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RESUMO

A ecotoxicologia € um dos ramos da ciéncia que sadamais ganha
relevancia internacional por ter como objeto deudsstintoxicacédo
ambiental em todas as suas nuances e consequéhaidiizacdo de
biomarcadores moleculares se destaca como uma dasip@is
ferramentas ecotoxicolégicas, por serem extremaneensiveis e
anteciparem efeitos gerados pela poluicdo. A osiva Pacifico,
Crassostrea gigas, € um invertebrado marinho que habita os
ecossistemas costeiros (estuarios), onde se eacaiir densidade
demogréfica e alta contaminag&o por efluentes dirnésEsse bivalve
representa um bioindicador de poluicdo ao respoadpresenca de
xenobidticos pela variacdo de diversos biomarcadokdm destes
parametros sdo as enzimas citocromo P450 (P450uas podem
participar tanto da via de biotransformacdo quamodesregulacao
enddcrina. Recentemente, foi identificada @ngigas uma isoforma de
P450, CYP356A1, grandemente induzida por esgotoédtico néo
tratado. A sequéncia codificante para este genedéérminada e
clonada, e neste trabalho, utlizada para realiragé expressao
heteréloga, visando a producéo de anticorpos pakds. Estes seriam
importantes no desenvolvimento de uma nova estsatisgavaliacdo de
contaminacdo ambiental e contribuiriam para ingesfio da provavel
funcdo biologica deCgCYP356A1, através de deteccdo imumoldgica.
Imunodeteccdo é proposta como alternativa paral@stde proteinas
com funcéo desconhecida. Ensaios imunoquimicosamioorpo anti-
CgCYP356A1 mostraram um padrdo com banda Unica, semémcia
de reagfes inespecificas, corroborando a idéiaudessta metodologia
podera permitir avancos em estudos ecotoxicol6gioosC. gigas e na
caracterizacdo bioquimica deCgCYP356A1. Nas analises de
contaminacdo ambiental por imunodeteccdo, glandigastiva teve
uma quantidade de proteina significativamente malepois de
prolongada exposicdm situ de C. gigas ao esgoto. O RNAmM de
CYP356A1 também foi avaliado, visando remontar e gaderia estar
ocorrendo na célula, no que diz respeito a expreds8se gene, em
resposta a xenobioticos, mas os resultados nam fiondito conclusivos.
Contudo, o método de andlise aqui apresentadoamplé perspectivas
de estudo referentes a novos genes P450 identiicaspecialmente
CgCYP356A1, bem como o estabelecimento de novos baadares.

Palavras-chave Crassostrea gigas, citocromo P450 356A1, esgoto
domeéstico, anticorpo, biomonitoramento.



ABSTRACT

Ecotoxicology is a branch of science that has ghmere international
relevance by having as its object of study envirental intoxication in
all its nuances and consequences. The use of nidiomarkers has
been highlighted as a major ecotoxicological thaing an extremely
sensitive method and anticipates effects causgmbliytion. The Pacific
oyster, Crassostrea gigas, is a marine invertebrate that inhabits the
coastal ecosystems (estuaries), where there is goghlation density
and high contamination by domestic effluent. THigalve represents a
bioindicator of pollution at responds to the preseof xenobiotics by
the variation of several biomarkers. One of theaeameters is the
cytochrome P450 (P450), which may participate bitib route of
biotransformation and endocrine disruption. Regeritlwas identified
in C. gigas an isoforme of P450, CYP356A1, largely induced by
untreated sewage. The coding sequence for this gwasedetermined
and cloned, and in this work, it was used perform heterologous
expression, aimed production of polyclonal antiesdiThey will be
important to development of a new strategy for ssing environmental
contamination and will contribute to investigateolpable biological
function of CgCYP356A1, through immunological detection.
Immunodetection is propose as alternative to pmotgiudies with
unknow function. Immunochemistry assays with ardipoanti-
CgCYP356A1 showed a unique band pattern, without weoge of
unspecific, corroborated idea that this methodoleghy can permit
advances in ecotoxicology studies evolv€d gigas and in the
biochemistry characterization o€gCYP356A1. In environmental
contamination analysis by immunodetection, digestgland had a
quantify of protein increased significantly afterolpnged in situ
exposition of C. gigas to the sewage. CYP356A1 mRNA was still
evaluate, aimed ascending what will may be happéersde cell, about
this gene expression, in response at xenobidtlmaisresults were not
much conclusive. Although, the analysis method Ipeesented extends
the study perspectives regarding new P450 genetifidd, specially
CgCYP356A1, well aghe establishment of new biomarkers.

