos a aclimatagdo, as ostras foram transportadas para a sala de bioensaios do
Laboratdrio de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica (LABCALI).
A exposicdo foi realizada em trés aquarios de vidro de 60 litros (n=50 ostras/aquério)
(Fig. 7), sendo que cada um continha 50 L de agua do mar natural filtrada. Foram
realizados dois tratamentos com concentracdes distintas (1 ug L™ e 100 pg L") de PAR

(N-Acetil-4-aminofenol) e um controle (dgua do mar + etanol 0,002%). Durante o
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periodo de exposicéo, as ostras foram alimentadas uma vez ao dia, duas horas antes da
troca de agua, com a mesma dieta da aclimatacdo. Primeiramente toda a agua dos
aquarios era retirada, a seguir ocorria limpeza das paredes internas destes e das valvas
das ostras com agua do mar. Essa agua da limpeza era retirada e, em seguida,
adicionada uma agua contendo a mistura de microalgas sem o contaminante. Depois de
2 horas era realizada uma nova limpeza das paredes internas dos aquarios e das valvas
das ostras. Novamente o aquério era totalmente esvaziado e, em seguida, preenchido
com &gua contendo PAR nas concentracdes citadas; e no controle foi usado somente o

veiculo etanol.

Fig. 7. Aquérios com ostras expostas a PAR.

Grupos de 10 ostras foram coletados de cada tratamento (PAR) e controle (CT)
apos 1, 4 e ao final de 7 dias. Os animais foram medidos, pesados e dissecados para a
retirada das branquias e glandula digestiva. As amostras destes tecidos foram colocadas
em tubos criotubos (2 ml) com RNAlater® e armazenados em freezer (-20°C) para
posterior extracdo de RNA. Apds cada periodo de exposicdo, o nivel de agua de cada
aquario foi reduzido em 10 litros, mantendo, assim, a propor¢do 1 animal: 1 litro de

agua.
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4.2. Extracao de RNA e sintese de cDNA

Para a analise da transcricdo génica foram utilizadas amostras de branquias e

glandula digestiva (100 mg) de 10 animais de cada grupo para cada tempo.

O RNA foi extraido de acordo com o protocolo do fabricante com o reagente de
lise QIAzol (QIAGEN, 2009a). A concentracdo em cada amostra foi determinada
utilizando um espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 a 260 nm (fator: RNA - 40).

Para a sintese do cDNA foi utilizado 1jug de RNA de cada amostra seguindo 0s
procedimentos da QuantiTect ® (QIAGEN, 2009b). A quantificacdo de cada amostra de
cDNA transcrito foi medida usando espectrofotometro NanoDrop a 260 nm (fator:
ADNCcs - 33). O cDNA sintetizado entdo foi diluido para uma concentracéo de 12,5 ng
L

A partir de algumas amostras de cDNA, a curva padrdo foi preparada por
diluicdo seriada com as seguintes concentragdes 400 — 200 — 100 — 50 - 25 ng foi usada

em cada uma das corridas de RT-PCR.

4.3. PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR)

Iniciadores foram desenhados utilizando-se o software PrimerQuest®
OligoAnalyzer® com base nas sequéncias de mRNA completos ou parciais de cada
gene obtidos através da base de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Os genes analisados foram CAS, CAT, COX, CYP 2AU2, CYP
30C1, CYP 3071A1, CYP 356A1, FABP, GST =, GST w, HSP 70 e SOD (Tabela 1).
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Tabela 1: Sequéncia de iniciadores (senso e anti-senso), utilizados para a quantificacdo de cada gene nas

branquias e glandula digestiva das ostras expostas a PAR.

o NUmero de

Gene Iniciador

aCcesso acesso
Genes de interesse
COX senso CCGTATTCTGTGAAGGGTCTGATGGCAA FJ375303.2
COX anti-senso GAACCCAACCTCTCCACCAAACGTAGAA
Caspase senso AAGCGATGAGCCCAGAGTGTGTTTCT

