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RESUMO

Nas ultimas décadas, diversas substancias quimicas naturais ou de origem antrdpicas
potencialmente téxicas tém sido lancadas no ambiente promovendo a contaminagdo dos
ecossistemas. A polui¢do ambiental atualmente constitui um dos maiores problemas de saude
publica enfrentados em escala global. Ambientes aquaticos estdo sujeitos a ameacas de
multiplas atividades humanas convertendo-se em uma espécie de sumidouro de contaminantes.
A preocupacao com a qualidade da dgua ¢ prioritaria, visto que até¢ 2050 a populagdo mundial
deve ultrapassar nove bilhdes de habitantes. O lancamento de esgoto sanitario nao tratado ¢
considerado a principal fonte de contaminantes de ambientes costeiros podendo apresentar uma
numerosa familia de compostos naturais ou sintéticos, referida como “contaminantes
emergentes”. Dentre os compostos quimicos presentes no esgoto hd uma classe de surfactantes
ndo i6nicos altamente toxicos: os alquilfenois etoxilados (APEOs). Os APEOs sdao amplamente
utilizados na produgdo de diversos produtos quimicos. Ha uma crescente preocupagdo quanto
aos APEOs no ambiente devido ao fato de seus metabolitos serem menos biodegradaveis, mais
lipofilicos e toxicos que seus precursores € mimetizarem hormdnios. O 4-n-Nonilfenol (NP) ¢
apontado como o metabolito mais critico dos APEOs. Monitorar os tipos e quantidades de
substancias toxicas no ambiente, principalmente em misturas complexas, ¢ uma tarefa exaustiva
e desafiadora. Ferramentas integrativas baseadas em efeito, como biomarcadores, sdo
recomendadas para o monitoramento da qualidade ambiental. Neste estudo, peixes Poecilia
vivipara foram expostos ao esgoto sanitario na diluicdo de 33 % (v/v) por 24 e 96 horas para
avaliar a resposta molecular de exposi¢do através da identificacdo de transcritos génicos no
figado dos animais expostos. Para isto foi realizada a montagem de novo do transcriptoma
hepatico utilizando as plataformas lon Proton e MiSeq. Foram montadas 120.277 sequéncias
via lon Proton e 54.285 via Illumina MiSeq. A exposi¢ao ao esgoto sanitario alterou os niveis
transcricionais hepaticos dos peixes, principalmente apos 96 h de exposicdo, no qual foram
observados 14 efeitos de interacdo nos genes receptores: Receptor para aril hidrocarboneto
(AhR), Receptor pregnano x (PXR); genes de biotransformagdo de fase I: Citocromo P450
familia 141 (CYP1A1), Citocromo P450 familia 2K1 (CYP2K1), Citocromo P450 familia 3430
(CYP3A430), NADPH-quinona oxidorredutase-1 (NQO1); genes de biotransformacao de fase II:
Uridina difosfato glicuronosiltransferase 141 (UGTIAI), Glutationa S-transferase A3
(GSTa3), Glutationa S-transferase Mu 3 (GSTmu), Sulfotransferase 1C1 (STI1C1); enzimas
anitioxidantes: Superoxido dismutase (SOD); transportadores do tipo ABC: Proteina associada
a multirresisténcia 1 (ABCCI), Resisténcia a multiplas drogas (MDRI) e relacionado a
desregulagdo endocrina: Fator de transcrigio SOX9 (SOX9), analisados por qPCR. Além de
respostas transcricionais, foram observadas alteragdes nas atividades enzimaticas hepéticas e
branquiais: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase total (GPx) e
dependente de selénio (Se-GPx), glutationa redutase (GR), glutationa-S-transferase (GST),
glicose-6-fosfato desidrogrenase (G6PDH) e etoxi-resorufina O-deetilase (EROD). Todas as
enzimas estudadas no presente trabalho apresentaram alguma diferenca em ambos os periodos
de exposi¢do no figado, e nas branquias houve uma prevaléncia de resultados significativos
apds 96 h. Entretanto, a maioria das diferencas observadas foram em relagdo ao sexo dos
animais € nao a exposi¢ao ao esgoto. Os niveis transcricionais dos mesmos genes analisados no
primeiro estudo foram quantificados em figado de peixes P. vivipara injetados
intraperitonealmente com NP (15 pg/g e 150 pg/g). Quatro apresentaram diferengas
significativas em figados de fémeas: A4hR, PXR, GSTa3, e SOXY, todos induzidos na dose menor
de 15 pg/g de NP. Em machos, trés foram alterados significativamente na dose menor, sendo
um gene induzido: ABCC1, e dois reprimidos: GSTa3 e MRP2. Na dose maior, de 150 pg/g de
NP, GSTa3 foi reprimido em figado de machos. Quanto as gonadas, foram observadas



alteracdes significativas em ABCCI e SOXY de fémeas expostas a maior dose de NP. Os
resultados desse estudo demonstram que o esgoto sanitario e o NP afetaram diretamente o
organismo dos peixes apresentando alteracdes em vias metabolicas como a de receptores
nucleares, enzimas antioxidantes, biotransformacao de fase I e II, transportadores do tipo ABC
e relacionadas a desregulagao enddcrina, todas identificadas nos transcriptomas hepéaticos aqui
produzidos. As informagdes geradas nesse trabalho indicam que P. vivipara ¢ um promissor
modelo de organismo sentinela para estudos de ecotoxicologia, além disso, o grande avango na
obtenc¢do de informacgdes nucleotidicas para a espécie corrobora para a sua manutengao como
organismo modelo. Também foram apresentados os primeiros estudos de exposi¢do da espécie
a xenobioticos levando em consideracao fatores como sexo. Este conhecimento quanto ao modo
de resposta de biomarcadores em relagdo ao género ¢ fundamental para evitar interpretagdes
equivocadas na avaliagdo de biomarcadores quanto aos efeitos dos poluentes.

Palavras-chave: Poecilia vivipara. Esgoto sanitario. 4-n-Nonilfenol. Transcriptoma.
Biotransformacao.



