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RESUMO

Nos ultimos anos, observou-se um aumento significativo das atividades humanas,
resultando no aumento do descarte de residuos domésticos, industriais e agricolas no
ambiente aquatico. Esses eventos tém gerado consequéncias significativas para os
organismos que habitam esses locais. A biotransformacao de xenobiodticos, um processo
metabolico crucial na resposta desses organismos a exposicao a substancias quimicas
exodgenas, desencadeia uma série complexa de eventos metabolicos. As ciéncias dmicas
compreendem diversas subareas dedicadas a analise de dados biologicos, como a
gendmica e a transcriptdmica. Quando combinadas com a ecotoxicologia, surgem novos
campos de estudo, como a ecotoxicogendmica, que se concentra na expressao génica em
espécies ndo-alvo expostas a contaminantes. Essa abordagem ¢ interessante para
esclarecer os processos bioldgicos subjacentes as respostas fisiologicas diante da
contaminagdo. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo realizar a montagem e a
anotacdo do transcriptoma hepatico de duas espécies de aves marinhas: Puffinus puffinus,
encontrada encalhada na praia em estado post mortem, ¢ Larus dominicanus, que foi
encontrada viva na praia e faleceu durante o processo de reabilitagdo. Ambas as espécies
foram coletadas pelo Projeto de Monitoramento de Praias - Bacia de Santos (PMP-BS).
O material sequenciado foi montado, apresentando alta qualidade e anotado de acordo
com o0 banco de dados UniProt/SwissProt. A partir da anotacdo funcional, identificamos
genes associados aos processos de biotransformacao de fase I e fase II, incluindo genes
de CYP, FMO, GST, SULT, UGT e o receptor AHR. As analises de ontologia genética
revelaram uma variedade de processos bioldgicos, destacando-se a atividade transferase.
J4 as andlises de vias metabolicas do KEGG identificaram algumas vias comuns entre as
espécies, como necroptose e infeccao por Sa/monella. Esses achados indicam a presenca
de genes que desempenham papéis bioldgicos importantes, mesmo em tecidos de aves no
estado post mortem. Esses resultados abrem novas possibilidades para estudos futuros,
além de validar o uso de animais moribundos ou mortos em determinadas analises e
projetos cientificos.

Palavras-chave: Ecotoxicogenomica, Transcriptoma, Xenobioticos.
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ABSTRACT

In recent years, there has been a significant increase in human activities, resulting in the
heightened disposal of domestic, industrial, and agricultural waste into the aquatic
environment. These events have led to significant consequences for the organisms
inhabiting these areas. The biotransformation of xenobiotics, a crucial metabolic process
in the response of these organisms to exposure to exogenous chemical substances, triggers
a complex series of metabolic events. Omics sciences comprise various subfields
dedicated to the analysis of biological data, such as genomics and transcriptomics. When
combined with ecotoxicology, new fields of study emerge, such as ecotoxicogenomics,
which focuses on gene expression in non-target species exposed to contaminants. This
approach is useful in elucidating the biological processes underlying physiological
responses to contamination. In this context, this study aimed to perform the assembly and
annotation of the hepatic transcriptome of two species of seabirds: Puffinus puffinus,
found stranded on the beach post mortem, and Larus dominicanus, which was found alive
on the beach and died during the rehabilitation process. Both species were collected by
Projeto de Monitoramento de Praias - Bacia de Santos (PMP-BS). The sequenced material
was assembled, showing high quality, and annotated according to the UniProt/SwissProt
database. From the functional annotation, we identified genes associated with phase I and
phase II biotransformation processes, including CYP, FMO, GST, SULT, UGT genes, and
the AHR receptor. Gene ontology analyses revealed a variety of biological processes, with
transferase activity standing out. KEGG pathway analyses identified some common
pathways between the species, such as necroptosis and Salmonella infection. These
findings indicate the presence of genes that play important biological roles, even in tissues
from post mortem birds. These results open new possibilities for future studies and
validate the use of moribund or deceased animals in certain analyses and scientific
projects.

Keywords: Ecotoxicogenomic, Transcriptome, Xenobiotics.
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1 INTRODUCAO
1.1 ECOTOXICOGENOMICA E CONTAMINACAO AMBIENTAL

Com a crescente industrializagdo ¢ com o aumento das mais diversas atividades
humanas, uma série de problemas ambientais vem surgindo e gerando impactos
relevantes para os organismos vivos (Kumari; Khare, 2018). Um exemplo disso ¢ a
liberagdo de xenobidticos no ambiente, ou seja, a liberagdo de compostos estranhos aos
organismos no ambiente em que vivem (Embrandiri et al., 2016). As classes de
substancias encontradas sao das mais diversas, existindo compostos exdégenos oriundos
de toxinas de fungos, de plantas e de bactérias. Devido a agdo antropica novos compostos
tém surgido, fazendo com que os organismos tenham contato como os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), metais pesados e compostos farmacéuticos ativos
(PhACs), esses ultimos, resultando na contaminagao do ambiente como consequéncia da
crescente acdo antrdpica, causando prejuizos para as espécies presentes nesses locais
(Klaassen et al., 2003; Akpor, 2014; Santos et al., 2021; Fabbri; Franzellitti, 2016; Soares
et al., 2021). Dentre os grupos de contaminantes citados, os HPAs s3o os principais
compostos quimicos liberados pela industria petrolifera. Entre os compostos mais comuns
dessa classe estao o naftaleno, o fenantreno, o bifenil, o fenol, o antraceno e o pireno.
Todos s3o considerados altamente responsaveis pela contaminagdo antrdpica em

ambientes aquaticos (Ravindra et al., 2019).

Os xenobiodticos podem gerar inimeros prejuizos, afetando caracteristicas
ambientais que ocasionam problemas para a vida local. Algumas das consequéncias ja
relatadas estdo associadas a problemas na eclosdo, no crescimento e disfungdes
fisiologicas em peixes. Outro problema abordado ¢ o bloqueio da passagem da luz solar,
que compromete a capacidade dos organismos aquaticos de absorverem luz, realizar
trocas gasosas essenciais e realizar a fotossintese de modo eficaz (Ravindra et al., 2019;
Miglani et al., 2022). A presenga de contaminantes afeta os sistemas bioldgicos de modo
amplo podendo gerar lesdes, alteragdes fisicas e desorientacdo além dos problemas
fisiologicos ja relatados anteriormente (Ravindra et al., 2019). Sao diversos os grupos de
organismos que dependem do ambiente aquatico para suprir suas necessidades bioldgicas
e que consequentemente sdo afetados pela contaminacdo presente nesses locais. As aves
marinhas, por exemplo, sdo animais que utilizam o mar por um grande periodo da sua

vida e que fazem uso de recursos costeiros para reproducao, por exemplo. Diante dessa
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necessidade de viver em contato com ambos 0s ecossistemas, sdo grupos interessantes

quando desejamos compreender a saude desses locais (Burger; Gochfeld, 2004).

Compreender os efeitos moleculares dos compostos tdxicos ¢ crucial para
antecipar e mitigar danos significativos as populagdes naturais. Essa compreensdo
permite a identificagdo precisa dos danos e orienta a elaboracao de estratégias preventivas
para reduzi-los. Essa abordagem possibilita intervengdes precoces para evitar
consequéncias mais graves da exposi¢do aos compostos toxicos (Kreistberg et al., 2023).
A partir dessas necessidades, as ciéncias Omicas surgem como uma ferramenta
interessante para esses estudos. As ciéncias dmicas compreendem algumas subareas
responsaveis pelo amplo estudo das fungoes, relagdes e atividades de diversos tipos de
moléculas dentro de um organismo. Algumas areas incluem o estudo das proteinas
(protedomica), das regulagdes epigenéticas (epigendmica) e outra foca na andlise de
expressdo génica (transcriptomica) (Mutz et al., 2013; Jiang et al., 2015; Aslam et al.,
2016; Wang; Chang, 2018; Olivier et al., 2019). Essas técnicas permitem que analises
qualitativas e quantitativas sejam realizadas tanto na area da saude quanto em analises
ecotoxicologicas (Martins et al., 2019; Olivier et al., 2019). A ecotoxicologia, por sua
vez, tem como objetivo estudar e compreender a acdo e os efeitos de agentes (sintéticos
ou naturais) que afetam o ambiente e suas possiveis interagdes com 0s organismos vivos,
visando a compreensdo dos efeitos causados pelos estressores (Kramer et al., 2011). Com
a integracdo entre as d4reas de ecotoxicologia e ciéncias Omicas surge a
ecotoxicogenomica. O estudo dessa area € voltado para a expressdo de genes e proteinas
de organismos nao-alvos que estdo expostos a contaminantes presentes no ambiente,
possibilitando a elucidacdo dos processos bioldgicos que afetam esses individuos (Kim
et al., 2015; Snape et al., 2004; Zhang et al., 2018). Nesse contexto a ecotoxicogenomica
surge como uma ferramenta poderosa e inovadora capaz de unir conhecimentos
provenientes da ecologia, toxicologia e ciéncias Omicas, tendo como objetivo a
investigacdo de mecanismos moleculares associados as respostas dos organismos frente

a contaminacao ambiental (Snape et al., 2004).

A partir dos avangos de tecnologias como o sequenciamento do transcriptoma,
houve um aumento consideravel de dados gendmicos e com eles, a possibilidade de
estudar de modo mais especifico os processos bioldgicos dos organismos vivos expostos

a polui¢do ambiental (Garcia-Reyero; Perkins, 2011; Zhang et al., 2018). Deste modo, os
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estudos na area da ecotoxicogendmica permitem a analise de expressao de genes
associados as respostas dos organismos expostos a contaminantes, possibilitando a

identificacdo e o desenvolvimento de biomarcadores (Steinberg et al., 2008).

A fim de avaliar os efeitos dos compostos toxicos nos organismos vivos, 0 Uso
de biomarcadores tem despertado crescente interesse no campo do monitoramento
ambiental. Esses biomarcadores oferecem uma ferramenta essencial para compreender a
extensdo dos danos causados pelos agentes toxicos, permitindo uma avaliacdo mais
abrangente da saude dos ecossistemas (Kumari; Khare, 2018). Algumas espécies, devido
a suas caracteristicas naturais, sdo mais propicias para servirem de indicadoras da saude
do ambiente, sendo denominadas “organismos sentinelas”. Algumas espécies de aves
servem bem a esse propdsito, sendo possivel o biomonitoramento utilizando esse grupo,
em que ¢ possivel deteccao de padrdes temporais e espaciais ja esperados em um evento
de contaminagdo especifico, ou sendo aplicaveis também para a detecgao de padroes
ainda ndo descritos em alguma exposi¢do do organismo a um poluente (Cardoso et al.,
2014; Clatterbuck et al., 2018; Grant et al., 2018). Diante das questdes levantada, os
biomarcadores de contaminacdo desempenham um papel importante na avaliacdo e
caracterizacao de risco, podendo ser aplicado no monitoramento ambiental em busca de
respostas sobre o estado de saide do ambiente (Gil; Pla, 2001; Sogorb et al., 2014; Kadim;
Risjane 2022).