HQ425703.1
Caspase anti-senso CGCTGTCTGTATTGTAGTGGCAACTGGT
CYP 30C1 senso TCTAAAGCCGGACTCTTGAAGCCAGA

EKC28276.1
CYP 30C1 anti-senso TTTCGCCTTTCAGGTGCGTGGTTC
CATALASE senso AGCTAATCGTTTGTCTGCCGAGGA

EF687775.1
CATALASEanti-senso ACACTTTGGTCACATCGAACGGGT
SOD senso GGCCCTCAATCCATCATTGGAAGA AJ496219
SOD anti-senso TGATACCGATCATCCACAAGCCA
CYP356A1 senso ATGAAACCCGCGAAACCAGA

EF645271
CYP356A1 anti-senso TAAATTCGGCTTCACGCCCT

YP3071A1 A TGTGTGTTTA T
CYP30 Senso CCGTGTGTG GGCTCG EKCA2568.1
CYP3071A1 anti-senso CTGTTTGTTAGTCCTGCGTTCGG
CYP2AU?2 senso
GCCACTTCTAGTCCATCTTCACCTGC EKC26764.1
CYP2AU2 anti-senso
GCTCTTCGATTACTT CATTTGCGAACCC

FABP senso TCCGACGGAAAGATGATGACGCTTT

EU069496
FABP anti-senso ACGCCATTGCATGTTGCTGT
GST Q senso TGATGAGTTCACCACCGCAA
GST Q anti-senso TTCAAACCATGGCCACAGCA AJ557140
GST 7 senso CACCATTCACGACTTTGTGGCAGA

AJ557140
GST m anti-senso TCAGCCATTTCGGTAG

ABJ55915

HSP 70 senso
HSP 70 anti-senso

ACCCGTTCCAGAGTTCTTGGGTTT
ATCGGACGAGGGCCACAGTTATT

Genes Normalizadores



24

S-TUB senso CCAGCAGATGTTCGACGCCAAGAA AB296534
S-TUB anti-senso AACRGGCAGCAACGGTGAGGTAG

GAPDH senso AAGCAACAAGGATTGGCGTGGT CADG67717
GAPDH anti-senso AACTGGTACGCGGAAAGCCATT

As reacdes em PCR em tempo real das amostras foram realizadas com 100 ng de
cDNA molde por reacdo. Foi seguida a metodologia do kit QuantiFast ® SYBR ®
Green PCR (QIAGEN, 2011) e utilizou-se um termociclador em tempo real Rotor Gene
Q Qiagen ® e o software Rotor Gene 6000 Series.

O volume total em cada reacdo foi de 20 pL, sendo 8ul de amostra (100 ng de
cDNA), 10 pL de Syber Green, onde contém dentro de outras substancias o fluoréforo a
ser detectado no equipamento, e 1 pL de cada iniciador (senso e anti-senso). As
condicdes de ciclagem foram definidas como: 1) Ativacdo da PCR por calor (95 °C por
5 min.); 2) Desnaturacdo (95 °C por 10 s) e 3) Combinado de anelamento/extensdo
(60°C por 30 s). Para todas as reacOes foram realizados 40 ciclos de desnaturacéo e

anelamento/prolongamento.

4.4. Calculo da eficiéncia dos iniciadores

O software software Rotor Gene 6000 Series calcula a eficiéncia dos iniciadores
a partir da curva padrdo. Para um determinado threshold sdo obtidos valores de ciclo
(eixo x) que corresponde ao ciclo de amplificagdo do RT-PCR. O calculo da eficiéncia
dos iniciadores ¢ feito com base na quantidade de cDNA e no ciclo de amplificacdo no
threshold (CT). A eficiéncia da amplificacdo do RT-PCT deve estar entre 90 e 110%
(PAOELETTI E MAZZARA, 2005) (Figura 8).
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Fig 8. Curva padréo e célculo de eficiéncia da curva pelo software software Rotor Gene 6000 Series.