ABSTRACT

In recent decades, several potentially toxic natural or anthropogenic chemicals have been
released into the environment promoting contamination of ecosystems. Environmental
pollution is currently one of the biggest problems facing the world, representing a global public
health problem. Aquatic environments are subject to threats from multiple human activities,
becoming a kind of contaminant sink. Concern about water quality becomes a priority, given
that by 2050 over nine billion inhabitants will be exceeded. The release of untreated sanitary
sewage is considered the main source of contaminants from coastal environments, presenting a
large family of natural or synthetic compounds, referred to as “emerging contaminants”. Among
the chemical compounds present in sewage is a class of highly toxic nonionic surfactants:
ethoxylated alkylphenols (APEOs). APEOs are widely used in the production of various
chemicals. There is growing concern about APEOs in the environment because their
metabolites are less biodegradable, more lipophilic and toxic than their precursors and mimic
hormones. 4-n-Nonylphenol (NP) is identified as the most critical metabolite of APEOs.
Monitoring the types and quantities of toxic substances in the environment, especially in
complex mixtures, is an exhausting and challenging task. Integrative effect-based tools such as
biomarkers are recommended for environmental quality monitoring. In this study, Poecilia
vivipara fish were exposed to raw untreated sewage 33% (v/v) for 24 and 96 hours for
identification of molecular biomarkers by a de novo transcriptome assembly of liver via next
generation sequencers lon Proton and MiSeq. 120,277 sequences were assembled via Ion
Proton and 54,285 via Illumina MiSeq. Sanitary sewage was able to alter liver transcriptional
levels of fish, especially after 96 h of exposure, in which 14 interaction effects were observed
on the receptor genes: Aryl hydrocarbon receptor (AhR), Pregnane X receptor (PXR); phase |
biotransformation genes: Cytochrome P450 family 14 (CYP1A), Cytochrome P450 family 2K1
(CYP2K1), Cytochrome P450 family 3430 (CYP3A30), NAD(P)H dehydrogenase [quinone]l
(NQOI); phase II biotransformation genes: UDP glycosyltransferase 141 (UGTIAI),
Glutathione S-transferase A3 (GSTa3), Glutathione S-transferase Mu 3 (GSTmu),
Sulfotransferase 1C1 (STICI); antioxidant enzymes: Superoxide dismutase (SOD); ABC
transporter genes: ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1 (ABCCI), Multidrug
resistence protein I (MDR-I), and related to endocrine disruption: SRY-Box9 (SOX9),
measured by qPCR. In addition to transcriptional responses, changes in gills and liver
enzymatic activities such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), total and selenium-
dependent glutathione peroxidase (GPx and Se-GPx), glutathione reductase (GR), glutathione-
S-transferase (GST), glucose-6-phosphate dehydrogrenase (G6PDH) and ethoxy resorufin O-
deethylase (EROD) were observed. All enzymes studied in the present study in liver showed
some difference in both exposure times, while in the gills there was a prevalence of significant
results after 96 h. However, most of the differences observed were regarding animal gender and
not sewage exposure. The transcriptional levels of the same genes from the sewage experiment
were evaluated by qPCR in liver of P. vivipara injected intraperitoneal with NP (15 pg/g and
150 pg/g). Four genes showed significant differences in female livers: 4hR, PXR, GSTa3, and
SOX9Y, all induced at the lower dose of 15 pg/g NP. In males, only three were significantly
altered at the lowest dose, one induced gene: ABCCI, and two suppressed genes: GSTa3 and
MRP2. At the highest dose of 150 pg/g NP, only GSTa3 was repressed in male liver. Regarding
the gonads, significant changes were observed only in ABCC/ and SOX9 of females exposed
to the highest dose of NP. The results of this study demonstrate that sanitary sewage and NP
directly affected the fish organism presenting alterations in several metabolic pathways
identified in the hepatic transcriptome produced here. Alterations in liver transcription and
enzymatic activities in P. vivipara fish demonstrated the importance of the liver metabolic role



in maintaining homeostasis against xenobiotic insults. The information generated in this work
is a great advance in the maintenance of the species as a promising model of sentinel organism
in ecotoxicology studies, and in the nucleotide information for the species. The first studies of
P. vivipara exposure to xenobiotics considering factors such as gender was also presented. This
knowledge about how biomarkers respond to gender is critical to avoid misinterpretation in
biomarker evaluation.

Keywords: Poecilia vivipara. Sanitary sewage. 4-n-Nonylphenol. Transcriptome.
Biotransformation.
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1 CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL
1.1 CONTAMINACAO AMBIENTAL

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento crescente no langamento de
diversas substancias quimicas de origem natural ou antropica potencialmente tdxicas no
ambiente, promovendo a contaminagdo dos ecossistemas terrestres e aquaticos (ADAM et al.,
2010; CAJARAVILLE et al., 2000; NAIDU et al., 2016). Atualmente a poluicdo ambiental
constitui-se em um dos maiores problemas enfrentados no mundo, € vem piorando a cada ano,
representando uma ameaca a saude publica em escala global (NERIS et al., 2019).

Ambientes aquaticos, incluindo ecossistemas de agua doce, estuarina e marinha, estdo
sujeitos ao impacto de multiplas atividades humanas, tais como sua utilizacdo como fontes de
alimento e matéria-prima, transporte, recreagao, entre outros (BORGWARDT et al., 2019),
convertendo-se, em ultima andlise, em uma espécie de sumidouro de contaminantes
(CAMARGO et al., 2017). A alta taxa de ocupacao urbana e a expansao dos centros industriais
tém progressivamente aumentado o risco de contaminacdo dos ambientes aquaticos situados
proximos a estas areas, gerando discussodes aprofundadas sobre o assunto e fomentando novos
estudos relacionados a influéncia e as consequéncias das atividades antropicas na degradacgao
dos recursos hidricos (DE MELO GURGEL et al., 2016; MARTIN-POZO et al., 2019; VERAS
et al., 2019). A preocupagdo com a qualidade da dgua torna-se cada vez mais prioritaria, visto
que as projecdes de aumento da populacdo estimam que até 2050 sejam ultrapassados os nove
bilhdes de habitantes (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018), e aumentando a demanda de agua
para irrigacdo, para uso industrial e também doméstico (ABBASPOUR et al., 2015). Outro fator
importante ¢ que uma porcao significativa da populacdo mundial habita as zonas costeiras e
depende, direta ou indiretamente, dos recursos ambientais oriundos destes ecossistemas
(COSTA; PESSOA; CARREIRA, 2018; DE ANDRES; BARRAGAN; SCHERER, 2018).
Essas areas sdo de grande importancia em termos ecoldgicos, econdmicos € sociais €
desempenham um papel importante na diminuicdo dos impactos dos fendmenos
meteorologicos, contribuindo para a resiliéncia das populagdes marinhas e costeiras. Entretanto,
estas areas apresentam alta vulnerabilidade aos efeitos das mudangas ambientais e aos

estressores antropogénicos (FERRO-AZCONA et al., 2019; ROBERTS et al., 2017), como o
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lancamento de esgoto sanitdrio ndo tratado, que ¢ considerado a principal fonte de
contaminantes de ambientes costeiros (CARREIRA et al., 2015; KENNISH, 1991).

Com uma das maiores densidades populacionais costeiras na América do Sul (Figura
1), muitas cidades brasileiras ndo dispdem de estagdes de coleta, tratamento e descarte de esgoto
no ambiente de maneira sustentdvel (ABESSA et al., 2005; ROTH et al., 2016). Este problema
crescente estd geralmente associado a uma ma gestdo do tratamento de efluentes em plantas
antigas, com pouca infraestrutura, e estratégias de descarte e tratamento limitados ou mesmo
inexistentes (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018; MARTIN-POZO et al., 2019). Deste modo, a
constante pressao antropica nos ecossistemas aquaticos resultam na continua e intensa perda de
biodiversidade, que se apresenta superior ao observado nos ecossistemas terrestres

(BORGWARDT et al., 2019).

Figura 1. Densidade populacional da Zona Costeira brasileira.