1.2 AVES MARINHAS COMO ORGANISMOS SENTINELAS

As aves marinhas compreendem uma ampla variedade de espécies que passam
grande parte de suas vidas em contato com o mar e também com regides costeiras,
algumas ordens existentes sdo Suliformes, Charadriiformes, Sphenisciformes,
Procellariformes, Pelecaniformes, Phaethontiformes, Gaviiformes ¢ Anseriformes
(Provencher et al., 2019). Quando consideradas como organismos sentinela, as aves
marinhas nos fornecem informa¢des nao somente da saude dos mares, mas também do
estado em que as regides costeiras se encontram. Existem cerca de 368 espécies
conhecidas de aves marinhas, das quais mais de 70% estdo sob riscos € ameacgas de
natureza ambiental e climatica (BirdLife International, 2023; Dias et al., 2019; Young;

Ballance, 2022).
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As espécies de aves marinhas desempenham um interessante papel ecoldgico
nos locais onde habitam. As aves, ao se alimentarem de recursos marinhos, transportam
nutrientes para as areas costeiras terrestres e marinhas. Isso enriquece o solo e fornece
recursos para outras espécies, contribuindo para o aumento da produtividade local tanto

em terra quanto no mar (Hentati-Sundberg et al., 2020; Young; Ballance, 2022).

A grande maioria dessas espécies sao consideradas animais de topo de cadeia
alimentar, estdo expostas a contaminagdo presente nos recursos que consomem, o0 que
pode resultar na bioacumulacdo de contaminantes (Burger; Gochfeld, 2004). A
bioacumulagdo, por sua vez, ¢ o acimulo de contaminantes nos organismos (Borga,
2008). A maioria dos contaminantes que afetam essas aves trata-se de pesticidas, metais
pesados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos € outros compostos quimicos que
podem interagir com o sistema enddcrino, levando a distirbios na saude desses individuos

(Burger; Gochfeld, 2004; Young; Ballance, 2022).

Outra caracteristica interessante das aves marinhas ¢ que geralmente retornam a
mesma regido em que nasceram, manifestando comportamento filopatrico. Esse
comportamento oferece uma oportunidade unica para a coleta continua de dados ao longo
do tempo. Como as aves retornam regularmente a mesma area, os pesquisadores podem
monitorar individuos especificos e suas populacdes ao longo de varias épocas e condigdes
ambientais. Além disso, a filopatria facilita a identificagdo e a amostragem dessas aves,
contribuindo para estudos de longo prazo sobre sua ecologia e comportamento (Burger;

Gochfeld, 2004; Young; Ballance, 2022).

Analisando os habitos de vida desses animais podemos encontrar uma
dificuldade em encontrar os focos de exposicdo aos contaminantes, principalmente
quando se trata de espécies migratorias, como € o caso da espécie Puffinus puffinus, na
qual a exposic¢do a esses compostos e a bioacumulagdo em seus tecidos podem ocorrer de
distintas fontes e de diferentes maneiras (Burger; Gochfeld, 2004). Apesar de existir os
desafios relacionados a identificacdo do foco de contaminacao principal, as ferramentas
da biologia molecular permitem que estudos e analise dos organismos sejam feitos em
busca das respostas bioldgicas desencadeadas pela exposi¢do a contaminantes através da
expressdo génica. A utilizagdo da gendmica, por exemplo, permite a identificagdo e
analise de milhares de genes e das mais diversas vias fisioldgicas ativas ou inibidas nesses
individuos quando expostos a um Unico contaminante ou um grupo desses compostos

(Kreitsberg et al., 2023).
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Diversos estudos ja foram executados utilizando a expressao de genes em busca
dos efeitos nas aves expostas aos xenobidticos. Dentre as respostas mais observadas
nessas investigagdes podemos citar algumas vias fisioldgicas como a do metabolismo de
xenobioticos, sistema endocrino, metabolismo da glutationa, crescimento celular,
apoptose, processamento de informacgdes genéticas, estresse oxidativo e metabolismo de
carboidratos (Desforges et al., 2021; Kreitsberg et al., 2023; Sharin et al., 2021). Sao
conhecidos que os efeitos sdo distintos quando consideramos ndo somente a classe do
composto quimico, mas também a variagdo nos estagios de vida desses animais. De modo
geral, individuos filhotes possuem respostas fisiologicas associadas principalmente ao
reparo celular e prote¢do de danos e seu principal meio de exposi¢ao ¢ através do deposito
materno (Ackerman et al., 2016). Por outro lado, os individuos adultos s3o expostos
principalmente através da sua alimentagdo e como forma de lidar com essa exposicao, a
via metabodlica mais ativa ¢ a do metabolismo de xenobioticos (Lucia et al., 2012). Além
disso, os animais mais velhos, devido a exposi¢ao prolongada, tendem a acumular danos
nos tecidos. Eles sdo ainda recomendados como modelos de estudo mais eficazes, pois
suas vias metabodlicas ndo sao mascaradas por mecanismos de defesa mais eficientes.

(Meitern et al., 2020).

Ja se conhece a necessidade de compreender melhor as alteracdes fisiologicas
subletais, pensando principalmente em abordagens precoces de manutencdo e cuidado
dessas espécies, visando as respostas observadas em um periodo de exposi¢ao mais curto
dos individuos (Kreitsberg et al., 2023). Aliado a isso, uma abordagem metodoldgica que
possibilite adquirir resultados mais amplos sobre as respostas fisiologicas em decorréncia
da exposicdo ¢ fortemente apoiada, permitindo a investigacdo de novos marcadores
genéticos de exposi¢do além, ¢ claro, de efeitos que possam nao ser tdo conhecidos até o

momento (Kreitsberg et al., 2023).

1.2.1 Larus dominicanus
Conhecidos popularmente como Gaivota, os individuos da espécie Larus

dominicanus (Figura 1) pertencem a ordem Charadriiformes e sdo membros da familia
Laridae (Schoch et al., 2020). S3o animais com presen¢a constante na costa brasileira,
podendo alcancar cerca de 58cm de comprimento e ndo realizam grandes migracoes
(Sick, 1997). Esta espécie esta distribuida pelo hemisfério Sul (Figura 2), sendo

encontradas no Brasil, até a Terra do Fogo, na Argentina, incluindo também as Ilhas
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Malvinas e diversas ilhas oceanicas, como Georgia do Sul, Sandwich do Sul, Orcadas do
Sul e Shetland do Sul. Além disso, ela pode ser encontrada ao longo do litoral da América

do Sul, no Pacifico, na Africa e na Nova Zelandia.

Figura 1. Larus dominicanus.

Legenda: Ave da espécie Larus dominicanus. (Foto: Tony Wills).

As gaivotas podem utilizar diversos habitats, sendo consideradas generalistas e
oportunistas, podendo alimentar-se também de recursos antropicos na sua dieta
(Giaccardi et al., 1997). No aspecto reprodutivo, essas aves possuem um alto indice de
sucesso. Geralmente ha o deslocamento de animais adultos para algumas ilhas e os
primeiros ovos podem ser observados em junho, com maior quantidade para setembro e
redu¢@o em outubro. Os filhotes possuem um crescimento relativamente rapido, os quais
30 dias ap6s a eclosdo ja estdo aptos para voarem, podendo também proteger-se de

predadores (Branco; Ebert, 2002).

Ainda que essa espécie esteja classificada como pouco preocupante em relagdo
ao perigo ambiental (BirdLife International, 2023), ¢ interessante realizar buscas mais
detalhadas a respeito da genética desses animais, uma vez que nao possuem o genoma de

referéncia sequenciado e disponivel em bancos de dados.
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Figura 2. Distribuigdo geografica da espécie Larus dominicanus.
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Legenda: Distribuicdo geografica da espécie Larus dominicanus destacada pela cor marrom no mapa.

Fonte: Adaptado de IUCN (https://www.iucnredlist.org/species/22694329/132542863).

1.2.2 Puffinus puffinus
Pertencentes a ordem Procellariiformes e a familia Procellariidae, os individuos

da espécie Puffinus puffinus (Figura 3) sdo popularmente conhecidos como pardela
sombria ou bobo pequeno (Schoch et al., 2020). Estes animais medem de 30 a 38
centimetros podendo ter uma envergadura de 76 a 89 centimetros (del Hoyo et al., 1992).
Essa espécie se distribui pelo oceano Atlantico Norte e Sul (Figura 4) migrando para a

costa brasileira no periodo de inverno da regido Norte (Guilford et al., 2009).


https://www.iucnredlist.org/species/22694329/132542863
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Figura 3. Puffinus puffinus.

Legenda: Ave da espécie Puffinus puffinus. (Foto: Matt Witt).

Essas aves alimentam-se de peixes e alguns crustaceos, sdo capturadas através
de mergulho e perseguicdo. A reproducdo dessa espécie inicia-se em marco, na regido
Norte em suas colonias (del Hoyo et al., 1992). Algumas ameacas ja foram mapeadas
para essa espécie e dentre elas, podemos citar o derramamento de 6leo e outros tipos de
contamina¢do marinha, além de acidentes envolvendo a pesca acidental (Votier et al.,

2005; Zydelis et al., 2009; Camphuysen et al., 2010).
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Figura 4 Distribui¢do geografica da espécie Puffinus puffinus.
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Legenda: Distribuicdo geografica da espécie Puffinus puffinus, destacada pela cor marrom no mapa. Fonte:

Adaptado de TUCN (https://www.iucnredlist.org/species/22698226/132636603).

Possuindo registro na IUCN, a espécie de P. puffinus ¢ classificada atualmente
como uma espécie pouco preocupante (BirdLife International, 2023). Alguns estudos ja
destacaram a utilizagdo da pardela-sombria como um animal sentinela da satde dos
oceanos, visto que diversos contaminantes podem ser detectados em seus tecidos
(Guilford et al., 2009). Sob essa perspectiva, estudos relacionados a expressao de genes
nesses animais podem ser executados buscando aumentar o escopo de ferramentas
disponiveis para a analises, aumentando as informagdes disponiveis sobre essas espécies
para que mais estudos sejam realizados pensando na preservacdo desses individuos e

também na preservagdao do ambiente marinho.

1.3 BIOTRANSFORMACAO DE FASE I e 11
A resposta fisiologica mais comum encontrada nos estudos de expressao génica
com aves marinhas, € relacionada ao metabolismo de xenobidticos que tem como objetivo

a eliminag¢do de compostos quimicos, de modo seguro, por meio da biotransformagao
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(Kreitsberg et al., 2023; Rourke; Sinal, 2014). Supde-se que a evolucao do sistema de
desintoxica¢ao dos organismos tenha surgido através da eliminagdo de compostos toxicos
de origem bioldgica, como toxinas bacterianas e vegetais, abrangendo posteriormente a
metabolizacao de quimicos, farmacos e xenobioticos (Katzung; Masters; Trevor, 2014;

Rang; Dale, 2007).

O objetivo desse processo ¢ alterar quimicamente as substancias apolares,
tornando-as mais hidrofilicas para a posterior excre¢ao de modo seguro para o organismo,
podendo ser através da urina ou da bile (Katzung; Masters; Trevor, 2014; Rourke; Sinal,
2014). De maneira geral, as substancias iniciais s3o as mais toxicas para os individuos,
mas isso nao € regra, ja que muitos metabodlitos podem ser ainda mais toxicos e

prejudiciais que suas moléculas iniciais (Katzung; Masters; Trevor, 2014).

Diversos tecidos e oOrgdos executam tarefas importantes no processo de
biotransformag¢do, como o pulmao, rim, olho e placenta, mas o figado exerce o papel
principal nesse processo ja que a maior parte das enzimas estdo presentes nele. Podemos
classificar em duas etapas o processo de biotransformac¢ao de acordo com as fung¢des que

as enzimas associadas a esse processo realizam (Figura 5) (Rourke; Sinal, 2014).

Figura 5. Processo de Biotransformacao simplificado.