Keywords: Crassostrea gigas, cytochrome P450 356A1, domestic
sewage, antibody, biomonitoring.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Namero de pessoas sem acesso a rederaaiie
esgoto, segundo as Grandes Regides do Brasil..................... 20

Figura 2 — Percentual de municipios com tratameet@sgoto,
em ordem decrescente, segundo as Unidades de ¢a&alera

Figura 3 — Producdo mundial @eassostrea gigas...........ccccvvvvenns 24

Figura 4 — Localizacdo dos pontos de exposicdo aiiss
Crassostrea gigas. Estacdo de cultivo do Laboratério de
Moluscos Marinhos (LMM) da Universidade FederalSsnta
Catarina (UFSC) (Sambaqui, Floiranépolis, SC) (ter@p (1),
ponto contaminado (foz do Rio Bilcheler, Sdo Josd, ()
referéncia (Ribeirdo da Illha, Floriandpolis, SO) (3........ccccuue.e. 41

Figura 5 — Nucleotideos e sequéncia deduzida deocgitidos de
CgCYP356A1. A ORF Qpen Reading Frame) € mostrada em
letras mailsculas, enquanto que as regides naficemdes
estdo em letras mindsculas. A proteina preditaficada é
dada pelo cédigo de uma letra acima do segundeatidéo de
cada codon. Setas representam o0s primers usados e a
amplificagdo do cDNA d€gCYP356A1. A numeracgéo para 0s
aminodcidos comeca na metionina codificada pelmgiro
cddon de iniciacdo e termina no primeiro cédonedminacao.

A regido de ancoramento na membranaCd€YP356A1 é
mostrada em caixa. (*) indicam os sitios de fokfg#o e ¢)
Sitios de N-gliCOSIaCa0. ......uuvvviiieiiiicrcree e, 47

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1% indiwao
produto de amplificagdo do cDNA de CYP356AL................... 49

Figura 7 — Alinhamento de sequéncias de aminoacitios
citrocromo P450 deC. gigas CYP356A1 (ABR45717.1),
Saccoglossus kowalevskii CYP17Adike (XP_002730850.1),
Danio rerio CYP1A (BAB90841.1),D. rerio CYP17Al1
(AAI62669.1), Homo sapiens CYP1Al1 (NP_000490.1)H.
sapiens CYP17A1 (NP_000093.1)Nematostella vectensis
CYP17Alike  (XP_001640254.1) e Srongylocentrotus
purpuratus CYP17Alike (XP_001182935.1). Regides
conservadas na estrutura primaria estdo em negito
sombreadas, hélices C, K, | e regides de ligacargmmento



heme. Os asteriscos (*) indicam os aminoacidoseruados e
0s pontos (.) e dois pontos () indicam uma ordezsaente de
similaridade, respectivamente. .............cccceeiiiiiiieiiieiiineeeeeeee 52

Figura 8 — Mapa do vetor de expressao pET-14h... S 515}

Figura 9 — Eletroforese em SDS-PAGE 10% da pugﬁoade
extratos protéicos deE. coli transformada com o gene
codificante paraCgCYP356A1 por cromatografia com resina
de niquel (HisTrap™ HP). Linha 1: Extrato d& coli
abrigandoCgCYP356A1 antes da adicdo de IPTG. Linha 2:
Extrato deE. coli contendoCgCYP356A1 apos indugdo com
0,4 mM de IPTG; Linha 3: Fragéao liquida refererdesagundo
patamar de concentracdo de imidazol (60 mM); Létheracao
liqguida correspondente ao gradiente de concentragd@o
imidazol de 60-500 mM; Linha 5: Fracdo liquida
correspondente as proteinas que ndo se ligararsirza rda
coluna; Linha 6: Fragdo liquida contendo as prateiguidas
no primeiro patamar de concentracdo de imidazoir(if. ......... 57

Figura 10 — Ensaio d®ct blot referente a padronizacdo da
titulagdo do soro contendo os anticorpos polickenanti-
CgCYP356A1. Soro positivo representa um “pool” degssn
coletado dos trés animais imunizados. Soro negé&tieosoro
obtido a partir de um animal ndo-imunizado. A difio da
proteina recombinanteCgCYP356A1 € mostrada no lado
esquerdo da figura. Linha 1 e 5: Anticorpo primdtioido de
1:10.000 e anticorpo conjugado de 1:3.000; Linha &:
Anticorpo priméario na diluicdo de 1:15.000 e comidg de
1:3.000; Linha 3 e 7: Diluicdo do anticorpo prinsarile
1:10.000 e titulo do anticorpo conjugado foi 1:0;00nha 4 e
8. Anticorpo priméario diluido de 1:15.000 e antpor
conjugado na diluicdo de 1:6.000.. .........cceeeeerririvriiirieneneennenne. 59

Figura 11 — Expressdo recombinante GgCYP356A1 emE.
coli. Linha 1: Eletroforese em SDS-PAGE 10% mostrando
extrato deE. coli abrigandoCgCYP356A1 antes da adicdo de
IPTG. Linha 2: Eletroforese em SDS-PAGE 10% mosioan
extrato deE. coli contendoCgCYP356A1 apds indugcdo com
0,4mM de IPTG; Linha 3: Eletroforese em SDS-PAGE610
mostrandoCgCYP356A1 recombinante purificada por HPLC
usando a coluna HP HisTrap™; Linha Western blotting da
proteinaCgCYP356A1 purificada por HPLC com utilizacdo de



coluna HP HisTrap™; Linha 3Mestern blotting de extratos da
fracdo microssomal de branquias@lgigas. ..............evvvevveeveevenennnn. 60