I Zona costeira pouco urbanizada
I Zona costeira altamente urbanizada
I Santa Catarina

Pontes de assentamento

© < 250.000 habitantes

* 250.000 - 500.000 habitantes
500km  « 500.000 - 1.000.000 habitantes

* > 1.000.000 habitantes

Fonte: Adaptada de De Andrés; Barragan; Scherer (2018).
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De acordo com o Diagnéstico dos Servigos de Agua e Esgotos de 2016 do Sistema
Nacional de Informagdes sobre Saneamento (SNIS, 2018), 51,9 % dos municipios brasileiros
possuiam rede coletora, onde somente 44,9 % de todo esgoto gerado foi coletado. De todo o
esgoto coletado no Brasil no ano de 2016, aproximadamente 74,9 % passou por algum tipo de
tratamento. Em Santa Catarina, o indice médio de atendimento urbano com rede coletora de
esgotos aponta valores entre 20 e 40 % de todo o esgoto gerado no estado. De acordo com a
Agenda 2030 para o desenvolvimento sustentavel, o 6° dentre seus 17 objetivos propde:
“Assegurar a disponibilidade e a gestdo sustentdvel da 4gua e saneamento para todos" (UN,
2018). Considerando a atual conjuntura e projetando até o ano de 2030, esses dados ainda estdo
longe dos ideais. O resultado da falta de investimento publico em saneamento sdo os despejos
clandestinos de esgoto sanitario bruto diretamente nos corpos d agua e solo.

Descargas de esgoto ndo tratado representam importantes fontes de nutrientes e
matéria organica particulada em ambientes aquaticos e seus impactos ndo se limitam apenas a
eutrofizagdo. O esgoto sanitario ¢ uma matriz complexa e sua composicao varia de acordo com
as atividades humanas realizadas em cada area urbana (FERNANDEZ-CASSI et al., 2018;
KENNISH, 1991). De modo geral, além de matéria organica, nitrogénio, enxofre, grande
quantidade de virus, bactérias e protozoarios patogénicos (ABESSA et al., 2005; DI PROFIO
et al., 2019; FUMIAN et al., 2019), hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs), bifenilas
policloradas (PCBs), hidrocarbonetos halogenados e metais tragos (BOUTET; TANGUY;
MORAGA, 2004; KENNISH, 2002; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003;
WASSMUR et al., 2010), o esgoto sanitario pode apresentar uma numerosa familia de
compostos naturais ou sintéticos usualmente referida como “contaminantes emergentes” (DE
LA CRUZ et al., 2012; IMENEZ-DIAZ et al., 2015; MARTIN-POZO et al., 2019). Este grupo
compreende as drogas ilicitas, os farmacos (humanos e veterindrios) e produtos de cuidado
pessoal (PPCPs), pesticidas organoclorados (OCPs), dibenzofuranos policlorados (PCDFs),
dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), herbicidas, ftalatos, surfactantes e seus metabdlitos,
plastificantes, retardantes de chama, nanoparticulas, produtos com capacidade de desregulagao
endocrina (EDCs), fragrancias, dentre outras tantas substancias e aditivos industriais
(AZZOUZ; BALLESTEROS, 2016; BARRIOS-ESTRADA et al., 2018; BEIJER et al., 2017,
CARMALIN; LIMA, 2018; DE LA CRUZ et al., 2012, 2013; DU et al., 2018; FEITOSA,;
SODRE; MALDANER, 2013; GAGNE et al., 2007; GIL et al., 2017; IMENEZ-DIAZ et al.,
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2015; KLAPER; WELCH, 2011; MANZETTI; VAN DER SPOEL, 2015; MARTIN-POZO et
al., 2019; MASUO; ISHIDO, 2011; NAIDU et al., 2016; PEREIRA et al., 2016; PESCI
PEREIRA et al., 2018; PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003; RUAN et al., 2019;
SANCHEZ et al., 2011; VITA et al., 2018). Contaminantes emergentes podem ser definidos
como uma nova classe de substincias quimicas que ndo estdo sujeitas a nenhuma regulagdo
vigente quanto aos limites de liberagao ou status regulatdrio e cujos efeitos na saide humana
ou ao meio ambiente ainda ndo sao suficientemente conhecidos (GIL et al., 2017; MARTIN-
POZO et al., 2019).

O esgoto bruto pode induzir mudangas significantes na qualidade da agua afetando a
saude das comunidades marinhas e a cadeia trofica da biota aquética, potencialmente
suprimindo a produ¢do primdria de fitoplancton, macroalgas e plantas aquaticas submersas.
Dentre os problemas causados pelo despejo de esgoto, além da liberacdo de poluentes organicos
e quimicos citados anteriormente, podem ser destacados a perda de habitat (AGUILAR-
BETANCOURT et al., 2016; BONIN-FONT et al., 2018) e as contaminagdes microbiologicas
diretas e indiretas, através do contato com a dgua ou consumo de alimentos oriundos destes
locais, tais como peixes € moluscos (CRAVO et al., 2015).

Dentre os compostos quimicos presentes no esgoto hd uma classe de surfactantes nao
10nicos altamente toxicos aos organismos aquaticos: os alquilfendis etoxilados (APEOs)
(NIMROD; BENSON, 1996). Os APEOs sdao amplamente utilizados na producdo de
detergentes, produtos plasticos para uso industrial e doméstico, lubrificantes, tintas, aditivos em
praguicidas, processamento de metais e refino de petroleo (ACIR; GUENTHER, 2018; AHEL;
GIGER; KOCH, 1994; BENNIE, 1999; METCALFE; HOOVER; SANG, 1996; MEUCCI,
ARUKWE, 2006; PRIAC et al., 2014).

No ambiente ou nas estagdes de tratamento de esgoto, os APEOs podem passar por
complexos processos de biodegradagdo nos quais diversos microrganismos metabolizam-nos
pela sua cadeia etoxi, reduzindo-as formando cadeias menores, além de diversos outros
produtos de degradagdo, incluindo alquilfendis (AP) (nonilfenol e octilfenol) e outros
metabolitos carboxilados intermediarios (ACIR; GUENTHER, 2018). O processo de
degradacao dos APEOs estéd apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Proposta das rotas de degradacdo dos alquilfenois etoxilados e formagao dos metabolitos de
APEO.
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Fonte: Adaptado de Acir; Guenther (2018).

Ha uma crescente preocupacdo quanto a presenca dos APEOs no ambiente devido ao
fato de seus metabolitos serem menos biodegradéaveis, mais lipofilicos e toxicos que seus
precursores, além de exibirem propriedades estrogénicas mimetizando hormonios (ACIR;

GUENTHER, 2018; AHEL; GIGER; KOCH, 1994; BENNIE, 1999; PRIAC et al., 2014;
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WARHURST, 1995). O 4-n-Nonilfenol (NP) ¢ um dos produtos de degradacdo dos APEOs ¢ ¢
bastante comum em ambientes aquaticos proximos aos locais de lancamento de esgoto sanitario
(EKELUND et al., 1990). Na Figura 3 podem ser observadas as estruturas quimicas do NP, em
A, a estrutura em 2D, em B, a estrutura em 3D, em C, a estrutura ramificada, e uma comparacao

da similaridade com o 17f3-estradiol em D.

Figura 3. Estrutura quimica do 4-n-Nonilfenol. (A) Estrutura em 2D, (B) Modelo da estrutura em 3D.
Oxigénio em vermelho, (C) NP ramificado ¢ (D) Estrutura do 17B-estradiol.

A B

\,\0

C D
HO

HO

Fonte: Adaptado de Omeroglu; Kara Murdoch; Dilek Sanin (2015) e do banco de dados PubChem
(2018). 4-Nonylphenol, CID=1752.