Composto
Clivagem
Fase | Fase ll (por exemplo,
B-glucuronidase)
) (por exemplo, UDP
(por exemplo, Citocromo P450) glicuronosiltransferase) Remogio do grupo
i a : | jugad
Blctransfgrwacac por: Conjugacio a um grande grupo polar conjugado
idrotise hidrofilico, como o &cide glicurdnico.
Redugao
Oxidagédo
Metabolito 1 Metabélito 2

Metabélito 3

Excrecao

Legenda: Fluxograma simplificado do processo de biotransformacao de fase I e fase II. As linhas tracejadas

indicam rotas alternativas de um metabdlito. Adaptado de Rouge¢; Richmond; Collier, 2014.
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A fase I possui enzimas que atuam oxidando, hidrolisando e reduzindo as
moléculas. Dentre as proteinas, podemos citar as enzimas do complexo enzimatico do
Citocromo P450 com sua vasta variedade de CYPs que participam da biotransformagao
de xenobidticos, quimicos e drogas, levando a producao dos metabolitos primarios. Sua
nomenclatura ¢ composta por um numero indicando a familia, seguido de uma letra que
indica a subfamilia e outro nimero, que representa o gene ou isoforma de modo
individual. Deste modo, CYP1AS5 refere-se a familia CYP1, subfamilia CYP1A e proteina
CYPIAS dentro da subfamilia (Manikandan; Nagini, 2018). As enzimas CYP sao
compostas de 400-500 aminoacidos e possuem um unico grupo heme no seu sitio ativo,
e estdo localizadas na por¢ao microssomal. Com uma ampla especificidade, as enzimas
CYP sao capazes de realizar reagdes de oxidagao, redugdo, hidroxilagdo e desalquilagdo,
por exemplo. Além do papel de detoxificacdo que elas desempenham, essas enzimas
também estdo presentes no metabolismo celular ¢ na homeostase, executando tarefas
como a sintese e degradagdo de hormonios esteroides endogenos (Guengerich;

Waterman, 2016; Manikandan; Nagini, 2017).

Além das enzimas do citocromo P450, as Monooxigenases Contendo Flavinas
(FMO, do inglés Flavin Monooxygenases) sdo enzimas presentes no figado, pulmao e
rins e que atua oxidando heteroatomos nucleofilicos de nitrogénio, enxofre e fosforo na
etapa I de biotransforma¢do (Eswaramoorthy et al., 2006; Katzung; Masters; Trevor,
2014). Presentes também na por¢ao microssomal, as FMOs sdo mais sensiveis ao calor e
sao inativadas na auséncia de NADPH. Essas enzimas realizam reagdes de desintoxicacao

principalmente, mas ha excegdes a regra (Klaassen et al., 2000).

Na fase II de biotransformacdo, os firmacos previamente metabolizados na fase
I ou que possuem grupos quimicos adequados, passam pela etapa de conjugacdo. De
modo geral, essas moléculas que sdo conjugadas sdo excretadas de maneira imediata
sendo geralmente inativas. Para esse processo, algumas enzimas com atividade
transferases atuam, sendo as mais conhecidas a 5’-difosfato (UDP)-glucuronil transferase
(UGT), a Sulfotransferase (SULT) e a Glutationa-S-Transferase (GST). As reagdes que
ocorrem nessa fase sdo mais rapidas do que as que ocorrem na etapa [ de
biotransformag¢do, mas podem gerar espécies reativas de oxigénio, sendo responsaveis
pela toxicidade de determinados metabolitos (Klaassen et al., 2000; Beiras, 2018;

Katzung; Masters; Trevor, 2014).
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Com a diversidade de estressores € de enzimas atuantes nesses processos,
juntamente aos avangos da gendmica e da maior disponibilidade e acesso aos dados das
mais variadas espécies, podemos verificar com maior detalhe as particularidades de cada
enzima no que se refere a sua especificidade por substrato ¢ na metabolizagdo dos
compostos (Gotoh, 2012; Lewis; Watson; Lake, 1998). Nesse contexto, surge a
necessidade de estudar cada vez mais espécies que possam fornecer informagdes a
respeito das alteragcdes nos ambientes em que vivem, aliando também os avangos

tecnologicos disponiveis atualmente, como analises do transcriptoma.

1.4 RNA-Seq APLICADO AO MONITORAMENTO AMBIENTAL

A transcriptdmica ¢ uma subérea das ciéncias Omicas que tem como intuito
estudar as sequéncias de RNA de determinada amostra biologica, podendo ser RNA
mensageiro (mRNA), RNA ribossomal (rRNA), RNA transportador (tRNA) e outros
RNAs ndo codificantes. A técnica de RNA-Seq ¢ uma maneira de quantificar os genes
que estdo sendo expressos em determinado momento do tecido analisado, através do
sequenciamento. De maneira geral, o RNA total é extraido e uma parcela de mRNA ¢
convertido em DNA complementar (cDNA) que apds o sequenciamento € o
processamento, sera comparado com sequéncias gendmicas disponiveis em bancos de
dados. Nos casos em que as sequéncias gendmicas da espécie estudada ndo estejam
disponiveis, outra alternativa para o processamento e analise dos dados ¢ através da
montagem de novo (Cloonan et al., 2008; Garcia-Ortega; Martinez, 2015). Através desses
métodos podemos estabelecer o perfil transcriptomico de alguns organismos sentinelas,
sem que haja a necessidade de tragar o perfil gendmico das espécies para poder
compreender alguns padrdes e variagdes nos tecidos desses individuos quando expostos
a contaminag¢ao ambiental (Watson et al., 2017).

Tecnologias como o RNA-Seq permitem que diversos insights possam ser
obtidos através de uma analise exploratéria de genes expressos no tecido estudado. De
modo distinto a outras ferramentas aplicadas a expressao génica, como PCR e Microarray,
o RNA-Seq possibilita que seja executada a busca por processos bioldgicos e vias
metabolicas distintas das que inicialmente sdo esperadas quando os animais estdo
expostos a contaminagdo (Kreitsberg et al., 2023). Existem pesquisas que j& abordam
problemadticas ambientais utilizando a andlise do transcriptoma, como analises com

compostos quimicos encontrados no ambiente, testando a exposicdo em diferentes
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concentragcdes em machos e fémeas em peixes (Piazza et al., 2022). Estudos de animais
de vida livre, como baleias, também sdo realizados através da coleta de sangue a partir de
avaliagdes anuais desses animais (Morey et al., 2017). Quando consideramos as aves
como organismos de investigagdo, podemos também observar estudos com
contaminantes ambientais que utilizam a abordagem transcriptomica (Desforges et al.,
2021). E cada vez mais interessante a execugdo de estudos utilizando abordagens dmicas

em busca das mais diversas respostas fisiologicas frente a exposicao.

Observando os custos da técnica e a necessidade de compreender efeitos nas aves
marinhas expostas a contaminacao, a analise de RNA-Seq vem sendo explorada cada vez
mais, apresentando resultados importantes para o avango das pesquisas em
ecotoxicologia. Esses resultados podem ser utilizados tanto para conhecimento da espécie
como também para aplicacdes no monitoramento ambiental, através da busca de genes

indicativos de problemas de saude presentes nesses animais.

1.5 BIOMARCADORES

Um biomarcador pode ser qualquer resposta fisioldgica, molecular, bioquimica
e comportamental que fornece informacgdes sobre a exposicao de organismos a agentes
quimicos ou estressores ambientais. Essas respostas podem ser quantificadas indicando
as alteracdes bioldgicas dos individuos que estdo expostos aos contaminantes. A
utilizagdo de biomarcadores permite o estudo de riscos associados a toxicidade de
determinada substincia, além de ser também um indicativo de qualidade ambiental
(Kumari; Khare, 2018; Lionetto et al., 2004). A utilizacdo dessa ferramenta possibilita
que a quantificagdo dos efeitos toxicos e de susceptibilidade gerados nos organismos
vivos frente a exposi¢cdo aos xenobioticos seja possivel, estimando os efeitos de curto e

longo prazo (Gil; Pla, 2001).

Certas caracteristicas devem ser seguidas para que os biomarcadores sejam
classificados como ideais. Um biomarcador eficaz deve ser de coleta e analise simples e
confiavel, refletindo apenas alteragdes subclinicas e reversiveis, que tenha relevancia para
intervencgao ou outro esforgo preventivo e deve ser aceitavel do ponto de vista ético. Com
base em sua aplicabilidade e funcionalidade, os biomarcadores podem ser categorizados
em biomarcadores de exposi¢do, biomarcadores de respostas e efeitos e de

susceptibilidade (Gil; Pla, 2001; Grandjean et al., 1994).
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Os biomarcadores de exposicao possibilitam a medi¢do da quantitativa de um
determinado composto no organismo dos individuos podendo ser bioacumulativo e
podem ser analisados a partir de fluidos corporais ou excretas. Ainda nos aspectos de
classificagdo, podemos separar os biomarcadores de exposicdo em seletivos € nado
seletivos. Os testes nao-seletivos sdo usados como indicadores de exposi¢do a
determinados grupos quimicos sem muita especificidade, enquanto os seletivos, sdo mais

especificos (Gil; Pla, 2001).

A classe de biomarcadores de resposta e efeito ¢ capaz de indicar alteragdes
bioquimicas no organismo a partir da exposicdo aos xenobidticos. Os biomarcadores
ideais indicam alteragdes antes delas serem irreversiveis. No geral, eles ndo fornecem
informacgodes a respeito dos contaminantes e estressores e sao caracterizados através da
inducdo de mecanismo de defesa celular, bioquimica ou molecular (De Jesus; De

Carvalho, 2008; Gil; Pla, 2001; Grandjean et al., 1994; Sogorb; Estévez; Vilanova, 2014).

Os biomarcadores de suscetibilidade podem fornecer informagdes individuais
sobre os organismos. Essas informagdes podem ser de natureza genética, incluindo
alteragdes em estruturas cromossomicas, polimorfismos genéticos ou variagdes na
atividade enzimatica. Um exemplo pratico disso envolve as modificacdes em enzimas
associadas ao processo de metabolizacdo de xenobidticos, como as enzimas do citocromo
P450 e as enzimas conjugantes. Ambos os grupos desempenham papéis no processo de
biotransformacao, com o primeiro atuando na fase I desse processo e o segundo na fase
II. Relacionados a esses processos € a essas enzimas, podemos ainda classificar os
biomarcadores como polimorfismos de sistemas ativadores, que medem a atividade
enzimdtica das isoenzimas do citocromo P450, e polimorfismos de sistemas
desintoxicantes, que mensuram a atividade de enzimas conjugantes. E relevante ressaltar
que as modificacdes nas etapas de metabolizacdo de compostos exercem influéncia na
acumulacdo e producdo de substancias prejudiciais ao organismo (Gil; Pla, 2001;

Grandjean et al., 1994; Sogorb; Estévez; Vilanova, 2014).

Quando se deseja realizar uma andlise abrangente, a utilizagdo de diferentes tipos
de biomarcadores se mostra como uma abordagem mais indicada e informativa para a

avaliagdo de riscos para os organismos e o ambiente (Sogorb; Estévez; Vilanova, 2014).