Figura 12 — Analises densitométricas de experinsere
imunodeteccdo apds exposiciositu de C. gigas ao esgoto
doméstico. Os resultados estdo em densidade idtggeaas
amostras utilizadas foram fracdo microssomal daduias. TO
representa animais avaliados antes da exposic2dhRndica
os resultados obtidos do local referéncia 24 hegads a
exposicdo; P 24h representa os dados encontradasimais
do ponto poluido 24 horas apds a exposi¢do; R ldstren
amostras analisadas a partir local referéncia 44 dpos a
exposicao; P 14d indica os resultados do pontoigmli4 dias
apos a exposicdo. As barras representam média wWodes
padrdo, e * indica diferencas significativamenteatésticas
(0 R 101 TR SR 62

Figura 13 — Analises densitométricas de experingerde
imunodetec¢cdo apds exposiciositu de C. gigas ao esgoto
doméstico. Os resultados estdo em densidade idegeaas
amostras utilizadas foram fracdo microssomal dendgia
digestiva. TO representa animais avaliados antesxgasicao;
R 24h indica os resultados obtidos do local refgeé@4 horas
apos a exposicdo; P 24h representa os dados eadmmtde
animais do ponto poluido 24 horas ap6s a exposiatb4d
mostra amostras analisadas a partir local refeaéircidias apos
a exposicdo; P 14d indica os resultados do ponigidmo 14
dias ap0s a exposicdo. As barras representam métdlisvio
padréo, e * indica diferencas significativamenteatésticas
(P<0O,05). it 63

Figura 14 — Transcricdo de CYP356A1 em glandulasiiga de
C. gigas mantida por 24 horas e 14 dias no local referéncia
(barras claras) ou poluido (barras escuras). RT-R@2Rtime
(Reacdo de Polimerase em cadeia associada a igaoscr
reversa) foi desenvolvida com 100 ng de cDNA. O Risfal
foi isolado de tecidos apods 24 horas ou 14 dosntéoe
transcrito reversamente em cDNA. O grafico mostra a
expressdo de CYP356A1 em relacdo ao controle (fold
induction). Os dados foram normalizado péactina. Os
valores representam média (+ desvio padrao) deirbas *



p<0,05 — diferencas significativas do grupo damsiéferéncia

com teste Student



ACT
cDNA

CgCYP356A1

Ct

CEUA
CYP356A1
DDT

dNTP
EDTA
ELISA
FAD

FAO

FMN
GAPDH
GST
HAP
HPLC
ICSU

IBGE
IgG
IPTG
LMM
MOF
MAO
NAD
NCBI
PBS
PCR
PMSF
PNSB
P450
gPCR
SDS-PAGE

SSH
UbDP
UFSC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Actina

DNA complementar

Proteina CYP356A1

Limiar do ciclo

Comissao de Etica no Uso de Animais
Citocromo P450 familia 356A1

Dicloro Difenil Tricloroetano
Desorribonuleotideo Trifosfatado

Acido Etilenodiamina tetraacético

Ensaio Imuno-Absorvente Ligado a Enzima
Flavina Adenina Dinucleotideo

Food and Agriculture Organization of the United
Nation

Flavina Mononucleotideo

Gliceraldeido 3-fosfato Desidrogenase
glutationa S-transferases

Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia)
Committee of International Council of Scientific
Unions

Instituto Brasileiro de Geogréfia e Estatistica
Imuniglobulina G
Isopropilf-D-tiogalactopiranosideo
Laboratério de Moluscos Marinhos
Mono-oxigenase contendo Flavina
Monoamina Oxidase

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

National Center for Biotechnology Information
Tampéo Fosfato Salino

Reacdo em Cadeia de Polimerase

Fluoreto de Fenilmetanosulfonil

Pesquisa Nacional de Saneamento Basico
Citocromo P450

PCR Quantitativo em Tempo Real
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida-Dodecil Sualf
de Sédio

Hibridizacdo Subtrativa Supressiva
Ribonucleotideo de Uracila Difosfatado
Universidade Federal de Santa Catarina



USEPA United States Enviromental Protection Agency
TBS Tampado Tris Salino
AACt Método comparativo de limiar do ciclo



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ot 18
1.1 ECOTOXICOLOGIA E BIOMONITORAMENTO.....18
1.2 ESGOTO DOMESTICOCrassostrea gigas E OS

BIOMARCADORES MOLECULARES.................... 19
1.3 AS ENZIMAS CITOCROMO P450 .......cccevvvvmunnnnn. 28
1.4. CITOCROMO P450 356A1 E SEU USO NO
BIOMONITORAMENTO .....ccoiiiiiiiiiiies e 32

2. OBJETIVOS GERAIS ...t 36

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS.....cccoiiiiireeiricieieeeeeeeeeeeieees 36

4. MATERIAIS E METODOS .......cooveveieeeeeeeeeeeeneeieae, 37
4.1 OBTENGAO DA SEQUENCIA DO cDNA DE

CYP356AL.....ccci ittt 37
42 ANALISE DA SEQUENCIA DE PROTEINA
PREDITA CgCYP356AL .....cccoiiiiiiiiiiiiiiiiccmeeiin 37
4.3 EXPRESSAO HETEROLOGA........cccoevereeeeeennn. 37
4.3.1 Clonagem do cDNA codificante para
COCYP356AL ...ttt 37
4.3.2 Expressao do cDNA dEgCYP356AL .................. 38
4.3.3 Solubilizacdo de&cgCYP356A1 recombinante...... 38
4.3.4 Purificacdo deCgCYP356A1 recombinante ........ 38
4.4 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS....... 39
4.4.1 Obtencéo de anticorpos antcgCYP356A1......... 39