Nesses locais, a concentragdo de NP encontrada varia desde baixas concentragoes
como < 15 ng/L, a casos mais extremos ultrapassando 600 pg/L (PRIAC et al., 2014). O NP ¢
apontado como o metabdlito mais critico dos APEOs devido a suas caracteristicas como
resisténcia a biodegradacdo, alta toxicidade, efeitos estrogénicos e bioacumulagdo em
organismos aquaticos (log Kow = 4,48) (AHEL; GIGER; KOCH, 1994; BENNIE, 1999;
MEUCCI; ARUKWE, 2006). E importante ressaltar que o estudo sistematico da toxicidade do
NP ¢ essencial ndo somente sob a perspectiva da protegao do meio ambiente e efeito na biota
aquatica, mas também para fornecer informagdes essenciais sobre os potenciais efeitos do NP

a satde humana (MAO et al., 2012).
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1.2 BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AQUATICA

Todas as avaliagdes de risco ecologico assumem que, para cada comunidade ou
ecossistema, existe uma variedade de condi¢des associadas ao seu funcionamento normal e
sustentavel (andlogo a homeostase de um individuo), e que existe um risco quantificavel de que
a comunidade ou ecossistema se afaste das condi¢des normais quando produtos quimicos
poluentes sdo adicionados ao meio (DEPLEDGE; FOSSI, 1994). A quantidade em nimero e
variedade destes compostos continua aumentando e como consequéncia do consumo e estilo de
vida globais, grande parte destes materiais potencialmente toxicos entram no ambiente aquatico
(HERNANDEZ et al, 2019; LIVINGSTONE, 1993; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).

Mesmo que inumeros métodos analiticos estejam disponiveis, coletar amostras
suficientes em tempo habil ¢ um grande obstaculo na avaliacdo de danos ambientais. Medidas
de rotina na coluna d’agua ndo podem ser feitas quando as concentracdes estdo muito proximas
ou abaixo do limite de detec¢do, ndo obstante, essas analises, quando possiveis, requerem
equipamentos dispendiosos e analistas qualificados (LAM; GRAY, 2003). Monitorar os tipos
e as quantidades de substancias toxicas que entram constantemente no ambiente, principalmente
misturas complexas, ¢ uma tarefa exaustiva e desafiadora. Ferramentas integrativas baseadas
em efeito, como biomarcadores, sdo recomendadas para o monitoramento da qualidade
ambiental, sendo particularmente uteis na relacdo entre a contaminacdo quimica e o status
ambiental (HERNANDEZ et al., 2019).

A partir de meados da década de 80, diversos estudos desenvolveram, descreveram e
recomendaram a andlise de um grande niimero de biomarcadores para o monitoramento
ambiental, visando a detec¢do precoce dos efeitos dos contaminantes nos organismos aquaticos
(CAJARAVILLE et al., 2000; LIVINGSTONE, 1993; SANTANA et al., 2018; SEABRA
PEREIRA et al., 2014; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; VIARENGO et al.,
2007). Desta forma, os biomarcadores podem ser definidos como alteragdes celulares,
bioquimicas, moleculares ou fisioldégicas medidas em células, fluidos corporais, tecidos ou
orgdos dentro de um organismo servindo como indicativos de exposi¢do e/ou efeito de

xenobidticos e outros compostos (LAM; GRAY, 2003; LIVINGSTONE, 1993; WALKER,
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1995). Biomarcadores sdo capazes de fornecer avisos prévios dos efeitos da contaminagdo em
menores niveis bioldgicos organizacionais, que podem tornar-se deletérios em niveis superiores
de organizagao, como em populagdes e comunidade (CAJARAVILLE et al., 2000; VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Os biomarcadores podem ser divididos em duas classes: biomarcadores de exposi¢ao
e biomarcadores de efeito. Os biomarcadores de exposi¢ao indicam a exposi¢ao do organismo
aos contaminantes, mas ndo sdo capazes de revelar os efeitos nocivos ocasionados. Os
biomarcadores de efeito sdo aqueles que demonstram algum tipo de dano ou alteracdo no
organismo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; WALKER, 1995). A presenca
de misturas complexas de xenobidticos no ambiente somados a outros fatores como, por
exemplo, o estdgio de vida, sexo e variabilidade abidtica natural, podem resultar em
dificuldades de interpretagdo dos padrdes de respostas dos biomarcadores (FONSECA et al.,
2011a). Dessa forma, uma abordagem multibiomarcadores, que consiste no uso combinado de
diferentes biomarcadores capazes de sinalizar a exposi¢ao aos contaminantes e quantificar seus
efeitos na satide dos organismos, permite uma avaliagdo mais abrangente e integrativa da
qualidade ambiental. Além disso, minimiza a possibilidade de uma ma interpretacdo em
situagdes de poluicdo complexas, e fornecem um diagnostico ecotoxicoldgico necessario para
o gerenciamento ambiental (FONSECA et al., 2011a, 2011b; LINDE-ARIAS et al., 2008;
VIEIRA et al., 2019).

Os efeitos biologicos dos poluentes ambientais sdo rotineiramente avaliados através
de véarios biomarcadores moleculares e bioquimicos e refletem a induc¢do de sistemas
especificos de biotransformagdo ou o inicio de varias alteracdes celulares (CAJARAVILLE et
al., 2000; PEREIRA et al., 2011; REGOLI et al., 2011; VIARENGO et al., 2007). O uso de
biomarcadores em espécies sentinelas facilitou a implementagdo dessa metodologia em varios
programas de monitoramento ambiental em areas de agua doce, marinha e estuarina (SANNI
et al., 2017a, 2017b).

Os biomarcadores bioquimicos de efeito ou exposi¢do mais comumente utilizados em
organismos aquaticos sdo as enzimas envolvidas na detoxificagdo de xenobidticos e seus
metabdlitos, como as enzimas de biotransformacao de fase I, 11 e III, e as enzimas antioxidantes
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A metabolizacao e biotransformacao de
xenobidticos ocorrem em etapas. Incialmente os xenobidticos passam por um processo de
exposi¢do ou adicdo de algum grupo funcional reativo através de reagdes como oxidagao,

redugdo ou hidrolise (KLOTZ; STEINBRENNER, 2017), sendo que as principais enzimas que
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catalisam esse processo de fase I sdo enzimas citocromo P450 monoxigenase (CYP), flavinas
monoxigenase (FMO) e NADPH-quinona oxidorredutase (NQO) ou DT diaforases
(SCHLENK et al., 2008). O sistema enzimatico mais dominante nos processos de oxidagao da
biotransformag¢do de fase I sdo os CYPs. Os CYPS constituem uma superfamilia de
hemeproteinas que catalisam as reagdes de oxidacao e reducdo biolégica SCHLENK et al.,
2008). Na fase II de biotransformacgao, ocorre a conjugagao do xenobiodtico parental, ou mais
comumente, o seu metabolito, a um ligante enddégeno (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003). Os principais compostos endogenos utilizados na conjugacdo sao as
glutationas em reacgdes catalisadas pelas enzimas glutationa S-transferases (GSTs), o acido
glicurdnico, através das uridina difosfato glicuronosil transferases (UGTs) e os sulfonatos,
catalisados pelas sulfotransferase (SULTs) (REGOLI et al., 2011; SCHLENK et al., 2008). Por
fim, as enzimas de fase III, como as peptidases, hidrolases ¢ B-liase, catalisam o catabolismo
dos metabolitos conjugados para formar produtos mais facilmente excretaveis (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Além das enzimas de biotransformacao, as enzimas do sistema de defesa antioxidante
mais comumente utilizadas sdo: as superoxido dismutases (SODs), catalases (CATs), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), entre outras (LIVINGSTONE, 2001; REGOLI et
al., 2011; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). SOD, CAT e GPx sdo
criticamente importantes na detoxificagdo de radicais a moléculas nio-reativas (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Dentre os biomarcadores moleculares, as avaliagdes mais utilizadas sdao as técnicas
gendmicas, como o sequenciamento do genoma e do transcriptoma dos organismos, porém a
técnica mais empregada, € a andlise da transcri¢cdo génica por PCR quantitativo em tempo real
(qPCR). As respostas moleculares sdo geralmente consideradas efeitos similares paralelos a
niveis funcionais, e as variagdes nos niveis de mRNA sao frequentemente discutidos em termos
de regulagcdo (aumento ou diminuicao) génica de complexos bioquimicos ou mesmo vias