De maneira mais ampla, podemos considerar que os marcadores de

contaminagdo ambiental desempenham um papel importante na protecdo e conservagao
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dos ecossistemas marinhos e da fauna que habitam esses locais. Eles podem oferecer
informacdes detalhadas sobre a saide do ambiente e das espécies que ali vivem. Sua
aplicabilidade nao se limita somente ao conhecimento e compreensao da saude local, mas
pode também ser utilizado como base na tomada de decisdes a respeito da manutengao e

prote¢ao ambiental.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a montagem do transcriptoma de novo do tecido hepatico de individuos
das espécies de aves marinhas Larus dominicanus e Puffinus puffinus, caracterizando o
perfil transcriptomico e identificando os genes associados ao processo de

biotransformacgao de fase I e Il em ambas as espécies.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
e Montar e caracterizar o perfil transcriptomico hepatico das espécies estudadas;
e Verificar a qualidade da montagem,;
e Anotar funcionalmente os transcritos;

e Identificar os genes relacionados ao processo de biotransformacao de fase [ e

fase II;

3 MATERIAIS E METODOS

As andlises executadas neste trabalho foram realizadas no Laboratério de
Biomarcadores de Contaminagao Aquatica e Imunoquimica (LABCAI) do Departamento
de Bioquimica (BQA) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC). A estrutura do laboratorio conta também com servidores
alocados na Superintendéncia de Governanga Eletronica e Tecnologia da Informacao e
Comunicagao (SeTIC) da UFSC para desenvolvimento de plataformas computacionais e

demais analises de alta performance.
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3.1 AQUISICAO DO MATERIAL BIOLOGICO E ANALISE DESCRITIVA DOS
INDIVIDUOS

Os individuos estudados foram obtidos por meio do Projeto de Monitoramento
de Praias na Bacia de Santos (PMP-BS). Esse projeto ¢ conduzido pela PETROBRAS
para atender condicionantes do licenciamento ambiental federal, conduzido pelo IBAMA,
para as atividades de extracdo e produgdo de petrdleo e gés natural na Bacia de Santos. O
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e Imunoquimica (LABCAI)
fornece servigos de padronizagao de técnicas e analise de biomarcadores de contaminagao

ambiental em espécies de tetrapodes marinhos.

Os individuos encontrados sdo registrados no Sistema de Informagdo da Biota
Aquatica (SIMBA), um banco de dados publicos que fornece informagdes sobre o estado
de saude, estagio de vida, condi¢do do animal junto com imagens e informacdes abidticas
dos locais. Com o acesso ao banco de dados, foi possivel acessar informagdes

relacionadas aos individuos investigados no presente trabalho.

Os animais que foram encontrados mortos e/ou morreram na base de
reabilita¢do, passaram por uma etapa de necropsia, nas quais pequenas amostras do figado
foram enviadas para o laboratorio para realizagdo de analises bioquimicas vigentes no
projeto. Dentre os servicos prestados, a analise do transcriptoma estd incluso para
algumas espécies. Das espécies trabalhadas, um individuo de Larus dominicanus e um de
Puffinus puffinus foram utilizados para analise do transcriptoma do tecido hepatico. Os

dados obtidos foram fornecidos para o desenvolvimento e execucao desse projeto.

3.2 OBTENCAO DOS DADOS E ANALISE DA QUALIDADE

Foram extraidos o RNA total de tecido hepatico de um individuo de Larus
dominicanus e um individuo de Puffinus puffinus. Nesse processo foi utilizado o kit
comercial de extragdo RNeasy Mini Kit (Qiagen®). Os animais extraidos estavam em
codigo 2 de decomposi¢ao. Visando a melhor qualidade do material extraido, uma
limpeza de substancias interferentes como sais, carboidratos e proteinas foi realizada.
Essa limpeza foi executada utilizando o kit comercial RNeasy MinElute Cleanup
(Qiagen®). Toda a extragdo foi realizada utilizando materiais apropriados para os

protocolos de biologia molecular (livres de RNases, DNases e pir6genos).
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Para verificar a qualidade e a quantidade do material extraido, o material passou
pela espectrofotometria no equipamento NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific).
Para estimar a concentragdo do RNA, a absorbancia em 260 nm foi utilizada, seguida da
utilizacao da razao 260/280 nm para estimar a pureza em relacao a presenga de proteinas
considerando faixas aceitaveis entre 1,8 e 2,0 e a razdo 260/30 utilizada para avaliar a
pureza relativa a outras substancias interferentes, com valores aceitdveis acima de 1,7

(Wieczoreck; Delauriere; Schagat, 2012).

A qualidade também foi analisada utilizando o fluorimetro Qubit 4.0 (Thermo
Fisher Scientific). Essa avaliagdo utilizou o kit comercial Qubit™ RNA IQ Assay, baseado
em corantes, um que interage com moléculas de RNA grandes com estruturas definidas
(mRNA, tRNA, rRNA) e o outro com moléculas pequenas e degradadas. O grupo de
pesquisa estabeleceu um valor de qualidade > 7,5 que satisfazem melhor os interesses do
grupo. Somente as amostras consideradas adequadas foram enviadas para o
sequenciamento, que foi realizado através da plataforma Illumina HiSeq 2500 (Illumina
Inc.), baseado na metodologia pair-end que resultou na obtencdo de sequéncias contendo

até 100pb.

A avaliacdo da qualidade e limpeza dos dados brutos das espécies L.
dominicanus e P. puffinus foi realizada previamente pelo laboratorio (Amorim, 2021). A
qualidade inicial dos dados brutos foi verificada através do software FastQC v.0.11.8,

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Em seguida, o programa

Trimmomatic (Bolger et al., 2014) foi utilizado para remocao de sequéncias adaptadoras,
bases de baixa qualidade (comprimento < 50pb e nota phred < 30) e RNAs ndo
codificantes. Os dados foram submetidos novamente ao programa FastQC para

verificacdo da qualidade com o objetivo de comparar os dados brutos e os dados limpos.

3.3 MONTAGEM DE NOVO DOS TRANSCRIPTOMAS

O programa Trinity v.2.13.2 (Grabherr et al., 2013) foi utilizado para a
montagem dos transcritos, utilizando os reads previamente limpos. Esse programa divide
os dados em grafos de Bruijn e os processa separadamente, permitindo a extragdo de
1soformas oriundas de splicing bem como a separagao de transcrigdes derivadas de genes
paralogos. Entre os montadores disponiveis, o Trinity foi selecionado pois ¢ amplamente

utilizado em decorréncia da sua robustez e facilidade, possuindo um extenso conjunto de


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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ferramentas associadas e um alto desempenho (Raghavan et al., 2022). Outro aspecto
importante do montador Trinity ¢ que ele possui uma etapa de normaliza¢do dos dados
que antecede o processamento ¢ montagem do transcriptoma, ndo sendo necessario a
utilizac¢ao de outro programa para essa etapa (Haas et al., 2013). A normalizagdo permite
que grandes conjuntos de dados sejam processados utilizando menos infra-estrutura

computacional.

Para a montagem dos transcritos, foi utilizado o valor de k-mer de 25 para
construgdo dos grafos e o tamanho minimo das sequéncias montadas foi de 200pb, sendo

estes valores padrdes adotados pelo programa.

3.4 ANALISE DE QUALIDADE DA MONTAGEM

As analises de qualidade do transcriptoma foram executadas de acordo com as
etapas e ferramentas sugeridas pelo programa Trinity. A primeira métrica aplicada foi a
analise N50, seguida da analise de ExN50 (Haas et al., 2013). Apds a identificagdo do
valor de ExN50, os dados provenientes da montagem foram limpos para dar sequéncia as

analises.

O mapeamento foi realizado através do programa Bowtie2 v.2.5.0 (Langmead;
Salzberg, 2012) e por ultimo, a montagem foi submetida a analise de integridade através
do BUSCO v.5.4.3 utilizando o banco de dados de metazoarios (metazoa odb10) e de
aves (aves_odbl10) (Seppey et al., 2019; Simao et al., 2015; Waterhouse et al., 2018).

3.5 IDENTIFICACAO DE ORFs E ANOTACAO FUNCIONAL
Na etapa de anotacdo funcional as regides de quadro de leitura aberta (ORF) e
regides codificantes (CDS) foram obtidas através do programa TransDecoder

(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder).

As sequéncias proteicas do banco de dados Uniprot/SwissProt (Bateman et al.,
2021) foram extraidas e utilizadas para anotar as sequéncias obtidas através do passo
anterior. Esse banco de dados foi selecionado uma vez que apresenta atualmente o padrao
ouro de anotacdao por homologia (Raghavan et al., 2022). A anotagdo, realizada a partir
do programa BLAST+ v2.13.0 (Camacho et al., 2009), utilizou uma busca aceitando valor

minimo de e-value de 1e-20, e com o maximo de um kit por sequéncia analisada.


https://github.com/TransDecoder/TransDecoder
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3.6 ONTOLOGIA GENETICA E VIAS METABOLICAS

Para o enriquecimento dos genes expressos, foi realizada uma analise dos dados
a partir da biblioteca clusterProfiler v4.8.2 (Wu et al., 2021) que permite o enriquecimento
por Gene Ontology (GO) (Consortium, 2000) através de termos da ontologia como
fungdes moleculares e processos biologicos, assim como o enriquecimento de vias
metabolicas através da Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto (KEGG, do inglés
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa; Goto, 2000). Para fins
comparativos o pacote org.Gg.eg.db v3.17.0 (Carlson, 2019) foi utilizado uma vez que se
trata de um pacote referente a um banco de dados disponivel no RStudio, da espécie
Gallus gallus, o organismo modelo mais proximo dos animais investigados neste

trabalho.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE DESCRITIVA DOS INDIVIDUOS

4.1.1 Larus dominicanus

O individuo utilizado nas analises de RNA-seq da espécie de L. dominicanus foi
encontrado na Barra do Sai em Guaratuba no estado do Parana-BR no dia 07 de julho de
2017 (Figura 6). O espécime de gaivota estava vivo, com boa integridade fisica e condigao
corporal ruim. Nao apresentava fraturas nem interacdo antropica. Ndo apresentava
presenca de 6leo nas penas, mas possuia patologia. A patologia estava ligada a uma
infeccdo fungica, possivelmente aspergilose, que afetava principalmente o sistema
respiratorio. Além disso, havia ocorréncia de amiloidose em 6rgdos como, figado, rins e
coracdo, sendo uma condi¢ao marcada pelo acimulo de agregados proteicos fibrilares em

diferentes tecidos (Gavriatopoulou et al., 2018).
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Figura 6. Espécime resgatado de Larus dominicanus.

Legenda: Fémea adulta de L. dominicanus encontrada no estado do Parana — BR (Foto: Giovana Capello).

A causa da morte deste espécime foi insuficiéncia respiratoria e possivelmente
se associava aos achados relacionados a amiloidose, devido ao processo infeccioso que o
animal enfrentava. Por ultimo, os dados de necropsia confirmaram que se tratava de uma

fémea adulta.

4.1.2 Puffinus puffinus

O individuo da espécie P. puffinus foi encontrado também no Estado do Parana-
BR, na praia de Pontal do Sul/Flamingo em Matinhos, Pontal do Parana no dia 18 de
setembro de 2017. Foi encontrado morto, mas com o corpo ainda fresco e temperatura
morna (Figura 7-A). Era um individuo fémea juvenil com integridade fisica boa, mas a
condi¢do corpdrea estava ruim. Até 25% de seu corpo apresentava mancha de oleo

(Figura 7-B), considerada forte interagdo antropica.
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Figura 7. Espécime encalhado de Puffinus puffinus.

Legenda: Fémea juvenil de P. puffinus encalhada na praia, no estado do Parana — BR. (A) Foto do animal
encalhado no momento em que foi encontrado, em B, vista ventral das penas cobertas com 6leo. (Foto:

Joice Elisa Klug).

4.2 MONTAGEM DE NOVO E ANALISE DE QUALIDADE

O sequenciamento dos dados das espécies L. dominicanus e P. puffinus geraram
55.994.793pb e 53.680.532pb respectivamente. Com o pré-processamento executado
anteriormente pelo grupo (Amorim, 2021), podemos observar a remoc¢ao de pares de base
com baixa qualidade para ambas as espécies e os valores na Tabela 1. A limpeza foi
executada considerando somente os pares de base com nota phred >30 mantendo os dados

que sejam mais confidveis para a montagem do transcriptoma (Apéndice A).