4.4.2. Caracterizacdo do soro policlonal através de
Ensaio Imuno-Absorvente Ligado a Enzima

(ST ST T 40
45 EXPOSICAO DE C. gigas AO ESGOTO
DOMESTICOIN StU .veeveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s A1
4.6 HOMOGENEIZACAO DE PROTEINAS................. 42
4.7 ENSAIOS DE WESTERN BLOTTING E DOT
BLOTTING ..ottt seeeee e 42
4.8 EXTRACAO DE RNA, OBTENCAO DE cDNA E
REALIZACAO DE ENSAIOS DE RT-PCR................ 34
4.9 ANALISES ESTATISTICAS ...oooveeeeeeee e, 45
5. RESULTADOS E DISCUSSAO......ccovioieieeeeeeeeeeeeen, 46
5.1 CARACTERIZACAO DE CYP356A1 ...............con. 46
5.2 EXPRESSAO HETEROLOGA .......ccceioeeeeeseeenaenn. 54

5.3 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS
ANTI-CgCYP356A1, WESTERN BLOTTING E DOT
BLOTTING ...t 58



5.4 AVALIACAO DO RNA MENSAGEIRO (RNAm) DE

CYPB56AL ... 63
6. CON§IDERAC©ES FINAIS E PERSPECTIVAS..........| 66
REFERENCIAS. ..., 69

ANEXO A — Mecanismo catalitico de enzimas P450........ 75



18

1. INTRODUCAO

1.1. ECOTOXICOLOGIA E BIOMONITORAMENTO

Desde a antiguidade utilizam-se organismos viaa pvaliar a
qualidade do meio em que vivem. Ha relatos de qietdeles (384-
322 a.C.) colocou peixes de agua doce em agua dgana analisar
suas reacdes. O primeiro teste de toxicidade quersenoticias foi
realizado em 1816, com insetos aquéaticos (MAGALHAEBRRAO-
FILHO, 2008).

O termo “ecotoxicologia” foi utilizado pela primai vez em
1969, durante a reuniao doommittee of International Council of
Scientific Unions (ICSU), em Estolcomo, pelo toxicologista René
Truhaut. Ele definiu ecotoxicologia como uma ciéngue estuda os
efeitos de substancias naturais e sintéticas smbi@ganismos vivos,
populacdes e comunidades, animais ou vegetaisstess ou aquaticos,
gue constituem a biosfera, tendo como base a @deraubstancia-
organismo-meio ambiente (MAGALHAES; FERRAO-FILHQ)(B).

O conceito de ecotoxicologia abrange o objeto stede da
ecologia, 0s organismos vivos e suas interagcbesocomio ambiente, e
da toxicologia, no que diz respeito aos efeitos@mpostos naturais e
sintéticos sobre os seres vivos. Em 1977, a définie ecotoxicologia
foi alterada e caracterizada como a ciéncia queptamobjetivo estudar
as modalidades de contaminacdo do meio ambients paluentes
naturais ou sintéticos, produzidos por atividademdma, seus
mecanismos de acdo e seus efeitos sobre o conjienteeres que
habitam a biosfera (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008ortanto,
passou a se configurar como uma ferramenta de onamiento
ambiental, baseada principalmente na resposta dgnismos
individuais a estressores quimicos. A ecotoxicaldgata-se, contudo,
de uma ciéncia com um objeto proprio de estudoefwrheno de
intoxicacdo ambiental em todas as suas nuancessequencias), com
finalidade (impedir e prevenir determinada intog&a ou saber como
interrompé-la, reverté-la e remedia-la) e com mM@tPIAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008).

De acordo com Magalhdes e Ferrdo-Filho (2008),1684, a
USEPA estabeleceu o uso de organismos para fineodgoramento da
qualidade da &gua, o chamado Monitoramento Bioddgiou
Biomonitoramento. No Brasil, a primeira iniciatida padronizacdo dos
testes de toxicidade aguda em animais (peixesjeacem 1975. Desde
entdo, varios testes de toxicidade aguda e crdaiean desenvolvidos
utilizando grupos e espécies de organismos, taisiocalgas,
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microcrustaceos, peixes de aguas continentais ialmar além de testes
com sedimentos.

Segundo Magalhdes e Ferrdo-Filho (2008), o olgjgtiincipal
da ecotoxicologia é a realizacdo de uma andlisto-te@meficio na
producéo de bens de consumo visando minimizar stesaa produgéo
e os efeitos da poluicdo quimica causados por Bsta investigacéo
destes efeitos, testes ecotoxicologicos (tais c@moavaliagbes de
toxicidade) sao Gtimas ferramentas, mesmo que terdmeno enfoque
principal a resposta do organismo, em detrimenteabssistema como
um todo.