metabolicas (REGOLI et al., 2011).
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1.3 ECOTOXICOGENOMICA

A toxicogenOmica € resultado da jungdo das disciplinas de gendmica e toxicologia, e
auxilia na elucidagdo dos mecanismos envolvidos na resposta aos xenobidticos e na
padronizagdo de assinaturas metabolicas que possam diferenciar os distintos tipos de agentes
estressores. Originalmente, a toxicogenomica foi concebida para ser utilizada na avaliagao dos
riscos dos xenobidticos aos humanos, mas o recente e continuo aumento da informacao
gendmica nos bancos de dados acerca das mais variadas espécies permitiu que esse campo fosse
estendido a outros organismos. A ecotoxicogenomica pode ser definida como a aplicagdo da
toxicogendmica a organismos que sdo representativos do ecossistema e utilizados no estudo
dos efeitos nocivos dos compostos quimicos no ecossistema e nos individuos (IGUCHI;
WATANABE; KATSU, 2007; MIRACLE; ANKLEY, 2005; SNAPE et al, 2004).
Paralelamente a utilizacdo de biomarcadores bioquimicos, técnicas disponibilizadas pela
ecotoxicogenomica estdo sendo padronizadas e aplicadas em estudos ecotoxicologicos
(CHAPMAN et al., 2011). A ecotoxicogenOmica visa determinar as respostas transcricionais
de um organismo apos a exposicdo a uma substancia toxica, gerando informacdes sobre o
mecanismo de agdo dos xenobidticos e seus possiveis efeitos nos organismos (WILLIAMS;
MIRBAHAI; CHIPMAN, 2014).

Diversos estudos foram desenvolvidos com a técnica de microarray (ASKER et al.,
2013; CHAPMAN et al., 2011; IGUCHI, WATANABE; KATSU, 2007, MARTYNIUK;
HOULAHAN, 2013; ROBERTSON; MCCORMICK, 2012; RUGGERI et al., 2008;
SHELLEY et al., 2012; WILLIAMS et al., 2003). Essa técnica permite aferir a expressao de
uma grande quantidade de genes simultaneamente e, uma vez que os efeitos dos xenobidticos
podem envolver alteracdes em diversas vias metabolicas, o microarray permitiu um avango
consideravel em relagdo ao PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), que permite avaliar
apenas poucos genes. Uma desvantagem crucial das técnicas de microarray ¢ qPCR ¢ a
necessidade de se conhecer previamente a sequéncia nucleotidica dos genes de interesse para
avaliar as alteragdes na transcricdo génica (FENT; SUMPTER, 2011). Essas informagdes
geralmente eram obtidas por meio das técnicas de hibridacdo subtrativa supressiva
(DIATCHENKO et al., 1996) e das bibliotecas de EST (expressed sequence tags) obtidas por
sequenciamento Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), ou disponiveis em bancos

de dados. Ou seja, a aplicagdo das técnicas de microarray e qPCR ¢ limitada pela informagao
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a priori disponivel sobre os genes da espécie (FENT; SUMPTER, 2011; MEHINTO et al.,
2012).

Ao longo dos tultimos anos, o tradicional método de sequenciamento Sanger
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) foi parcialmente substituido por tecnologias de
sequenciamento de proxima geracao (next-generation sequencing ou NGS). O surgimento das
plataformas de NGS possibilitou um aumento expressivo na capacidade de gerar sequéncias,
proporcionando uma alta relagdo custo-beneficio (MOROZOVA; MARRA, 2008). Esse novo
paradigma possibilitou uma mudanca na escala e no escopo dos projetos de sequenciamento,
em consequéncia de um menor tempo de execucao e custo por analise € maior volume de dados
produzidos por experimento, permitindo um sequenciamento rapido e de alta resolucdo
(MARTIN et al., 2013).

Além das aplicagcdes gendmicas, as plataformas de NGS também revolucionaram a
transcriptdmica através do sequenciamento paralelo massivo de RNA (RNA-Seq). Nesta
abordagem, o objetivo ¢ descrever todos os genes que sdo transcritos em determinado tecido,
estdgio de vida ou no organismo como um todo (EKBLOM; GALINDO, 2011). Até o
surgimento das metodologias de NGS, a presenca de RNA mensageiro (RNAm) era mensurada
inicialmente por técnicas de sequenciamento Sanger e ESTs, sendo em seguida mais
comumente utilizadas técnicas de microarray ou qPCR. O primeiro método nao possui grande
sensibilidade, e apresenta limitagdes quanto as quantidades de RNA iniciais, quantificagdo dos
niveis de transcritos e a necessidade de informagdo prévia sobre as sequéncias, enquanto o
segundo ¢ de relativo alto custo inviabilizando uma andlise global da transcricdo génica
(MARDIS, 2008). Em contraste, as metodologias de NGS oferecem a analise em larga escala
de perfis de expressdo génica, anotagdo gendmica ou identificagdo/descoberta de RNA nao-
codificante (MUTZ et al., 2013). A metodologia de RNA-Seq estd se tornando altamente
atrativa para estudos em espécies nao-modelo, onde geralmente existe pouca ou nenhuma
informagdo gendmica disponivel (HORNETT; WHEAT, 2012).

Se por um lado o surgimento das plataformas de NGS possibilitou aumentos
expressivos na geracao de sequéncias, proporcionando uma favoravel relacdao custo-beneficio
quando comparados com o método Sanger, por outro lado, existe a perda em relagdao ao tamanho
das sequéncias geradas (reads) em algumas das principais plataformas (MOROZOVA;

MARRA, 2008), proporcionando novos desafios para as analises de bioinformatica. O principal
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obstaculo ¢ a reconstrucdo ou montagem dos short reads em sequéncias que representem os
transcritos originais. Dependendo da existéncia ou ndo de um genoma que sirva de referéncia,
as estratégias atuais de montagem de transcriptoma dividem-se em trés categorias principais:
montagem baseada em referéncia, montagem de novo, e uma estratégia hibrida combinando as
duas ultimas (MARTIN; WANG, 2011). A estratégia de montagem de novo ndo utiliza um
genoma referéncia, ao invés disso, sdo identificadas sobreposi¢des entre as sequéncias curtas,
de tamanho definido a partir dos reads (k-mers), resultando na reconstrugdo do transcrito
original (GRABHERR et al., 2011; MARTIN; WANG, 2011).