Tabela 1. Quantidade de reads estimados através do FastQC.

Espécies Reads brutos  Reads limpos % reads limpos
Larus dominicanus 55.994.793 38.840.191 69.5%
Puffinus puffinus 53.680.532 38.112.209 71%

Fonte: Adaptado de Amorim, 2021.

O sequenciamento ndo ¢ uma etapa isenta de erros, ainda que suas taxas sejam
baixas € interessante executar testes para verificar a qualidade do sequenciamento
realizado (Stoler; Nekrutenko, 2021). Neste cenario, para o processamento dos dados
brutos ¢ recomendado que anteriormente a etapa de montagem do transcriptoma, o
controle de qualidade seja feito de modo a verificar a necessidade de realizar a limpeza
dos dados para posterior processamento (Raghavan et al., 2022). Na etapa de limpeza as

sequéncias de adaptadores, leituras curtas e incorretas podem ser removidas e essa
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remogao baseia-se em alguns parametros, como a nota phred por base, presenca de bases
indefinidas, chamadas também como base “N”, sequéncias super-representadas. Todos
esses indicadores devem servir como informagdes importantes para a tomada de decisdes

quanto a limpeza e utilizagdo dos dados para as analises subsequentes (Raghavan et al.,

2022).

A montagem dos transcriptomas foi executada através do Trinity a partir do
conjunto de dados previamente limpos. Os valores de k-mers e de normalizacao dos dados
foram utilizados de acordo com os parametros padrdes do montador. Esse programa
executa a montagem em trés modulos, chamados Inchworm, Chrysalis, Butterfly. O
primeiro realiza a fungdo de montar os reads em sequéncias Unicas transcritas, utilizando
uma abordagem baseada em k-mers para uma montagem mais eficiente. O segundo
modulo, Chrysalis, agrupa os contigs montados em cluster e constroi um grafo de Bruijn
para cada cluster relacionado e o ultimo, o mddulo Butterfly analisa os caminhos
percorridos nesses grafos gerados, relatando as transcricdes completas, resolve as
isoformas alternativas e transcritos originarios de genes pardlogos (Haas et al., 2013).
Apods a montagem das leituras, o arquivo final ¢ gerado no formato fasta contendo as

sequéncias de transcritos e as isoformas geradas nessa etapa.

A andlise de ExN50, derivada da métrica N50 (abordada adiante), apresenta uma
abordagem refinada na andlise da expressdao genética. Enquanto o N50 determina o
tamanho em que 50% dos dados sdo representados, o ExXN50 restringe essa analise aos
genes mais expressos, removendo os de baixa expressao, abrangendo assim x% do total
dos dados de normalizados (Raghavan et al., 2022). Essa metodologia, entrelacada com
a expressao total de um gene, incorpora todas as isoformas transcritas, ponderando nao
apenas seus tamanhos fisicos, mas também sua contribuicdo relativa para a expressao
total no conjunto de dados. Ao calcular o valor do ExN50, os tamanhos das isoformas sdo
avaliados juntamente com sua expressdo relativa, fornecendo uma visdo mais precisa da
atividade génica em um transcriptoma (Haas et al., 2013).

O montador Trinity permite que essa métrica seja analisada, através de seu
pipeline de controle de qualidade apos a montagem. A partir disso, utilizamos essa
funcionalidade e encontramos o ponto mais adequado para selecionar o conjunto de
dados. Para os dados de L. dominicanus, selecionamos o valor de Ex=97, logo, inferimos
0 E97N50 como métrica mais adequada de qualidade para esse conjunto de dados (Figura

8).



40

Figura 8. ExXN50 de Larus dominicanus.
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Legenda: Grafico de analise de ExN50 para o conjunto de dados do L. dominicanus. No eixo X temos o
valor de Ex que se refere a % do conjunto de dados. No eixo y temos o valor médio de tamanho dessas
sequéncias (ExN50). Para esses dados, o valor de E97 foi selecionado para posteriores analises de qualidade

e execugdo de novos testes. Fonte: Elaborag@o da autora (2023).

Seguido dos testes realizados com a outra espécie, executamos também a métrica
do ExN50 para os dados do P. puffinus, onde o valor de Ex=95 foi selecionado, logo, o
E95NS50 foi aplicado nesse conjunto de dados (Figura 9).
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Figura 9. ExN50 - Puffinus puffinus.
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Legenda: Grafico de analise de ExXN50 para o conjunto de dados do P. puffinus. No eixo X temos o valor
de Ex que se refere a % do conjunto de dados. No eixo y temos o valor médio de tamanho dessas sequéncias
(ExN50). Para esses dados, o valor de E95 foi selecionado para posteriores analises de qualidade e execugdo

de novos testes. Fonte: Elaboragdo da autora (2023).

O valor de N50, uma métrica aplicada para verificar o tamanho das sequéncias
no conjunto de dados, indica o comprimento dos fragmentos montados onde metade dos
nucleotideos do conjunto de dados possui no minimo esse tamanho (Figura 10). Ainda
que seja uma métrica interessante para avaliar o tamanho dos contigs gerados, se tratando
de dados de transcriptoma, ndo € a métrica mais adequada para aplicarmos. O valor de
N50 ¢ indicado quando o objetivo do estudo ¢ montar sequéncias grandes que constituem
um Unico produto, no caso da montagem de um genoma, por exemplo. Quando
analisamos os transcritos de determinado tecido, o objetivo € obter sequéncias completas,
independentemente do quao curtas ou longas elas sejam, ja que isso varia de acordo com
cada gene transcrito. Apesar disso, podemos aplicar essa métrica para verificar o quao
fragmentado ou ndo, temos nosso conjunto de dados (Haas et al., 2013; Raghavan et al.,

2022).
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Figura 10. Esquema representativo da métrica do N50.
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Legenda: Figura ilustrando o valor de N50, onde o N significa a quantidade minima de nucleotideos por
sequéncia montada, neste caso o valor minimo de 50% do conjunto de dados ¢ de 1.500pb. Fonte:

Elaboracdo da autora (2024).

Executamos essa analise com o conjunto de dados das sequéncias montadas e
com o conjunto de dados da montagem ap0s a filtragem baseada no valor de ExN50 para
os dois individuos de cada espécie (Tabela 2). Com os dados gerados, podemos verificar
um comportamento semelhante entre os individuos em cada etapa. A média de transcritos
ficou entre 444pb e 445pb no conjunto de dados da montagem inicial e com o valor de
N50 de 1.835pb e 2.061pb para L. dominicanus e P.puffinus respectivamente. Apos a
filtragem, as métricas alteraram, na qual a média de tamanho dos transcritos aumentou
consideravelmente, apresentando valores de 1.585pb para L. dominicanus ¢ 1.977pb para
P. puffinus. Outro aspecto interessante de citar € que com esses valores, verificamos uma
redu¢do na quantidade de transcritos totais, mas um aumento no tamanho médio dos
contigs e no valor de N50. Essa limpeza ¢ interessante pois leva em conta a pluralidade
de fatores, como transcritos curtos e pouco expressos e de isoformas longas de transcritos
mais expressos. Essa limpeza ¢ importante pois remove também artefatos de montagem,
uma vez que o método de grafos de Bruijn ndo foi feito originalmente com o intuito de
montar genomas € transcriptomas, gerando esses artefatos em montagens de novo

(Raghavan et al., 2022).
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Tabela 2. Métricas dos contigs montados paras as duas espécies de aves.

L. dominicanus P. puffinus
Métricas pos-montagem
Transcritos totais 102.552 88.159
Média de tamanho dos transcritos 444pb 445pb
N50 1.835pb 2.061pb
Métricas apés a filtragem baseada em ExN50
Transcritos totais 38.099 22.961
Média de tamanho dos transcritos 1.585pb 1.977pb
N50 2.471pb 3.083pb

Legenda: Tabela indicando valores dos contigs montados para ambas as espécies. A primeira coluna, indica
a métrica avaliada, na segunda e terceira coluna, os valores das métricas para o L. dominicanus e para o P.
puffinus. A se¢do “métricas pds-montagem” indica os valores baseados no conjunto de dados logo apds a
montagem das sequéncias, enquanto a se¢do “métricas apos a filtragem baseada em ExN50” ¢é relacionada

aos valores encontrados ap6s a limpeza dos dados baseados no valor de ExN50 para cada espécie.

Idealmente, o mapeamento dos reads utilizados em uma montagem de genoma
ou transcriptoma ¢ realizado utilizando um genoma de referéncia. Nao é recomendada a
utilizacdo de espécies proximas, uma vez que os resultados obtidos podem trazer
informagdes que ndo representem a realidade, como a perda de transcritos e/ou
identificagdo erronea de sequéncias. Nesse caso, com a auséncia de dados gendmicos das
nossas espécies, 0 mapeamento foi executado com as leituras limpas utilizadas como

objeto de estudo (Conesa et al., 2016).

Para o mapeamento, foram considerados os dois conjuntos de dados, o da
montagem bruta e o da montagem filtrada. No conjunto de dados brutos, para o individuo
de L. dominicanus 97,96% foram mapeados e para P. puffinus, 98,30% dos reads foram
mapeados. Ja quando consideramos os dados filtrados apds a montagem, cerca de 96,11%
dos reads de L. dominicanus e 94,51% dos reads de P. puffinus foram mapeados (Figura

11).



44

Figura 11. Mapeamento de reads.
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Legenda: Grafico indicando a porcentagem de reads mapeados de cada conjunto de dados para cada uma
das espécies estudadas. O conjunto de dados bruto, em azul, se refere as sequéncias logo apds a montagem,
sem nenhum filtro aplicado. O conjunto de dados em laranja, EXN50, trata-se do conjunto de sequéncias

selecionadas baseada nas analises do valor de ExN50. Fonte: Elaboragdo da autora (2023).

Observando esses valores na Figura 11 podemos afirmar que apesar da
diminui¢do de porcentagem dos reads mapeados, eles ainda sdo valores proximos,
sustentando mais uma vez a integridade e qualidade dos dados filtrados que serdo
trabalhados. Outro ponto relevante ¢ que no mapeamento, a diferenca de base erronea ndo
¢ tdo problematica porque o programa aceita algumas bases distintas para mapear, o que
nao ocorre nos grafos de Bruijn, onde uma base erronea € capaz de criar novas bolhas e
novos transcritos. Dito isso, os valores adquiridos para os mapeamentos sao considerados
otimos, uma vez que o valor minimo aceitavel ¢ de cerca de 80%. Esse valor informa a
porcentagem de leituras que foram alinhadas ao transcriptoma montado (Raghavan et al.,

2022).

O BUSCO ¢ uma ferramenta aplicada para compreender a composi¢ao dos genes
encontrados na montagem. Para compreendermos a composi¢ao dos nossos conjuntos de

dados, executamos uma andlise através desse programa. Foram executadas analises
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abrangentes com o banco de dados de metazoarios e analises mais especificas com um

banco de dados de aves (Figura 12).

Figura 12. Genes ortdlogos identificados via BUSCO.
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Legenda: Grafico apresentando a porcentagem de genes ortdlogos encontrados nos transcriptomas de L.
dominicanus e P. puffinus. Em (A) temos os valores obtidos a partir de consultas com o banco de dados de
metazoarios (metazoa odb10). Em B temos os valores obtidos a partir de consultas com banco de dados de

aves (aves_odb10). Para ambos os graficos a parcela em vermelho do grafico indica a porcentagem de

genes fragmentados, em verde temos a quantidade de genes completos e duplicados, em laranja sdo os
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genes completos de copia tnica e em azul temos a porcentagem de genes ausentes, ou seja, que ndo tem

correspondéncia no banco de dados utilizado. Fonte: Elaboracdo da autora (2023).