O conceito de biomarcadores, por sua vez, ingeraesse
contexto como a resposta de organismos ou popuslagbagentes
estressores pela variagdo de multiplos parametdifer@ntes niveis de
organizacdo. Os biomarcadores moleculares respodddorma muito
breve e constituem uma ferramenta de aviso préwmipedindo que
organismos, comunidades ou sistemas sofram damesersiveis
(COUSINOQU et al., 2000). Apesar dos testes toxicol6gicos serem de
extrema importancia na determinacéo da qualidadecdipos d'agua e
no monitoramento biolégico, os biomarcadores mddees s&o
parametros muito sensiveis as alteracdes ambiesgaido uma resposta
priméria a quaisquer fatores de estresse.

Os biomarcadores moleculares se configuram coma@a um
ferramenta mais sensivel e de resposta rapida&spandendo a efeitos
especificos a niveis fisioldgicos, citoldgicos eduiimicos. Este fato faz
do uso desses pardmetros moleculares um método efiegz no
biomonitoramento que os testes ecotoxicoldgicosnacidescritos
(MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

1.2. ESGOTO DOMESTICO, Crassostrea gigas E OS
BIOMARCADORES MOLECULARES

O esgoto doméstico é um coquetel complexo de emis,
coliformes fecais, metais tragos, compostos orgénimedicamentos,
produtos de uso pessoal, sabfes e graxas, alémuides noutros
contaminantes desconhecidos, (AVERY; DUNSTAN; NELR98) que
devido a sua natureza heterogénea podem causaentife efeitos
toxicos aos ecossistemas marinhos e estuarinos ENFEDS et al.,
2008a; MEDEIROS:t al., 2008b; TOLEDO-SILVAet al., 2008).

Segundo Serafim (2005), aproximadamente 25% dalagio
brasileira (0 que equivaleria a 42 milhdes de EEgsesta concentrada
em 400 municipios na zona costeira, o que reprsent densidade
populacional média de 90 habfknguase cinco vezes maior que a
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média nacional (19 hab/Kn Esta alta densidade demogréfica na regido
costeira brasileira representa uma grande fontengdacto ambiental,
principalmente devido aos altos indices de contagdio associado ao
lancamento de esgoto, na maioria das vezes de foémaratada, ao
ambiente.

De acordo com dados da Pesquisa Nacional de Santam
Basico (PNSB) de 2008 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GERGFIA
E ESTATISTICA, 2010), houve um aumento de 6,7% dGmero de
municipios com rede coletora de esgoto, 0 que septeu mais 192
cidades ofertando esse tipo de servico em compamemd PNSB de
2000. Apesar do crescimento em 2.495 municipicgrilliidos pelas
Unidades da Federacdo, com excecdo do Estado d@&do, onde
apenas uma cidade nédo apresentava o servico daresgto através de
rede coletora, ainda € verificada uma grande éefitad desse servico
no Brasil. Estima-se que cerca de 34,8 milhdes dssqas
(aproximadamente 18% da populagédo brasileira) ggoséas ao risco
de contrair doengas em decorréncia da inexisté&teigede coletora de
esgoto (Figura 1) (IBGE, 2010).
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Figura 1 — Nimero de pessoas sem acesso a retieraae esgoto, segundo as
Grandes Regibes do Brasil.
Fonte: IBGE (2008).

No que diz respeito ao aspecto legislativo, orssosaneamento
basico passou por importantes mudancas no Br&B8HK) 2010), as
quais se destacam a criagéo da Lei n° 10.257, dke Jolho de 2001,
denominada Estatuto da Cidade, e da Lei n° 11de%, de janeiro de
2007, conhecida como Lei de Saneamento Basico, aapéds
regulamentada somente em 2010, pelo Decreto n7,7d2121 de junho
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de 2010 (IBGE, 2010). Entretanto, é importanteesdir que, para o
ambiente, ndo basta uma adequada coleta do esgotogio de uma
rede geral, ha, ainda, a necessidade de que eldraijdo. O PNSB
(2008) mostra que apenas em 28,5% dos municipésiidiros ocorre 0
tratamento de esgoto, o que acaba se refletindedugéo na qualidade
de nossos recursos hidricos. Mesmo na Regido Sudeste 95,1% dos
municipios possuiam coleta de esgoto, menos dalend&sses (48,4%)
realizam tratamento. Além da Regido Sudeste, o analasempenho
nesse sentido foi observado nas Regifes Centr@@25{3%) e Sul
(24,1%). Estima-se que em 2008 o volume de esgmtadd
representava 68,8% da quantidade coletada (FigBQ@E, 2010).
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decrescente, segundo as Unidades de Federacga8 - 200
Fonte: IBGE (2008).

Essas informacgdes, portanto, sugerem que a aasmncma rede
coletora de esgoto sanitério eficiente, apesar €e wn pouco
contornada pela construcdo de fossas sépticagsegppa um impacto
significativo no que diz respeito a qualidade dogpas d'aguas no
Brasil. Quando se considera a regido costeira,9estorna ainda mais
expressivo, tendo em vista a alta densidade deficyréo local, pois o
ambiente aquatico continua sendo utilizado comtrdesnal do esgoto
sanitario bruto.