Muitos estudos que caracterizam transcriptomas sdo descritivos e proporcionam
recursos valiosos para estudos posteriores. Porém, a metodologia de RNA-Seq também pode
ser utilizada na caracterizacdo de perfis de expressdo génica, sendo que o objetivo ndo ¢é
somente identificar quais genes sdo transcritos, mas também o nivel especifico (absoluto ou
relativo) da transcri¢do dos genes encontrados (EKBLOM; GALINDO, 2011). Em sintese, o
processo de andlise de expressdo génica diferencial por RNA-Seq inicia-se com os reads
gerados pelo sequenciamento sendo alinhados a um genoma ou transcriptoma referéncia. Nos
organismos que ndo possuem tais referéncias, uma montagem de novo pode solucionar o
problema oferecendo um conjunto inicial de transcritos (MARTIN; WANG, 2011). A
quantidade de reads mapeados € contada e o nivel de expressao génica calculado por algoritmos
especializados, e entdo testes estatisticos apropriados sdo aplicados buscando a inferéncia de
expressao génica diferencial (MUTZ et al., 2013).

Até o inicio da década a técnica de RNA-Seq encontrava-se subutilizada em pesquisas
relacionadas a biologia e ecotoxicologia de peixes (MEHINTO et al., 2012). Contudo, a analise
da transcri¢do génica global através da técnica de RNA-Seq possibilitou avangos significativos
nessa area (CAI et al., 2018; RENAUD et al., 2019; YEBRA-PIMENTEL et al., 2019),
permitindo a descoberta de novos biomarcadores e a caracterizagdo de vias metabolicas
alteradas pela exposi¢ao a xenobioticos (BRINKMANN et al., 2016; FENT; SUMPTER, 2011;
HAHN et al., 2016; KONG et al., 2015; MEHINTO et al., 2012).

1.4 PEIXES COMO ORGANISMOS SENTINELA DE CONTAMINACAO
Virias espécies de peixes tém sido utilizadas para avaliar pardmetros biologicos e

bioquimicos em resposta a contaminantes ambientais. Peixes sdo encontrados virtualmente em

qualquer ambiente aquatico exercendo um importante papel ecologico nesse ecossistema (VAN
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DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Devido a sensibilidade aos impactos
antropogénicos, peixes usualmente sdao utilizados como espécies sentinelas no ambiente
aquatico (BURGOS-ACEVES et al., 2018).

O uso de peixes em estudos toxicologicos foi revisado por Hinton e colaboradores
(2009) que apontaram duas principais vertentes: (1) peixes como alvo em estudos ambientais
utilizando biomarcadores de contaminacdao; e (2) peixes como modelo para estudos
mecanisticos em toxicologia e doencas humanas. A primeira vertente vem sendo abordada pela
ecotoxicologia aqudtica para a andlise de risco de substincias toxicas liberadas no ambiente
(HINTON et al., 2009). A segunda vertente ¢ mais recente, e utiliza peixes como um “modelo”
para compreensdo de mecanismos gerais de toxicidade no grupo dos vertebrados. Portanto, o
conhecimento gerado por esses estudos em peixes também sdo aplicaveis para compreensao
dos efeitos de contaminantes ambientais ¢ outras substancias para aplicagdes nos campos da
medicina, aquicultura, ecologia, dentre outros (BURNETT et al., 2007; DI BELLO et al., 2007;
FREIRE et al., 2009; PETITJEAN et al., 2019).

O peixe teleosteo Fundulus heteroclitus, conhecido popularmente como killifish, ¢ um
exemplo de peixe que tem sido amplamente utilizado como organismo modelo em estudos
ambientais no hemisfério Norte-Americano por ser uma das espécies mais abundantes em
regides estuarinas da Costa Atlantica nesta regido (BURNETT et al., 2007; MATSON et al.,
2008; STEGEMAN, 1978). O fato do killifish sobreviver as condi¢cdes agudas de contaminacao
quimica por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (WILLS et al., 2009) e bifenilas
policlorados (PCBs) (NASCI et al., 1991) em certas regides costeiras, tornou a espécie um
modelo para estudos ambientais e de adaptacao a contaminagdo (BURNETT et al., 2007).

As caracteristicas de F. heteroclitus, como pequeno tamanho, desenvolvimento rapido,
tolerancia para condigdes diversas e resisténcia para sobreviver em locais com altos niveis de
contaminagdo, classificam essa espécie como organismos-alvo para estudos deste tipo. O
killifish também ¢ frequentemente utilizado em estudos toxicoldgicos, incluindo estudos de
toxicologia no desenvolvimento embriondrio e de carcinogénese, e principalmente em estudos
para compreensdo de mecanismos moleculares de resisténcia para sobreviver em locais
altamente poluidos (BURNETT et al., 2007).

Na regido costeira da América do Sul, uma das espécies que possui caracteristicas

etoldgicas semelhantes ao F. heteroclitus, sdo os guarus, especialmente da espécie Poecilia
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vivipara (Bloch & Schneider, 1801). Os espécimes de P. vivipara, também conhecidos
popularmente como barrigudinhos, sdo peixes da familia Poeciliidae caracterizados por
possuirem corpo alongado e comprimido posteriormente, sendo o macho menor que a fémea

(MENDONCA; ANDREATA, 2001) (Figura 4).

Figura 4. Peixe barrigudinho macho e descri¢@o da filogenia de Poecilia vivipara.

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Actinopterygii

| | Ordem: Cyprinodontiformes
Familia: Poeciliidae

Geénero: Poecilia

Espécie: Poecilia vivipara

Fonte: Adaptado de Berbel-Filho et al., (2018).

Dentro do género Poecilia, aproximadamente 150 espécies estdo descritas, das quais
apenas uma ndo € vivipara, representando uma linhagem distinta (MEREDITH et al., 2010;
THIBAULT; SCHULTZ, 1978). Os peixes P. vivipara sdo capazes de se adaptar a condi¢des
ambientais extremas, com alta tolerancia a salinidade e temperatura da 4gua, possui populagdes
ndo migratorias e estd amplamente distribuida em ambientes 1€nticos salinos na América do
Sul, Costa Atlantica (FROESE; PAULY, 2018), representando um modelo potencial para
estudos ambientais (BIZERRIL; PRIMO, 2001; BOLASINA; DE AZEVEDO; PETRY, 2017;
GOMES; MONTEIRO, 2007), além de considerado um organismo-modelo para estudos de
biologia reprodutiva e desenvolvimento (PARENTI; RAUCHEMBERGER, 1989).