Realizando consultas com o banco de dados de metazoarios (Figura 12-A),
obtivemos um total de 79,7% de genes completos de P. puffinus, onde 42,7% eram de
copia unica e 37% duplicados, somente 1,5% eram genes fragmentados e 18,8% nao
tinham correspondéncias no banco de dados. Para o L. dominicanus, valores proximos
foram obtidos totalizando 93,8% de genes completos onde, 39,9% eram duplicados,
53,9% eram de copia Unica e 1% genes fragmentados, enquanto 5,2% se tratavam de

genes ausentes no banco de dados.

Na Figura 12-B podemos verificar os resultados do BUSCO com dados de genes
ortdlogos de aves para o individuos de P. puffinus que apresentou cerca de 1,1% de genes
fragmentados, 21,6% de genes com coOpias Unicas, 24% de genes completos e duplicados
e cerca de 53,3% de genes nao foram encontrados no banco de dados de aves. Em relagao
aos genes de L. dominicanus, 4% deles estavam fragmentados, 34,7% eram genes
completos e de copia Unica, 27,3% eram genes completos e duplicados e cerca de 34%

nao tinham correspondéncia no banco de dados de aves.

O BUSCO possui um extenso conjunto de dados gendmicos curados do
OrthoDB (que por sua vez possui relacdes de ortologia entre genes) que ao compararmos
com as montagens realizadas, nos indica porcentagem de genes completos, duplicados,
fragmentados e ausentes (Seppey et al., 2019; Zdobnov et al. 2020; Raghavan et al.,
2022). Uma montagem que possui uma qualidade boa, deve apresentar um valor acima
de 80% de completude, havendo poucos genes duplicados e fragmentados. De modo
geral, ¢ esperado que os valores de correspondéncias duplicadas sejam altos, o que é

comum na montagem do transcriptoma (Raghavan et al., 2022).

Comparando nossos valores obtidos de completude em relacdo aos dados
consultados do banco de metazoarios, chegamos a valores bem proximos do limite
minimo estabelecido de qualidade para o individuo de P. puffinus, com um total de 79,7%.
Ja para L. dominicanus um total de 93,8% foram adquiridos. Esses valores consideram os
genes ortdlogos completos de copia tinica e completos duplicados. Quando visto de modo
mais detalhado, podemos observar uma quantidade muito alta de genes duplicados, o que
pode estar relacionada com a produgdo de artefatos de montagem do transcriptoma, uma

vez que essa técnica gera diversas isoformas distintas para um mesmo gene (Raghavan et
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al.,, 2022). De modo mais detalhado, cerca de 812 espécies foram utilizadas nessa
consulta, mas ainda assim, limitacdes de dados bioldgicos neste estudo podem ser

consideradas (Kuznetsov et al., 2022).

O cenario muda quando buscamos genes ortdlogos mais especificos para o grupo
de aves. Para o individuo de P. puffinus, somente 45,6% de genes completos foram
obtidos e para o individuo de L. dominicanus, somente 62% de completos foram
adquiridos. Ao realizar buscas na literatura com outros trabalhos utilizando transcriptoma
de aves, podemos encontrar valores como 81% a 84% com dados da codorna comum
(Coturnix coturnix) (Marasco et al., 2020), para a andorinha das arvores (Tachycineta

bicolor) uma porcentagem de 91,7 ja foi relatada (Bentz et al., 2019).

Podemos especular algumas razdes pela qual os valores deram abaixo da
porcentagem minima adequada, uma delas pode estar ligada a especificidade do grupo,
sendo mais restrito em relacdo as espécies presentes. Algumas das ordens de aves
consultadas eram Passeriformes, Pelecaniformes, Gruiformes, Falconiformes e da
superordem Galloanserae, totalizando cerca de 93 espécies (Kuznetsov et al., 2022). E
relevante ressaltar que nenhuma dessas ordens abrangem as espécies estudadas neste

trabalho.

Além da disponibilidade de dados para consulta, podemos refletir sobre as
limitagdes do método de sequenciamento, da quantidade de individuos utilizados, do
momento em que o 6rgdo estudado foi adquirido e principalmente porque o BUSCO
utiliza genomas, enquanto o trabalho realizado utilizou o transcriptoma de um tecido
apenas (Seppey et al., 2019). E relevante citar que a extragio de RNA utiliza sequéncias
disponiveis em um Unico momento da vida do individuo e/ou do periodo de coleta e
extragcdo do 6rgdo, limitando a variedade de transcritos existentes no tecido (Gagliardi;
Dziembowski, 2018). Ao trabalharmos com individuos no estagio post mortem, devemos
relevar que parte dos RNAs produzidos podem estar fragmentados, além dos processos
bioldgicos desencadeados nessa circunstancia, influenciando a variedade de sequéncias
de RNA mensageiro disponiveis no tecido (Righetti et al., 2022). Devemos também
considerar a utilizacdo de um unico individuo por espécie, o que impede uma maior
variedade de informagdes em relagdo a outros organismos. Deste modo, sugere-se que a
baixa porcentagem de genes ortdlogos encontrados nas montagens, seja consequéncia de
uma série de limitagdes tanto da técnica como também da disponibilidade de informagdes

disponiveis para a execu¢do do estudo. Considerando as outras métricas apresentadas
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anteriormente, ambas as montagens possuiam uma qualidade confidvel, o que nos

permitiu prosseguir nas proximas analises.

4.3 ANOTACAO FUNCIONAL

Estabelecida a qualidade do conjunto de dados gerados, as sequéncias foram
anotadas com dados presentes no banco de dados do UniProt/SwissProt por homologia
de sequéncia. Da totalidade dessas sequéncias, selecionamos sequencias com alta
cobertura. Encontramos cerca de 7.169 genes anotados com cobertura acima de 90% para
o individuo da espécie L. dominicanus e cerca de 5.439 genes anotados com a mesma

cobertura para a espécie de P. puffinus (Figura 13).

Figura 13. Cobertura dos transcritos anotados.
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Legenda: O grafico indica a quantidade de genes anotados e a cobertura da anotagdo para as espécies

estudadas. Fonte: Elaboragdo da autora (2023).

Quando executamos a anotacdo funcional das sequéncias, visamos inferir a
funcionalidade biologica das mesmas, atribuindo informagdes que podem indicar
determinados processos e eventos celulares que podem estar ocorrendo no tecido
estudado (Raghavan et al., 2022). Para selecionar as melhores sequéncias encontradas,
consideramos o valor de 1e-20 que, por sua vez, ¢ um indicador da probabilidade de que
a similaridade da sequéncia seja ao acaso (Pearson et al., 2013; Raghavan et al., 2022).

Diante desse cenario, utilizamos somente as sequéncias que possuiam um alto indice de
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cobertura (acima de 90%), possibilitando que essas sequéncias sejam futuramente

validadas.

Dentre a totalidade de correspondéncias encontradas, foram selecionadas
somente as que apresentavam potencial associagdo com o processo de biotransformacao

de fase I e de fase II (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncias com correspondéncia no banco de dados para os individuos

estudados.

Transcritos L. dominicanus  P. puffinus

Fase I
| CYpP | 13 | 9
FMO 2 3
IF ase Il | | | |
| | UGT | 0 | 3 |
SULT 5 3
GST 6 5
IReceptor | | | |
| AHR I o

Legenda: Transcritos com potencial associacdo ao processo de biotransformagido de fase I e fase II
identificados no transcriptoma montado dos dois individuos estudados. As linhas identificam o transcrito e
a quantidade de transcritos identificados, de acordo com cada espécie. A espécie esta identificada nas duas

ultimas colunas da tabela. Fonte: Elaborag@o da autora (2024).

Houve uma variedade de genes expressos nos figados dos animais estudados dos
quais filtramos os que poderiam associar-se ao metabolismo de xenobidticos, totalizando
27 para L. dominicanus e 24 para P. puffinus. Alguns desses genes estdo presentes em

ambos os animais (Figura 14).
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Figura 14. Quantidade de transcritos expressos nos dois organismos.

L. dominicanus P. puffinus
(27) (24)
10 17 7

Legenda: Grafico de Venn indicando a quantidade de genes expressos com potencial associagdo ao
metabolismo de xenobioticos, nos dois individuos estudados, dos quais 17 deles sdo compartilhados entre
os dois organismos. Foram identificados 10 transcritos presentes apenas em Larus dominicanus e 7

transcritos encontrados somente em Puffinus puffinus. Fonte: Elaborag@o da autora (2024).

Analisando os genes que identificamos pertencentes a fase I, estdo as FMOs e
CYPs. Alguns estudos apontam as enzimas FMO1, FMO2, FMO3, FMO4 e FMOS5 como
enzimas funcionais em humanos (Hernandez et al., 2004). Considerando essas enzimas
que possuem atividade ja conhecida, identificamos as FMO3 e FMOS5 em L. dominicanus
e em P. puffinus, encontramos FMOI1, FMO3 e FMOS5. As FMOs sao enzimas
importantes na desintoxicagdao em vertebrados transformando os heteroatomos em 6xidos
mais soliveis em agua para a excrecdo dos mesmos (Phillips; Shephard, 2019). J4 ¢
apresentado o papel significativo das FMOs no metabolismo de muitos pesticidas e sabe-
se também que algumas reacOes realizadas por FMO com poluentes podem gerar
metabolitos mais toxicos para o DNA, por exemplo (Henderson et al., 2004; Su et al.,

2008).
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As enzimas CYPs sdo as mais abundantes quando falamos de metabolismo de
xenobidticos em humanos (Zhao et al., 2021). Diante dos dados que obtivemos na
montagem e anotacdo de ambas as espécies, podemos observar uma quantidade
significativa de genes anotados pertencentes a superfamilia CYP. A literatura cita
algumas familias que estdo intimamente relacionadas com o metabolismo de
xenobidticos, sendo elas as familias 1, 2 e 3 (Ingelman-Sundberg, 2004; Zanger; Schwab
2013). Diante desta informagao, os CYPs pertencentes a outras familias foram eliminados
do presente estudo, restando 9 genes CYP de Larus dominicanus ¢ 6 genes CYPs de
Puffinus puffinus que possui potencial atividade relacionada ao metabolismo de

contaminantes (Tabela 4).

Dentre o transcrito identificado na familia 1 que possui atividade relacionada ao
metabolismo de xenobidticos, podemos citar a CYP1AS, uma isoforma da enzima
presentes em aves que sdo analogos as isoformas humanas de CYPIA1 e CYP1A2
(Gilday et al., 1996). De maneira geral, os transcritos de CYP1A sdo regulados pelo
receptor de aril hidrocarboneto (AhR), sendo ele também alvo de diversos xenobioticos
como benzo(a)pireno e outros HPAs (Nerbert et al., 2008; Go et al., 2015) e que também
foi encontrado nesta investigacdo. As enzimas CYPIA ja sdo empregadas como
biomarcadores de contamina¢do em animais de vida selvagem, por exemplo na ave da
espécie Phalacrocorax auritus (Xia et al., 2020). Outros estudos ja demonstram a
presenca dessas enzimas CYP1AS no figado de aves (Kawai et al., 2020). Além disso,
buscando informagdes a respeito das espécies trabalhadas aqui, ja foram identificados por
exemplo a presenca de transcritos de CYP1AS em figados de P. puffinus afetados com
poluicdo, como o alto indice de contaminag@o por PCBs, na costa brasileira (Serafini et
al., 2024). Estes trabalhos corroboram com os dados aqui encontrados, dos quais
demonstram a presenca deste transcrito no figado dessas aves € que os mesmos possuem

um papel associado ao metabolismo de xenobioticos.