Os efeitos do langamento de esgoto doméstico na zosteira
pode ser ainda mais critico ao levar em consideraganatureza
heterogénea dos ecossistemas estuarinos. Por sefoaah onde
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ambiente marinho e dulcicola interagem, os héabit¢tuarinos
apresentam uma grande diversidade bioldgica. AsasAgrosteiras
(incluindo estuarios e lagoas) constituem uma fiater entre os
ambientes marinhos e de agua doce, bem como ententinentes e 0s
oceanos. Os estuéarios podem ser definidos comaarmptc¢des de rios
ou cérregos proximos de sua foz, influenciados pedessa de agua
marinha dentro da qual eles fluem. Desta forma, &ie massas de agua
salobra costeira semi-fechadas com livre conex@oamar, sendo que
a demarcacdo convencional entre essas aguas coasne o mar
geralmente é o nivel médio das marés (FOOD AND AGRITURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATION, 2010).

Portanto, muitos ecossistemas estuarinos recebeumas a
continentais impactadas por contaminantes oriuddasscoamento dos
rios ou corregos. Por outro lado, os ambientes etost sao
considerados viveiros para uma ampla variedadesplécies marinhas
(FAO, 2010).

A espécie de ostr@rassostrea gigas, popularmente conhecida
como ostra do Pacifico ou ostra japonesa por d#randa regido do
Japéo, é encontrada em ambientes estuarinos, .enarstservir como
substratos para as comunidades dos costdes roclussoregido
intermarés. Possui uma vida sedentaria firmemearteld as rochas,
destrocos e conchas de zonas intermarés infeatégarofundidades de
40 m. A ostra japonesa, todavia, também pode sm@ssem lamas ou
areias lodosas, bem como em ambientes de aguaapees profundas
com baixa luminosidade e salobras, turvas e pairegxigénio. Apesar
disso, as bases fisiolégicas e moleculares paras easaptacdes
permanecem ainda desconhecidas (FAO, 2010; SAAVEDRA
BACHERE, 2006).

A faixa de salinidade 6tima para a sobrevivénei€ djigas esta
entre 20 a 25%0, embora possa ser encontrada emdadks abaixo de
10%0 e a 35%., onde é improvavel sua reproducdo.shkfmrta uma
ampla faixa de temperatura, com uma variacdo de B8 C. Porém,
guando a temperatura da agua alcanca 20° C ou angisal coincide
com o periodo de maturacéo sexual e consequerdeajgsde ocorrer
mortalidade. Esta €& conhecida como mortalidade deov que,
independentemente da localizagdo, tem sido assoeiadtos niveis de
nutrientes na &gua, maior susceptibilidade a patigge fatores
genéticos, aspectos fisico-quimicos da &gua naéesegle cultivo,
praticas de cultivo, além da baixa reserva eneagtievido aos eventos
de desova (BERTHELIN; KELLNER; MATHIEU, 2000).
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A amplitude térmica e de salinidade suportadagsta espécie
justificam, portanto, seu cosmopolitismo, permitindque fosse
introduzida em diversos locais no planeta, abrashgetodos os
continentes (FAQO, 2010).

Esse bivalve apresenta uma caracteristica refivadehnhecida
como hermafroditismo protrandrico, onde a maturag@xual inicial
produz machos. Em areas com boa disponibilidaddicento, a razao
sexual em ostras adultas mostra uma predominaadintkas, ao passo
que o contrario é verdadeiro em locais com baixprisiento de
alimentos. Uma reversao sexual, de fémea para maokle acontecer
caso o suprimento de alimento seja limitante, p@n®lo, quando ha
superpopulacéo de animais (FAO, 2010).

C. gigas possui relacdes ecolégicas importantes no ambamte
que vive, além de servir como substrato para espdwbitantes dos
costbes rochosos (conforme citado anteriormentefiribui para a
transferéncia de minerais (como calcio, visto quee ncha é formada
por sais deste elemento) e de matéria organicaaditats bentdnicos
(como fonte de alimento para outros seres VIVOHAYEDRA,;
BACHERE, 2006). Esses bivalves sdo excelentes pitadores de
carbonato, configurando-se como um potencial modelestudo para a
biomineralizacdo (HEDGECOCH al., 2005).

A ostra japonesa é taxonomicamente identificadacdedo com
a seguinte hierarquia abaixo (segundo dados doomdtiCenter for
Biotechnology Information (2010)):

Reino — Animalia

Filo — Mollusca

Classe — Bivalvia (Linnaeus, 1758)
Subclasse — Pterimorfia (Beurlen, 1994)
Ordem — Ostreoida

Familia — Ostreidae (Rafinesque, 1815)
Genéro -Crassostrea (Sacco, 1897)

Espécie -Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)

Ela é também cladisticamente classificada denwo cthdo
Bilateria, por apresentar simetria bilateral. To@fos clados principais
de animais sdo encontrados dentro deste: um dstderio (que inclui
os vertebrados) e dois clados protostdmios, o Bedé o qual inclui
artropddes e nematddes, e Lofotrocozoa, incluindinisnos e anelideos
(HEDGECOCKEet al., 2005).

Conforme dados da FAO (2010), esse bivalve é waaadpécies
mais consumidas no mundo. Em 2008, o comércio desteisco
rendeu US$1.034.084 correspondendo a 648 982 trcmiieadas. A
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Figura 3 mostra a evolug¢édo da producdo mundi&.dggas. Devido a
sua grande relevancia econémica, a ostra do Raciim sendo cada
vez mais estudada em varios paises.
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Figura 3 — Produc¢é@o mundial @eassostrea gigas.
Fonte: FAO (2010).