4.5. Melting

A andlise da curva de melting foi feita apds a corrida do RT-PCR seguindo a
seguinte programacao: rampa de aquecimento iniciando em 55 °C, com aumento de 1°C
a cada passo, 5 s de intervalo entre os passos, finalizando em 95 °C (Figura 5). O

melting € realizado para observar se existem diferentes produtos da RT-PCR e verificar

a qualidade dos iniciadores.

war

Fig. 9. Exemplo de uma curva de melting. O eixo y representa a taxa de variacdo da fluorescéncia com a

temperatura e o eixo X, a temperatura de aquecimento.
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4.6. Calculo dos niveis de transcritos

Os resultados CT foram exportados para uma planilha de Excel. A transcrigdo
dos genes normalizadores GAPDH e B-Tubulina foi utilizada para o calculo da
transcricéo diferencial entre os grupos pelo método do 24T (SCHMITTGEN; LIVAK,
2001).

Os resultados para cada um dos genes de interesse foram entdo calibrados em
relacdo & média dos seus respectivos controles para uma melhor visualizagdo dos

graficos.

4.7. Anédlise Estatistica

A andlise das diferencas significativas foram realizadas comparando o nivel de
transcricdo de cada gene entre os diferentes tratamentos. Ndo foram realizadas analises
estatisticas da transcricdo génica diferencial entre os diferentes tempos e nem entre 0s
diferentes tecidos pois a extragdo do RNA em cada tempo e tecido ocorreram em dias
diferentes.

Os outliers foram retirados através do teste de Grubss, resultando num n de 5 a
10 animais para a analise estatistica.

A andlise estatistica e os graficos foram elaborados utilizando o software
GRAPHPAD PRISM 5.01. O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a
normalidade, e o de Bartletts, homocedasticidade. Os dados ndo normais foram ainda
transformados usando Y=LOG(Y). Os dados homocedasticos foram submetidos a uma
ANOVA de uma via com pos teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados que ndo se
apresentaram normais ou homocedasticos foram submetidos ao teste ndo parametrico

Kruskal-Wallis com pés teste de Duns (p < 0,05)
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5. RESULTADOS

Todas as analises de RT-PCR apresentaram eficiéncias entre 95 e 105 % e
somente um pico de fluorescéncia na curva de melting. Nas andlises dos resultados
obtidos com a glandula digestiva dos animais expostos por 24 h, foi utilizado o
normalizador S-Tubulina. O gene GAPDH foi utilizado como gene normalizador nos

demais grupos (Fig. 10).
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Fig. 10. Niveis de transcritos do genes normalizadores em diferentes tratamentos (Controle, 1 pg L™, 100
ug L™) nos tempo de 1, 4 e 7 dias. GAPDH em branquias (a), b- GAPDH em glandula digestiva (b), -
Tubulina em glandula digestiva (c) de C. gigas. Os resultados foram normalizados em relagdo ao

controle. Letras diferentes indicam diferenca significativa em cada tempo (p < 0,05). N=6 a 10.

5.1. Branquias

Nas branquias dos animais expostos por 24h 0s genes que apresentaram
transcricdo significativamente menores de mRNA no tratamento 1 ug L™ em relagio
controle (CT) foram CYP 3071A1 (0,3 vezes) (Fig. 11a), CYP 30C1 (0,2 vezes) (Fig.
11b), FABP (0,4 vezes) (Fig. 12b), SOD (0,7 vezes) (Fig. 12c), O gene FABP também
apresentou menores niveis de transcricio do tratamento 100 ug L™ em relacido ao
controle (0,5 vezes) (Fig. 12b).
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Nas branquias dos animais expostos por 4 dias a 100 ug L* PAR foram
observados niveis mais elevados de transcritos dos genes COX (1,5 vezes) (Fig. 12a),
GST = (1,4 vezes) (Fig. 11b) e CASP (1,8 vezes) (Fig. 12f).