Outra familia de CYPs encontrada foi a das CYP2, sendo essa a maior ¢ mais
diversa familia de CYPs (Nelson, 2003). A regulagdo dos transcritos de CYP2 sdo pouco
compreendidas. Em galinhas, CYP2H sao geralmente induzidas por fenobarbital e outros
indutores do mesmo tipo atuando em vias do receptor androstano (CAR) e receptor orfao
nuclear de detec¢do de xenobidticos de galinhas (CXR) (Handchin; Meyer, 2003). Dentre
alguns indutores destes genes, encontram-se compostos como poluentes organicos

persistentes, bifenis policlorados e diclorodifeniltricloroetano (DDT) e seus metabolitos
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(Craft et al., 2002; Wyde et al., 2003). Um estudo de filogenia utilizando 48 genomas de
aves encontraram 642 CYP2 de genes e pseudogenes, além disso encontraram cerca de
12 subfamilias (Almeida et al., 2016). Algumas subfamilias encontradas abrangem as
mesmas citadas nos nossos estudos, presentes na Tabela 4. As CYP2D estao presentes
em varios mamiferos e tem sido estabelecida uma relacao de habitos alimentares ¢ a
metabolizacao de toxinas vegetais como alcaloides por essas enzimas (Yasukochi; Satta,
2011). Outro estudo focado em compreender melhor a historia evolutiva dos genes CYP2
em aves encontraram alguns genes de CYP2C e CYP2J e ainda demonstram a
possibilidade desses haverem regulagdes distintas de expressdo no tecido hepatico
(Kubota et al., 2011). Além desse resultado, o estudo apesentou os niveis de transcricao
dos genes testados de CYP2C e CYP2J e sua correlacdo ndo significativa entre as

concentragdes de compostos clorados e o nivel de expressdo desses genes (Kubota et al.,

2011).

A ultima familia selecionada foi a familia de CYP3, sendo ela regulada pelo
receptor de glicocorticoides (GR) e pelo receptor X pregnano (PXR) em células do figado
humano (Honkakoski; Negishi, 2000; Pascussi et al., 2000). Em humanos ainda, essas
enzimas atuam no metabolismo de uma série de farmacos como antibidticos,
antimicoticos e glicocorticoides (Backman et al., 1996). Deste modo, os estudos
confirmam a atuac¢do das CYPs no metabolismo de xenobioticos, apresentando um papel

importante nesta via (Zanger; Schwab, 2013; Sharifian et al., 2020).

Tabela 4. CYPs identificados para os dois individuos estudados.

L. dominicanus P. puffinus
CYPI
145 145
CYpP2
2C20, 2C8, 2D3, 2HI, 2J2, 205, 2H1 2J2, 2W1
2Wi
CYP3
3413, 3424 3421

Legenda: Tabela indicando os genes CYPs encontrados nos animais estudados especificando sua familia e

subfamilia. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na fase II de biotransformagdo ha algumas enzimas que catalisam reagdes de
conjugacdo, geralmente, apds a fase I do processo (Rushmore; Kong, 2002). Com as

analises executadas, foram encontrados 3 transcritos pertencentes a superfamilia UDP-
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glucoroniltransferase (UGT) somente no individuo de P. puffinus. Dentre esses genes,
encontramos as familias UGTI (UGT1A41 e UGTIA9) e UGT2 (UGT2A2). As enzimas
UGTs desempenham um papel importante na adicdo de aclicares em moléculas
lipofilicas. Em mamiferos, estdo presentes os membros das familias UGT1, UGT2, UGT3
e UGTS8 que executam sua funcdo em prol da eliminagdo das substancias exdgenas.
Atuam principalmente na conjugacao de uma grande quantidade de drogas e toxinas, mas
também em moléculas endogenas (Meech et al., 2019). A expressdo desse gene ¢
geralmente regulada por fatores de transcri¢gdo dependente dos ligantes, atuando como
sensores para os niveis de substrato, desta maneira as UGTSs sdo responsivas a demanda
celular tecidual para a desintoxicacdo e manuteng¢ao do metabolismo endobiotico (Meech
et al., 2019). Com essas informagoes a respeito da UGT podemos considerar como uma
resposta do P. puffinus diante da exposicdo a contaminante, que por sua vez, estava com

as penas cobertas com 6leo quando encontrado na praia.

As Sulfotransferases sdo enzimas que atuam na metabolizagdo de hormonios,
aminas, xenobioticos e drogas. Elas podem tornar uma substincia altamente excretavel
mas ao mesmo tempo, fazer com que ela seja altamente téxica para o organismo
(Bojarova; William., 2008). Assim como as CYPs, foram também classificadas em
familias, indicadas por nimeros, e subfamilias indicadas por uma letra (Li et al., 2008).
Em L. dominicanus, identificamos genes SULTs associados a via metabdlica de interesse
pertencentes as familias 1 (SULTIDI1, SULTIBI e SULTICI),2 (SULT2BI) enquanto no
individuo de P. puffinus foram identificados membros das familias 1 (SULTIBI), 3
(SULT3A1). Entre essas enzimas, as familias SULT1 e SULT2 s3o as principais
relacionadas ao metabolismo de xenobioticos em humanos, incluindo desde farmacos e
pro-carcinogénicos, mas além disso, se associam também ao metabolismo de
endobiodticos que incluem esterdides e neurotransmissores, por exemplo (Reinen;
Vermeulen, 2015; Xie; Xie, 2020). Além dessas, a enzima SULT3A1l pode estar
relacionada também com o metabolismo de xenobidtico, segundo Takahashi et al.,
(2008), apos clonagem, expressdo e caracterizagdo de SULT3A1, demonstrando acdo
exclusivamente no figado de camundongos. Deste modo, uma variedade de enzimas
SULTs relacionadas ao metabolismo de compostos exdgenos foram obtidas entre as duas

espécies, totalizando 4 para L. dominicanus e 2 para P. puffinus.

Outras enzimas importantes conhecidas na fase II da biotransformagao sao as

Glutationas-S-Transferases (GST), que além de desempenhar um papel na desintoxicagao
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celular ¢ relevante também na manutencdo da homeostase (Zhang et al., 2014).
Selecionando os genes de GST presentes no figado, encontramos GST Alfa (GSTAI),
GST Omega (GSTOI) ¢ GST Theta (GSTTI) que foram em comum entre os dois
individuos estudados. Em humanos, os trés genes identificados possuem localizagao
celular citosodlica e ocorréncia principalmente no figado (Chatterjee; Gupta, 2018). Um
estudo caracterizando enzimas de biotransformacao de fase I e Il nas espécies Fulmarus
glacialis e Rissa tridactyla , duas espécies de aves marinhas do Artico, também relatam
a atividade de GST assim como sua expressao em figado, corroborando com informagoes

aqui encontradas (Helgason et al., 2010).

Além das enzimas de biotransformacao, encontramos o gene do Receptor de Aril
Hidrocarboneto (AHR) para os dois individuos estudados. Dentre suas fungdes, a mais
conhecida esté relacionada a regulacdo do metabolismo de xenobidticos, onde o AHR ¢
o responsavel pela ativagdo da expressio em alguns genes do Citocromo P450,
principalmente do CYP1AI1, das quais suas fungdes se associam principalmente a
desintoxica¢do (Hankinson, 2005). De maneira mais detalhada quando um ligante se liga
ao AhR este se transloca para o ntcleo e se liga a0 ARNT, formando um heterodimero
que modula a expressao de alvos ao ligar-se a elementos responsivos aos xenobioticos
(Larigot et al., 2018). Dentre os principais ligantes exogenos destacam-se os HPAs,
obtidos principalmente através da alimentagdo e também pela exposi¢cdo ambiental ao
longo do tempo (Larigot et al., 2018). Além das fun¢des conhecidas de desintoxicagao,
nos ultimos anos, foram descobertos novos papeis desempenhados pelo AHR como sua
ativagdo através de ligantes enddgenos, importancia no desenvolvimento do sistema
cardiovascular e renal (Mimura et al., 1997; Lahvis et al., 2004; Nguyen; Bradfield,
2008).

Com a selecao de genes relacionados ao metabolismo de xenobidticos de fase [
e de fase II identificamos 17 genes em L. dominicanus e 18 em P. puffinus (Tabela 5).
Genes dos quais ndo se sabe a funcdo ao certo ou que tinham outras fungdes nao

relacionadas ao metabolismo de xenobiodticos foram eliminados.

De modo geral, a quantidade e a composi¢ao de genes foram semelhantes, com
excecdo das UGTs que estavam presentes em P. puffinus, mas ndo em L. dominicanus.
Conforme citado anteriormente, as UGTs possuem uma func¢ao altamente relacionada ao
metabolismo de compostos exdgenos e sua expressdo pode estar atrelada ao fato dos

individuos de P. puffinus estar coberto com 6leo bruto. O presente trabalho aborda a
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expressao e caracterizacao de alguns genes e para que correlacdes sejam estabelecidas,
mais andlises sdo necessarias. Deste modo, os genes aqui identificados podem servir
como base para que novos estudos sejam realizados com essas espécies, buscando

verificar o estado de saude desses individuos em experimentos delineados.

Tabela 5. Genes identificados com papel estabelecido no metabolismo de xenobioticos

de fase I e II para os individuos estudados.

Genes L. dominicanus  P. puffinus

Fasel
| crp 9 6
FMO 2 3
IF ase I1 I I
| - uer 0 3
SULT 3 2
GST 3 3
IReceptor I I
| " AHR 1 T

Legenda: Genes associados ao processo de biotransformacdo de fase I e fase II identificados no
transcriptoma montado dos dois individuos estudados. As linhas identificam o gene e a quantidade de genes
identificados, de acordo com cada espécie. A espécie estd identificada nas duas ultimas colunas da tabela.
Fonte: Elaboragdo da autora (2024).

4.4 ENRIQUECIMENTO DOS TRANSCRITOS IDENTIFICADOS

4.4.1 Contexto biologico dos genes

Para compreender o contexto bioldgico em que o conjunto de genes expressos
no figado das aves estudadas estavam inseridos, andlises de ontologia genética foram
executadas. Com o conjunto de dados de L. dominicanus, encontramos 49 termos
enriquecidos para os processos biologicos e 41 para as fungdes moleculares. Analisando
de modo mais detalhado, ao buscarmos genes relacionados ao processo de
biotransformag¢do de fase I e II encontramos 3 termos da ontologia com ao menos um

gene nos processos biologicos e 2 ligados as fungdes moleculares (Tabela 6).
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Tabela 6. Termos da ontologia genética enriquecidos para o L. dominicanus.

Processos biolégicos Qnt. genes p ajustado
G0:0044281: Processo metabolico de pequenas moléculas 121 6,13e+07
GO:0006082: Processo metabolico de 4acidos organicos 69 9,08e+08
GO:0006508: Protedlise 82 0,0419

Funcdes moleculares Qnt. genes p ajustado
GO:0016740: Atividade transferase 146 0,0004
G0:0036094: Ligacao a pequenas moléculas 193 0,0007

Legenda: Termos da ontologia genética (GO) enriquecidos para o conjunto de dados de L. dominicanus.
Fonte: Elaboragdo da autora (2024).

Para os dados de P. puffinus, encontramos 101 termos da ontologia relacionados
aos processos biologicos e 43 as fungdes moleculares. Desses termos, 5 processos
bioldgicos continham algum dos genes associados a biotransformacao de fase [ e Il e

somente 2 fun¢des moleculares associadas a esses genes (Tabela 7).