Nos bivalves, a captacdo de alimentos é feita iitvacdo da
agua, ou seja, eles podem acumular xenobiéticamatiss juntamente
com o alimento, constituindo-se assim um risco noméé para a saude
humana ao ser ingerido como fonte de alimento (HEOGCK et al.,
2005; SAAVEDRA; BACHERE, 2006). Desta form@, gigas, apesar
de ter um ciclo de vida complexo, passando pogstarval, a qual se
desenvolve no plancton por semanas enquanto éshspelas correntes
marinhas, é um excelente modelo biolégico para tudes de
monitoramento ambiental (HEDGECOGK al., 2005; SAAVEDRA,;
BACHERE, 2006; MEDEIROSt al., 2008b).

A contaminagéo da zona costeira por esgoto dorneséto esse
que é fortemente corroborado pelos dados referemisspadrées de
esgotamento sanitario no Brasil, insere-se tant@ardexto da saude
publica quanto da ecotoxicologia. Conforme menaioranteriormente,
0 esgoto constitui-se em uma mistura complexa d#apinantes
inorgénicos e organicos, e uma imensa diversidagleordanismos
patogénicos, tais como virus entéricos, bactéeiase outros, os quais
podem ser bioacumulados f@rgigas (CORREAat. al, 2006).
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Em relacdo a ostreicultura, os contaminantes sitorels
ambientais de especial interesse, porque podenziinduestresse e
reduzir a qualidade da producéo, provocando mdadd e, além disso,
podem afetar a salde humana (SAAVEDRA; BACHERE, 6200
Organismos residentes neste ambiente poluido pdssute exibirdo
alteracdes tanto em parametros bioquimicos quaitdoficos. O nivel
de producdo de danos ao DNA (8-hidroxiguanina) é parémetro
positivamente correlacionado com bioacumulagdo diieptes em
ostras (AVERY; DUNSTAN; NELL, 1998; VALAVANIDISet al.,
2006). Metais como mercurio, cobalto e niquel, oais) podem ser
encontrados no esgoto doméstico, também tém fefédt®s negativos
sobre condicbes fisioldgicas de bivalves a relateate pequenas
concentracdes (AVERY; DUNSTAN; NELL, 1998; VALAVANIIS et
al., 2006). Ou seja, os xenobiodticos contidos no esgesultam em uma
resposta multifatorial dos organismos vivos e eresdl mudancas na
homeostase destes para contra-atacar os desatsnters (AVERY;
DUNSTAN; NELL, 1998). Além disso, muitas interacdentre 0s
contaminantes podem resultar em efeitos aditivésérgicos ou
antagbnicos com relagcdo aos resultados toxicospommcam sobre o
organismo (TANGUYet al., 2005).

Do ponto de vista celular, a contaminacdo amblieeliaita
respostas que prioritariamente seriam a excrecéd® awonpostos
xenobidticos, podendo ainda causar anormalidadekicenas por
interferéncia metabolica devido & presenca ded@de= no ambiente ou
por cascatas de sinalizacdo n&o-genbmica (sugedd® a via de
desregulacé@o enddcrina em moluscos) (JANER; PORIE,).

Organismos aquaticos expostos a xenobidticos, Ingente,
induzem um sistema de enzimas que sdo capazes atlearea
biotransformacgéo de uma ampla variedade de quifiMB®OEIROSet
al., 2008a). Antes da excrecdo, compostos exdgenoRraposao
convertidos a derivados soluveis em agua, num psoceonhecido
como biotransformagdo (COUSINO& al., 2000). As enzimas acima
mencionadas apresentam um papel fundamental nearséirmacao,
metabolismo e/ou detoxificacdo de xenobibticos, é&@m t sido
classificadas dentro de trés fases distintas, ass qgstdo integradas
(MEDEIROSet al., 2008a).

O metabolismo oxidativo é o passo inicial da liesformacéo.
Este pode conduzir a ativacdo de certos procaremmg protoxicantes
nao-carcindbgenos, além da inativagdo de compostdsicos
(STEGEMAN; LECH, 1991). A fase | dos mecanismos didesas
contra xenobioticos €, portanto, mediada princigali® por sistemas de
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mono-oxigenase microssomal dependente de citocRsth0 (P450), os
quais constituem a rota principal do sistema dexifatacdo. Estes,
entretanto, sdo seguidos pelas enzimas: mono-@sgercontendo
flavina (MOF), monoamina oxidase (MAOQO), oxidase melibdénio
hidroxilase (como aldeido e a xantina oxidase),loeoé e aldeido
desidrogenase. Os produtos oxigenados sao maisoseao que 0s
compostos originais, com potencial para interagim ®NA, lipideos e
proteinas, causando danos celulares. Alguns dgstedutos de
oxigenagédo, por sua vez, podem ser prontamentetasos, ou passar
para a fase Il da via de detoxificacdo (BOUTET, TR, MORAGA,
2004a; MEDEIROSt al., 2008a).

A segunda fase da biotransformacdo € caracterizasla
conjugacédo enzimatica de produtos da fase | a cetopenddgenos via
glutationa S-transferases (GSTs), UDP-glicoronihnsferase ou
sulfotransferases. Ja a terceira fase envolve ipestede membrana,
identificada por suas resisténcias multi-drogasnaiti-xenobidticos, as
guais bombeiam e exportam os xenobiéticos modifisguhra fora da
célula (BOUTET, TANGUY, MORAGA, 2004a).