Apbs 7 dias de exposicdo a PAR 1pg L™ foi observado uma menor taxa de
transcritos do gene GST « (0,6 vezes) (Fig. 11f).
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Fig. 11. Niveis de transcritos dos genes CYP30C1 (a), CYP 3071A1 (b), CYP2AU2 (c), CYP356A1 (d), GST-w (), GST- (f) em diferentes tratamentos (Controle, 1 pg L™,
100 pg L™) em branquias de C. gigas nos tempos de 1, 4 e 7 dias. Os resultados foram calibrados em relacio ao controle. Letras diferentes indicam diferenca estaticamente

significativa em cada tempo (p < 0,05). N=5 a 10.
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Fig. 12. Niveis de transcritos dos genes COX (a), FABP (b), SOD (c), HSP70 (d), CAT (e), Caspase (f) em diferentes tratamentos (Controle, 1 ug L™, 100 pg L™) em
branquias de C. gigas no tempo de 1, 4 e 7 dias. Os resultados foram calibrados em relacdo ao controle. Letras diferentes indicam diferenga estaticamente significativa em
cada tempo (p < 0,05). N=5a 10.
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5.2. Glandula digestiva

Apbs 1 dia de exposicdo ao PAR 100 pg L™ foi observado um aumento nos
transcritos do gene COX (3,6 vezes) (Fig. 14a).

Um maior nivel de transcritos dos genes GST = (Fig. 13f) e SOD (Fig. 14c), de
1,8 e 1,5 vezes, respectivamente, em relacdo ao controle foi observado na glandula
digestiva das ostras expostas por 4 dias a PAR 100 pg L™

Apobs 7 dias de exposicdo a PAR as diferencas significativas nos niveis de
transcritos observadas foram: GST « (1,3 vezes maior) no tratamento de 100 pg L™ (Fig.
14f) e GST w (0,5 vezes menor) no tratamento 1 pug L™ em relagfo ao controle (Fig.
14e)
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Fig. 13. Niveis de transcritos dos genes CYP30C1 (a), CYP 3071A1 (b), CYP2AU2 (c), CYP356A1 (d), GST-w (e), GST-x (f) em diferentes tratamentos (Controle, 1 pg L™,
100 pg L™) em glandula digestiva de C. gigas nos tempos de 1, 4 e 7 dias. Os resultados foram calibrados em relacéo ao controle. Letras diferentes indicam diferenca

estaticamente significativa em cada tempo (p < 0,05). N=5a 10.
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Fig. 14. Niveis de transcritos dos genes COX (a), FABP (b), SOD (c), HSP70 (d), CAT (e), Caspase (f) em diferentes tratamentos (Controle, 1 pug L™, 100 pg L™) em glandula

digestiva de C. gigas no tempo de 1, 4 e 7 dias. Os resultados foram calibrados em relacdo ao controle. Letras diferentes indicam diferenca estaticamente significativa em

cada tempo (p < 0,05). N=5 a 10.
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6. DISCUSSAO

A familia CYP450 tem um papel importante na biotransformacéo de diversos
xenobioticos e drogas terapéuticas. Apds 1 dia de exposicdo a PAR, na concentracao de
1ug L, foi observada uma diminuicéo na transcricdo de dois genes CYPs (CYP3071A1
CYP30C1) (Fig. 11a e 11b) nos animais expostos, diferentemente do observado por
SERRANO et al. (2015), onde ostras C. gigas expostas a ibuprofeno apresentaram
indugdes dos genes CYP2AU2, CYP356A1 e CYP3071A1 em branquias.