Tabela 7. Termos da ontologia genética enriquecidos para o P. puffinus.

Processos biologicos Qnt. genes p ajustado
G0:0044281: Processo metabodlico de pequenas moléculas 101 4,44¢+08
GO:0006082: Processo metabolico de acidos organicos 61 4,44¢+08
GO0:0006790: Processo metabdlico de compostos de 17 0,0076
enxofre
GO:0006631: Processo metabodlico de acidos graxos 19 0,0086
GO0:0032787: Processo metabolico de acidos 30 0,0196
monocarboxilicos

Funcdes moleculares Qnt. genes p ajustado
GO0:0036094: Ligacao a pequenas moléculas 156 0,0033
GO:0016740: Atividade transferase 116 0,0051

Legenda: Termos da ontologia genética (GO) enriquecidos para o conjunto de dados de P. puffinus. Fonte:
Elaboracao da autora (2024).
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Dentre os termos da ontologia genética encontrados, podemos destacar a fungao
molecular associada a atividade transferase (GO:0016740), como potencial importancia
para o monitoramento ambiental. Em ambos 0s casos esse termo esta presente e abriga
enzimas como GSTs e SULTSs. Essa classe esta associada com reacdes de transferéncia
de grupos, dentre elas temos alguns membros associados ao metabolismo de xenobioticos

como GST, SULT e UGT (Nelson; Michael, 2013).

Os demais processos bioldgicos e fungdes moleculares sao compativeis com o
papel que o figado desempenha no organismo, como metabolismo de acidos graxos,
metabolismo de pequenas moléculas entre outros. Esse achado ¢ relevante pois mostra
que o tecido no estado post mortem pode ainda apresentar uma quantidade significativa

de genes expressos associados as fungdes bioldgicas comuns do 6rgao.

4.4.2 Vias metabolicas enriquecidas

Além da andlise da ontologia genética, também realizamos o enriquecimento de
vias do KEGG. Essa etapa ¢ importante pois contextualiza metabolicamente a expressao
dos genes e oferece insights sobre os processos metabolicos que podem estar ocorrendo
no tecido estudado, neste caso, o figado, no momento da coleta da amostra. Ao realizar o
enriquecimento dos genes do L. dominicanus, identificamos a participacao de 8 vias
metabolicas relevantes (Tabela 8), enquanto para o P. puffinus, observamos o

enriquecimento de aproximadamente 13 vias metabolicas (Tabela 9).

Tabela 8. Enriquecimento de vias do KEGG para o L. dominicanus.

Vias enriquecidas do KEGG Qnt. genes p ajustado
gga04217: Necroptose 29 0,0004
gga04137: Mitofagia - animal 21 0,0039
gga04144: Endocitose 38 0,0194
gga04210: Apoptose 23 0,0351
gga01200: Metabolismo do carbono 19 0,0351
gga03082: Remodelagdo da cromatina dependente de ATP 19 0,0351

gga05132: Infeccao por Salmonella 36 0,0351
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gga01230: Biossintese de aminoacidos 13 0,0456

Legenda: Termos do KEGG enriquecidos para o conjunto de dados de L. dominicanus. Fonte: Elaboragdo
da autora (2024).

Em ambos os casos, as vias de necropsia, mitofagia - animal, infec¢do por
salmonella e metabolismo do carbono estavam presentes. Quando buscamos de modo
mais especifico, vemos que varios genes associados a esses processos sao muito
semelhantes entre os individuos. Os genes presentes na via da necropsia podem estar
relacionados com o contexto em que as aves estavam passando por um processo post
mortem quando foram encontradas na praia, como ¢ o caso do P. puffinus, ou com o L.
dominicanus que morreu na base. O mesmo pode ser aplicado a mitofagia, que ocorre nos
casos em que as mitocondrias possuem algum defeito e sdo marcadas para a degradacao
(Alberts et al., 2017). Outra via interessante compartilhada foi a via associada a
contaminagdo por Sa/monella spp. que apresentou genes associados ao sistema imune dos
animais. Alguns estudos ja abordam a contaminagao por Salmonella spp. em espécies de
aves marinhas, citando ainda o risco desses animais serem uma potencial fonte de

contaminac¢ao (Ciiek et al., 2006; Mor¢ et al., 2017; Cardoso et al., 2021).

Tabela 9. Enriquecimento de vias do KEGG para o P. puffinus.

Vias enriquecidas do KEGG Qnt. genes p ajustado

gga04137: Mitofagia - animal 20 0,0010
gga04217: Necroptose 23 0,0038
gga01200: Metabolismo do carbono 19 0,0043
gga01230: Biossintese de aminoacidos 13 0,0113
gga05132: Infeccao por Salmonella 32 0,0170
gga04140: Autofagia - animal 23 0,0236
22a00620: Metabolismo do piruvato 9 0,0312
gga03410: Reparo de excisdo de base 9 0,0347
gga04141: Processamento de proteinas no reticulo 22 0,0347
endoplasmatico

gga03420: Reparo de excisao de nucleotideos 10 0,0347

gga00250: Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato 8 0,0347
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gga00020: Ciclo do citrato (ciclo TCA) 7 0,0347
g2a00010: Glicolise / Gliconeogénese 10 0,0488

Legenda: Termos do KEGG enriquecidos para o conjunto de dados de P. puffinus. Fonte: Elaboragao da
autora (2024).

Com o enriquecimento de P. puffinus podemos observar algumas vias associadas
a obtencdo de energia, como glicolise/gliconeogénese, metabolismo do piruvato e ciclo
do citrato. Alguns dos genes enriquecidos na via da glicolise/gliconeogénese sao comuns
para ambas as situacdes, ndo sendo possivel identificar um gene chave indicador da
degradacao do carboidrato ou da necessidade de acessar outros recursos para a produgao
de glicose. Apesar disso, ¢ importante levar em conta a situagao deste animal, que
apresentava um escore corporal ruim, podendo estar relacionado com o periodo de
migragdo dessa espécie, que ocorre no periodo de inverno no hemisfério Norte, quando
ela vem para a costa brasileira (Guilford et al., 2009). Tratando-se do perfil metabdlico
do figado ¢ esperado encontrar genes associados a esses processos, ja que esse Orgao

desempenha um papel importante nessas vias metabolicas (Nelson; Michael, 2013).

Apesar disso, nenhuma via metabdlica associada ao metabolismo de
xenobidticos foi ativada com os dados desses individuos. Isso pode ocorrer por varios
fatores, primeiro por ela ndo ser ativada no momento em que foram coletados os figados
ou pela quantidade de genes associados a esse processo nao se destacarem frente aos
demais genes presentes. Apesar disso, estes resultados demonstram algumas fung¢des que
os genes expressos no tecido hepatico poderiam desempenhar nesses organismos no

momento da sua morte ou momentos apos.

Diante desses resultados ¢ importante ressaltar a limitagdo da técnica e a
necessidade de novos estudos para compreender melhor as respostas desses individuos
expostos nessas condi¢des. Esses achados demonstram a presenca de alguns genes que
mesmo no estado post mortem podem revelar alguns dos papeis biologicos executados
naturalmente nesse tecido analisado. Esses dados abrem possibilidades para que novos
estudos sejam realizados utilizando animais ndo modelo, validando ainda o uso de

animais moribundos ou mortos em determinados projetos e analises.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo principal realizar a montagem do
transcriptoma hepatico de duas espécies distintas de aves marinhas, seguida pela
caracterizacgao do perfil transcriptdmico com €nfase nas enzimas associadas aos processos
de biotransformacdo de fase I e II. Esses objetivos foram atingidos com sucesso,
resultando em montagens de qualidade e uma anotacdo funcional criteriosa. A partir
dessas analises, foi possivel estabelecer um perfil transcriptdmico das aves estudadas em
relagdo aos genes associados aos processos de biotransformagdo de fase 1 e IL. E
importante ressaltar que o perfil transcriptomico hepatico desses individuos reflete
situacdes especificas do momento em que foram encontrados, incluindo seu estado post

mortem.

Ao investigar as possiveis causas da morte e seu impacto na expressdao génica
hepatica, foram identificadas particularidades nos animais estudados. No contexto da
contaminagdo ambiental, a compreensdo da historia de vida desses individuos ¢é
dificultada, no entanto, andlises durante a necropsia sugerem, por exemplo, o contato do
P. puffinus com 6leo bruto. Apesar disso, andlises realizadas por outra instituicdo ndo
foram conclusivas sobre a origem do 6leo encontrado nas penas da ave, devido a escassez
de material para andlise. No entanto, informagdes relevantes sobre a expressdo génica
hepatica foram obtidas, fornecendo detalhes importantes sobre as respostas adaptativas
desses organismos e direcionando futuras investigagdes e estudos que visem aplicar

medidas ambientais para a conservagao das populagdes dessas espécies.

Analisando os dados sobre a espécie L. dominicanus, nao foram encontradas
evidéncias de exposicdo a contaminantes, embora tenha sido observada a presenga de uma
variedade de genes associados aos processos de biotransformacio. E crucial destacar que
a andlise do transcriptoma resulta em uma ampla gama de genes expressos no tecido
hepatico, embora haja limita¢cdes na compreensao de suas fungdes apos a tradugdo. Essas
limitagdes, juntamente com outras consideragdes, destacam a necessidade de aplicar
técnicas adicionais para verificar a validade das sequéncias encontradas e as respostas

enzimaticas diante da exposicao a contaminantes.

Diante das complexidades e desafios envolvidos na investigagdo das possiveis
causas de morte e suas implicacdes na expressao génica dos animais estudados, destaca-
se a importancia do monitoramento ambiental continuo e abrangente. Uma andlise

minuciosa das caracteristicas dos organismos, juntamente com a avaliacdo dos riscos



61

associados a contaminagdo ambiental, ressalta a necessidade de um monitoramento
constante da saude e do bem-estar das populagdes em seus habitats naturais. Por fim, ¢
essencial investir em novas técnicas e abordagens multidisciplinares para compreender
os impactos das atividades humanas no meio ambiente e desenvolver estratégias eficazes

de conservacao e prote¢ao das espécies.
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APENDICE A — ANALISE DE QUALIDADE DOS READS PRE E POS
REMOCAO DE BASES DE BAIXA QUALIDADE

Figura 15. Qualidade por bases de reads brutos (A) e reads limpos (B) calculadas pelo
FastQC para os dados de L. dominicanus.
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1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97
Position in read (bp)
Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

8
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1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-07
Position in read (bp)

Legenda: O grafico A apresenta a qualidade das bases dos reads brutos, das quais possuem nota phred <30,
indicativo de pouca qualidade, representado também pela coloracdo em amarelo. No grafico B, apds a
limpeza dos dados, os reads apresentaram noma phred>30, indicativo de boa qualidade das leituras. A

regido em verde evidencia a boa qualidade das bases. Adaptador de Amorim, 2021.
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Figura 16. Qualidade por bases de reads brutos (A) e reads limpos (B) calculadas pelo
FastQC para os dados de P. puffinus.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

A

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 94-85 90-91 96-97
Position in read (bp)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

5 2 88 88

R

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-498 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97
Position in read (bp)

Legenda: O grafico A apresenta a qualidade das bases dos reads brutos, das quais possuem nota phred <30,
indicativo de pouca qualidade, representado também pela coloracdo em amarelo. No grafico B, apds a
limpeza dos dados, os reads apresentaram noma phred>30, indicativo de boa qualidade das leituras. A

regido em verde evidencia a boa qualidade das bases. Adaptador de Amorim, 2021.
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