A espécie P. vivipara foi utilizada em diversos trabalhos de toxicologia aquatica. Entre
esses estudos destacam-se: a avaliacdo da alteragdo no nivel de transcritos de genes e/ou
biomarcadores de contaminac¢do aquatica em peixes expostos ao cobre (ANNI et al., 2019a,
2019b; DA SILVA et al., 2014; MACHADO et al., 2013; ZEBRAL et al., 2019a, 2019b;
ZIMMER et al., 2012), a contaminantes organicos (FERREIRA et al., 2012) ao Roundup®
(HARAYASHIKI et al., 2013), ao fenantreno (MACHADO et al., 2014), ao triclosan
(ESCARRONE et al., 2016), a fracdo acomodada do 6leo diesel em agua (MATTOS et al.,
2010), anestésicos (BOLASINA; DE AZEVEDO; PETRY, 2017) e toxinas (LOPES et al.,
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2017). Adicionalmente, hé estudos avaliando a alteracdo do comportamento em peixes expostos
ao fenantreno (TORREIRO-MELO et al., 2015), a modulacdao génica dos citocromos P450
familia 14, 1B e 1C (CYPIA, CYPIB e CYPIC) por 3-metilcolantreno ¢ a contaminagao
ambiental na 4rea urbana de Floriandpolis com o uso de biomarcadores moleculares
(DORRINGTON et al., 2012).

Tendo em vista o grande potencial que a espécie P. vivipara tem como um organismo
modelo para estudos ecotoxicologicos (ADAM et al.,, 2010; DA SILVA et al., 2014;
DORRINGTON et al., 2012; ESCARRONE et al.,, 2016; FERREIRA et al.,, 2012;
HARAYASHIKI et al., 2013; LOPES et al., 2017, MACHADO et al., 2013, 2014; MATTOS
et al., 2010; PIAZZA, 2012; TORREIRO-MELO et al., 2015; ZIMMER et al., 2012), e como
organismo sentinela ao longo de toda a costa brasileira, bem como a facilidade de obtengdo de
exemplares em campo e facil manejo em laboratdrio, no presente estudo buscou-se ampliar o
conhecimento sobre as sequéncias génicas dessa espécie a fim de expandir as possibilidades de
pesquisas cientificas futuras nos mais diversos campos de conhecimento da biologia. Essa busca
por uma montagem e anotagdo de um transcriptoma com viés ecotoxicologico ndo apenas
aumenta o conhecimento sobre a fisiologia da espécie, mas também proporciona o
estabelecimento de novos alvos como biomarcadores de contaminacao ambiental.

Ressalta-se ainda a importancia de estudar ndo s6 as sequéncias obtidas do
transcriptoma, mas também seus efeitos na transcricdo dos organismos expostos a
contaminantes bem como as atividades enzimaticas do sistema de biotransformacdo e
antioxidantes, relacionando os efeitos nos diferentes sexos. Dessa forma, no presente estudo,
além da montagem do transcriptoma hepatico da espécie P. vivipara, também foram avaliados
os niveis de transcritos em figado e gonadas de peixes expostos ao esgoto sanitario e ao 4-n-
Nonilfenol. Por fim, foram analisadas as atividades das enzimas dos sistemas de
biotransformacao e antioxidantes em figados e branquias dos peixes expostos ao esgoto, em

ambos os sexos, sedimentando cada vez mais a espécie como um organismo modelo.
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1.5 OBJETIVOS E CONSIDERACOES SOBRE A ESTRUTURA DO TEXTO

1.5.1

Objetivo Geral

Caracterizar o transcriptoma hepatico e avaliar as alteracdes bioquimicas e

transcricionais nas vias de biotransformagdo, antioxidantes e relacionadas a desregulagao

endocrina, de peixes Poecilia vivipara expostos ao esgoto sanitario € ao 4-n-nonilfenol.

1.5.2

Objetivos Especificos

1-

2.

Produzir o primeiro transcriptoma, via RNA-Seq, do figado do peixe P. vivipara;

Avaliar os niveis de transcritos hepaticos em genes envolvidos nas vias de
biotransformacao, antioxidantes e relacionadas a desregulacdo endocrina de P.

vivipara expostos ao esgoto sanitario;

Avaliar a atividade de enzimas pertencentes ao sistema de biotransformacao de
fase I e II, e sistema antioxidante em figados e branquias de peixes P. vivipara

expostos ao esgoto sanitario;

Quantificar a bioacumulagdo de contaminantes organicos HPAs, PCBs e LABs em

tecido de P. vivipara expostos ao esgoto sanitario;

Avaliar os niveis de transcritos hepaticos e gonadais em genes envolvidos nas vias
de biotransformacgao, antioxidantes e relacionadas a desregulagcdo endocrina de P.

vivipara expostos ao 4-n-nonilfenol.

1.5.3 Consideracoes sobre a estrutura do texto

O presente documento esta organizado em trés capitulos. No capitulo I, que finaliza

nessa se¢do, uma introducdo geral apresentou uma revisao sobre os principais temas abordados

nessa tese de doutorado. O capitulo II apresenta os resultados obtidos da montagem e anotacao

do transcriptoma hepatico de P. vivipara através de duas metodologias de sequenciamento. Na
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primeira, via lon Proton, os resultados encontram-se publicados na revista cientifica
Ecotoxicology and Environmental Safety (PIAZZA et al., 2019). Na segunda, o transcriptoma
hepatico obtido via Illumina MiSeq, juntamente com as analises dos niveis de transcritos e
atividades enzimaticas dos peixes expostos ao esgoto sanitario, foram preparados e submetidos
a publicagdo na revista Aquatic Toxicology.

No terceiro capitulo (III) estao apresentados os resultados das andlises dos niveis de
transcritos envolvidos com o sistema de biotransformacgdo, atividades antioxidantes e
desregulacdo endocrina em figado e gonadas de peixes machos e fémeas expostos ao 4-n-

nonilfenol.
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2 CAPITULO II: ALTERACOES BIOQUIMICAS E MOLECULARES EM PEIXES
Poecilia vivipara (Bloch e Schneider, 1801) EXPOSTOS AO ESGOTO SANITARIO
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3 INTRODUCAO

Viarias perturbagdes ocasionadas pelo homem vém afetando o ambiente aquatico,
contribuindo para alteragdo do habitat e mudando a estrutura e dindmica das comunidades
bidticas. Problemas ambientais encontrados nestes sistemas invariavelmente resultam do
crescimento exponencial humano e desenvolvimento descontrolado das bacias hidrograficas
costeiras, bem como as atividades antropicas nas proprias enseadas (BONIN-FONT et al., 2018;
KENNISH, 2002; MONTESDEOCA-ESPONDA et al., 2019). Como consequéncia de uma
superpopulagdo, houve o aumento das industrias e uso de milhares de produtos quimicos que
por sua vez, apresentam efeitos diretos e indiretos no ambiente aquatico. Estas substancias
alcangam o ambiente natural geralmente via descargas de efluentes, tais como esgotos, despejos
de barcos, rios, deposi¢do atmosférica e fontes ndo especificas de escoamento urbano (ADAM
et al, 2010; AZZURRO et al, 2010; DE LOS RIOS et al., 2012; MONTESDEOCA-
ESPONDA et al., 2019).

Devido a vasta natureza dos quimicos despejados no ambiente com efeitos variados e
complexos, sendo alguns de mecanismos de toxicidade antagonicos, a resposta integrada em
peixes expostos ¢ praticamente imprevisivel e deve ser testada (SOLE et al., 2003). Logo, ha a
necessidade de determinar o status ambiental, a fim de fornecer uma indicacdo das mudangas
induzidas por atividades antropogénicas e sua influéncia nos organismos aquéticos (SEDENO-
DIiAZ; LOPEZ-LOPEZ, 2012).