Em humanos cerca 10% do PAR é metabolizado a NAPQI pelas enzimas da
familia citocromo P450 (GELOTTE et al., 2007). Altas concentracdes de NAPQI
causam a reducdo na quantidade de GSH luminal do reticulo endoplasmaético causando
um desbalango no tampdo redox desta organela. O estado redox deste ultimo é
altamente ligado a homeostase dos dobramentos de proteinas (CAO; KAUFMAN,
2014). Pequenas mudancas neste estado, causadas por agente redutores ou oxidantes,
podem levar a uma desregulacdo no dobramento de proteinas (CAO; KAUFMAN,
2014), que por sua vez podem ativar o sensor inositol requiring kinase (IRE1),
localizado na membrana do reticulo endoplasmético (HUR et al., 2012). Estudos
anteriores demonstraram que a ativacdo da IREL protegeu ratos contra hepatoxidade
induzida por PAR através da degradacdo de RNA mensageiros de dois CYPs (1A2 e
2E1) envolvidos na geracdo do metab6lito NAPQI (HUR et al., 2012). Portanto, pode-
se especular que um mecanismo semelhante tenha ocorrido nas branquias de ostras
expostas a0 PAR causando a diminuicdo da transcricdo dos genes CYP30C1 e
CYP3071A1. Estudos subsequentes sobre a capacidade de CYP30C1 e CYP3071Al
gerar metabdlitos de PAR pré-oxidativos sdo necessarios para comprovar esta hipétese.

A hipotese de uma ativagdo da IRE1 nas branquias também pode estar associada
ao aumento na transcricdo do gene CASP observado nos animais expostos por 4 dias a
PAR 100 pg L™ (Fig. 12f), com base nos resultados de UPTON et al. (2012) que
observaram que a ativacdo da IREla causou inducdo do gene CASP através da
degradacdo de microRNAs anti-caspase. Desta forma possivelmente estaria sendo
estabelecida uma condicéo inicial do estabelecimento de morte celular.

A COX-2 é responsavel pela oxidacdo e conversdo do acido araquidénico dos
fosfolipideos de membrana em prostaglandinas G2 e prostaglandinas H2 (CALDER,
2006). Em mamiferos 0 PAR age inibindo a ciclogenase-2 interferindo na sintese de
prostaglandinas (FENT et al. 2006; GIERSE et al. 1999; RAO; KNAUS 2008).
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Neste trabalho, foi observado um aumento no nivel de transcricdo do gene COX
na glandula digestiva ap6s 1 dia de exposicdo a PAR 100 pg L™ (Fig. 14a) e nas
branquias apos 4 dias (Fig. 12a) de exposicdo nesta mesma concentragdo. SERRANO et
al. (2015) também observaram um aumento no nivel de transcricdo do gene COX em
branquias de C. gigas expostas a ibuprofeno — analgésico que também age inibindo a
sintese de prostaglandinas. Segundo os autores, esse aumento possivelmente esta
associado a um mecanismo compensatorio pela inibicdo da atividade COX. A indugéo
da transcricdo génica em resposta a inibicdo farmacoldgica de enzimas € consistente
com a relacdo inversa entre a atividade enzimatica e o nivel de transcricdo de seus genes
codificadores (LEE, 2007). Para reforcar esta hipotese, a inibicdo da enzima COX foi
observada por GAGNE et al. (2005) em mexilndes de agua doce injetados com
ibuprofeno, evidenciando a possibilidade de um efeito inibitério da COX em bivalves,
similarmente ao que acontece em mamiferos. No entanto, sdo necessarios outros estudos
para confirmar esta hipdtese, uma vez que a atividade enzimatica COX ndo foi
quantificada no presente estudo.

As proteinas ligantes de acidos graxos (FABPs) sdo pequenas proteinas
citosélicas que se ligam ndo-covalentemente a ligantes hidrofébicos, principalmente
acidos graxos de cadeia longa e colesterol (ESTEVES; EHLRICH, 2006). Estas
proteinas desempenham um papel funcional no transporte intracelular e metabolismo de
lipideos. As FABPs transportam uma variedade de compostos hidrofébicos além dos
acidos graxos, desde moléculas endogenas como o grupo heme, acidos biliares e
eicosandides, até drogas exdgenas e poluentes ambientais (ESTEVES; EHLRICH,
2006). Nesse estudo foi mostrada uma diminui¢do da transcrigdo do gene FABP nos
animais expostos por 1 dia nas duas concentracdes de PAR (Fig. 12b), diferentemente
do observado por outros autores que verificaram uma inducdo do gene FABP em
resposta a ibuprofeno (SERRANO et al., 2015) e esgoto sanitario (MEDEIROS et al.,
2008; FLORES-NUNES, 2013), porém o mecanismo da modulagido génica do FABP
ndo é conhecido (FLORES-NUNES, 2013).