Os estressores ambientais raramente atuam como compostos individuais. A pressao
antropogénica geralmente resulta na introducao de uma mistura de compostos quimicos e seus
efeitos no ambiente devem ser considerados como o resultado da interagdo destes quimicos ao
invés de substincias isoladas (TARNAWSKA et al., 2019). Sendo o esgoto sanitario
considerado uma matriz de alta complexidade (DAUGHTON, 2018) e com riscos potenciais, a
sua introdugdo no ambiente ¢ considerada um dos maiores problemas de poluicao a nivel
mundial (MAHMOUD et al., 2016; MDEGELA et al., 2010). Dentre seus impactos a saude
humana e vida selvagem podem ser citados a contaminagdo microbioldgica (CRAVO et al.,
2015; MAHMOUD et al., 2016), aumento do risco de contragdo de doencas infecciosas
(BONIN-FONT et al., 2018), inclusive com a possibilidade de contaminag¢do por bactérias
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selecionadas no ambiente para tolerancia e resisténcia a biocidas e antibidticos (OSTMAN et
al., 2017).

Além da grande quantidade de matéria organica, diversos tipos de contaminantes
persistentes ou nao persistentes, PPCPs, surfactantes, plastificantes, HPAs, PCBs, metais trago,
entre outros, sdo continuamente introduzidos no ambiente aquatico (AGUILAR-
BETANCOURT et al., 2016; BONOMO et al., 2016; GWOREK et al., 2019; MEDEIROS et
al., 2008; PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003; RIZZI; TANIGUCHI; MARTINS,
2017). Para diminuir a poluigdo ambiental e os riscos de disseminacao de doengas epidémicas,
o esgoto deveria ser tratado antes de o efluente ser liberado no ambiente. Entretanto, sabe-se
que os métodos tradicionais de tratamento de esgoto ndo sdo seguros e eficazes o suficiente
para garantir que o efluente reintroduzido seja livre de xenobidticos e seus metabolitos (DU et
al., 2018).

Nas ultimas décadas, houve um aumento na quantidade de trabalhos na literatura
acerca da ocorréncia ambiental, destino, efeitos, e avalia¢ao de risco destes compostos (BEIJER
et al., 2017, BOEHM et al., 2016; BOIX et al., 2016; GRUNG et al., 2016; HUERTA et al.,
2018; LV et al., 2019). O monitoramento qualitativo do ambiente ¢ essencial para o
desenvolvimento do manejo sustentavel dos recursos naturais, e para a reducdo dos riscos
relacionados aos multiplos estressores antropogénicos (MONTESDEOCA-ESPONDA et al.,
2019). Desta forma, o monitoramento bioldgico ¢ cada vez mais importante na investigacao do
estado de qualidade do ecossistema, sendo aplicado sem modificar as condigdes naturais do
ambiente e com o objetivo de relatar a ocorréncia de um composto quimico ou estressor com
um impacto ecologico em organismos vivos. O biomonitoramento € baseado no uso de
bioindicadores, que sdo organismos particularmente representativos em determinado habitat e
que podem acumular poluentes. A exposi¢do e a interagdo entre bioindicadores e contaminantes
ambientais causam modificagdes fisiologicas, chamadas biomarcadores, que podem ser
analisados e quantificados em diferentes niveis biologicos (REBOA et al., 2019; VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; WALKER, 1995), portanto, ¢ possivel utilizar esse
método com o objetivo de associar o estado de satide comprometido de um bioindicador ao
grau de poluicao do ambiente que eles representam (REBOA et al., 2019).

Peixes sdo bons bioindicadores da polui¢ao aqudatica pela capacidade de captar os
poluentes presentes na dgua através das suas branquias, bem como pela ingestao de organismos
forrageiros contaminados (HUERTA et al., 2018), além de integrarem os efeitos das misturas

quimicas as quais estdo continuamente expostos, servindo como sentinelas para avaliagdo dos



49

impactos dos contaminantes no ambiente aquatico (HAHN et al., 2016). Organismos utilizados
como sentinelas t€ém inimeras vantagens sobre as analises quimicas dos compartimentos
abioticos por bioacumular apenas as formas de contaminantes biodisponiveis na agua
(AGUILAR-BETANCOURT et al., 2016).

Os biomarcadores moleculares de exposicdo quimica em peixes tém sido utilizados
efetivamente hd muitos anos. A recente disponibilidade de extensas informagdes de sequéncia
em peixes, no entanto, facilitou a aplicacdo de abordagens moleculares mais abrangentes
(incluindo todo o genoma) a toxicologia de peixes (TYLER et al., 2008). Infelizmente, grande
parte da informacao genética disponivel para espécies de peixes ¢ proveniente de organismos
modelo, como o fatthead minnow Pimephales promelas, o peixe zebra Danio rerio, ¢ a medaka
Oryzias latipes. Embora essas informagdes tenham contribuido bastante para o entendimento
de mecanismos moleculares, faltam informagdes semelhantes para espécies de peixes selvagens
comumente usadas em estudos ambientais (HAHN et al., 2016). Desta forma, o uso de
plataformas NGS para o sequenciamento ¢ montagem de novo de transcriptomas tem sido
repetidamente demonstradas adequadas para a descoberta de genes e marcadores, analises
comparativas, analises de expressdo génica, SNPs e localizagdes precisas dos limites de
transcricdo (BRINKMANN et al., 2016; EKBLOM; GALINDO, 2011; FOX et al., 2014;
HAHN et al., 2016; KONG et al., 2015; MACHADO et al., 2018, 2019; QU et al., 2018).

Nesse estudo buscou-se a montagem do transcriptoma hepatico de peixes da espécie
P. vivipara, expostos ao esgoto sanitario através da técnica de RNA-Seq nas plataformas lon
Proton e Illumina MiSeq, visando a identificacdo de biomarcadores moleculares, sensiveis e
eficientes para o biomonitoramento ambiental. Ainda nos biomarcadores moleculares, foram
avaliadas a transcricdo diferencial em genes pertencentes aos sistemas de biotransformagao,
defesa antioxidante e transportadores do tipo ABC, além de receptores nucleares e de
xenobioticos identificados na montagem do transcriptoma.

Conjuntamente com os biomarcadores moleculares, biomarcadores bioquimicos foram
avaliados em figado, branquias e cérebro para verificar os efeitos bioldgicos do esgoto sanitrio

nos peixes expostos.
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4 OBJETIVOS

1-

Realizar a montagem de novo do transcriptoma hepatico do peixe P. vivipara, via

Ion Proton;

Obter o transcriptoma montado de novo dos figados de peixe P. vivipara, via

[Mlumina MiSeq;

Identificar transcritos de genes envolvidos em processos de biotransformagao de
xenobioticos e transcritos utilizados tradicionalmente como biomarcadores,

através de anotacao a partir de diversos bancos de dados publicos;

Avaliar os niveis de transcritos hepaticos dos genes: Proteina associada a
multirresisténcia 1 (ABCCI), Receptor para aril hidrocarboneto (AhR),
Citocromo P450 familia 1A (CYP1A), Citocromo P450 familia 2K1 (CYP2K1),
Citocromo P450 familia 3430 (CYP3A30), Receptor de estrogénio alfa (ER),
Glutationa S-Transferase A3 (GSTa3), Glutationa S-Transferase Mu 3 (GSTMu),
Resisténcia a mul