A SOD é uma das principais enzimas antioxidantes, apresentando um importante
papel na dismutacdo de radicais super-0xidos (O2 «—) para perdxido de hidrogénio
(H20,), prevenindo a reagdo Haber—Weiss e a geragdo de radicais hidroxila (¢ OH)
(FRIDOVICH, 1995). Os animais expostos as menores concentracdes de PAR por 1 dia

apresentaram uma diminuicdo na transcri¢do do gene SOD (Fig. 12c¢), porém um estudo



36

realizado por SERRANO (2014) os mesmos organismos ndo apresentaram alteracdes na
atividade enzimatica da SOD.

As GSTs catalizam a conjugacdo de endobidticos e xenobidticos com glutationas
reduzidas (GSH) convertendo-as para conjugados mais excretaveis. As GSTs tém um
importante papel na eliminacdo do PAR pois conjugam seus metabolitos facilitando sua
eliminacdo (GELOTTE et al., 2007). Neste trabalho foram observados diferentes
resultados na transcricdo das isoformas de GST w e GST = nos dois tecidos nos
diferentes tratamentos. Quando os animais foram expostos a menores concentracdes de
PAR durante 7 dias, foi observada uma menor transcricdo de ambas isoformas (Fig 11f
e Fig. 13e), enquanto que quando os animais foram expostos durante 4 e 7 dias a PAR
100 pg L foi observado uma maior transcricdo de GST x na glandula digestiva (Fig
13f). Com base nestes resultados pode-se sugerir a existéncia de diferentes mecanismos
de regulacdo da transcricdo ou de sensibilidade a presenca do PAR entre as branquias e
a glandula digestiva.

Aparentemente, quando o PAR ¢é transportado para a glandula digestiva o
padrdo de transcricdo génica é alterado. O resultados do gene GST = sugerem um
mecanismo de detoxificacdo do PAR na glandula digestiva dos animais expostos a
maior concentragdo. SERRANO (2014) ndo observou alteracGes na atividade da enzima
GST em branquias de C. gigas expostas a PAR, porém a atividade quantificada foi da
GST total e ndo das isoforma GST .

O gene GST = também foi induzido apos 4 e 7 dias em branquias de ostras
expostas a ibuprofeno (SERRANO et al., 2015), o que torna a quantificacdo da isoforma

GST = como um possivel biomarcador de exposi¢do a anti-inflamatérios ndo esteroidais.
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7. CONCLUSOES

As branquias e a glandula digestiva apresentaram padrdes de respostas diferentes
nos niveis de transcritos sugerindo que a glandula digestiva age como principal 6rgéo de
detoxificacéo.

As respostas observadas nas glandulas digestivas sugerem que o gene GST = age
como uma importante via de detoxificacdo do organismo na contaminacdo por PAR,

sendo assim, um possivel biomarcador de contaminacdo de PAR.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos subsequente sdo necessarios para investigar a transcricdo génica da
COX paralelamente a sua atividade enzimatica em moluscos sob efeito de anti-
inflamatorios ndo esteroidais.

A razdo GSH/GSSG (GSSG: Glutationa oxidada) ttm um importante papel no
balango redox celular, sendo que baixas razdes podem causar estresse celular. Neste
estudo ndo foram quantificados os niveis de GSH e GSSG, mas seria de grande
interesse avaliar se 0 PAR afeta estes niveis em ostras e, ainda, se causa um estresse do
reticulo endoplasmatico.

A inibicdo dos gene CYPs em branquias pode ter ocorrido por um mecanismo de
defesa da homeostase celular, através da degradacdo do RNA mensageiro feita pela
IRE/a. A IRE1a também é, possivelmente, a responsavel pelo aumento da transcri¢éo
génica do gene Caspase em 4 dias. Sendo assim, sdo necessarios estudos sobre a
ativacdo da /RE1a em moluscos expostos a PAR.
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