As principais enzimas envolvidas em cada etapprdoesso de
detoxificacdo geralmente sofrem indugéo por pokeetsdo propostas
como biomarcadores moleculares. Esta caracteridgécadutibilidade
remete ao fato desses compostos aumentarem a sB@rds alguns
genes, aumentando, por conseguinte, seus niv&iBlde, os quais sao
traduzidos em novas proteinas, levando a um aurfieatala atividade
enzimatica. Portanto, tal inducdo pode ser mordtora trés niveis
diferentes: quantificacdo do RNAm; determinacdo nialdigica da
proteina e ensaios de atividade enzimética (COUSINQ@I., 2000).

A avaliacdo da resposta dos biomarcadores motesula
seguindo-se o que ja foi proposto acima, representaferramenta que
antecipa os efeitos gerados pela poluicdo. Destmafo evita-se
amplificacdo dos danos causados, impedindo qu@mtiniveis maiores
na escala ecoldgica.

Visto que o0 processo de biotransformagdo contém os
biomarcadores que se alteram de forma mais imediatstaminacao,
maior atencdo é conferida a esse mecanismo dead&®eEC. gigas, a
primeira fase da detoxificagdo conta com a pad@@o das enzimas
MOF e MAO. Segundo Boutet, Tanguy e Moraga (200dstp espécie
de ostra carece da atividade de P450, sendo querstio bioldgica é
exercida pelas outras enzimas da fase I, MOF, M&Epol e aldeido
desidrogenase e xantina oxidase. Além disso, amasaMlOF e MAO
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podem frequentemente gerar os mesmos metabdlitmuzidos por
P450 (BOUTET, TANGUY, MORAGA, 2004b).

As MOFs catalisam a oxigenacdo de uma ampla \@iede
xenobidticos, envolvendo a reducéo de quatro @igtde dioxigénio
com dois elétrons derivados do cofator nicotinanrtielduzido e dois
elétrons advindos do substrato. Elas sdo enzirgadds & membrana,
estando presentes na membrana do reticulo enddpilesniiso de
células eucaridticas (BOUTET, TANGUY, MORAGA, 2004b

Quanto as MAOs, ha duas formas em tecidos de reagjfA e
B, que diferem entre si por suas especificidadessalostrato e
sensibilidade a inibidores. Essas enzimas sdo @abkeante
mitocondriais, sendo também identificada algumaviditde em
microssomas. A MAO A atua em muitos tecidos, néesig nervoso
central de lula, ela parece ter relacdo com a @ves$sdrostatica
(BOUTET, TANGUY, MORAGA, 2004b).

Os P450 também apresentam enorme relevancia qsantida
em desregulacdo enddcrina. Sabe-se que uma ampidade de
poluentes quimicos (compostos organoestanicos, ingiasados,
herbicidas e compostos xenoestrogénicos/fitoestiog®) pode induzir
anormalidades enddcrinas em invertebrados. Entoetanmecanismo
de acdo de cada um destes agentes causais rarateentsido
elucidado, principalmente devido a caréncia derimfgdo sobre o
sistema enddcrino dos invertebrados (JANER; PORUE&Y).

Em vertebrados, a rota esteroidogénica de cotestezsterdides
sexuais requerem a atuacao de diversas enzimas(E¥BQ 1A, 17, 19
e 21), além daB-hidroxiesteréides dehidrogenases. Porém, as eszima
P450 da via biossintética dos hormonios esteroigads ausentes em
invertebrados tais como equinodermos e espéciesospumadas
(MIZUTA; KUBOKAWA, 2007). Além disso, andlises gditas e
filogenéticas sugerem que receptores para horméesterdides de
vertebrados originaram a partir de um gene antestmum de
deuterostdmios, similar ao de um receptor de estrdgTal suposicéo é
reforcada pelo fato de que nenhum receptor paradgedos e
progesterona tem sido identificado em invertebraBias contrapartida,
rotas metabolicas para esterdides sexuais tém d&kerita em
invertebrados, as quais podem ser uma indicacdoquie outros
esteroides, diferentes daqueles encontrados embvados podem ser
sintetizados em protostbmios. Estes, por sua wazidnam como
horménios ativos nas espécies que os produzemniglos em alguns
filos de invertebrados, como por exemplo, em malssce



28

equinodermos, esterdides sexuais possuem um papelpnoducao e
diferenciacdo sexual (JANER; PORTE, 2007).

Apesar da maioria dos estudos sugerirem a inexist@ée P450
em invertebrados, investigagbes recentes realizadas nosso
laboratdrio comprovaram a existéncia de uma isadodessa classe de
enzimas ent. gigas. Medeiroset al. (2008a) identificaram a isoforma
CYP356A1 apds experimento de exposicao de ostoméma ao esgoto
doméstico ndo tratado. Esta enzima foi induzideo petgoto nas
condicdes utilizadas no estudo. Toledo-Séval. (2008) obtiveram e
clonaram a sequéncia completa de CYP356Al1. Elesbé&am
determinaram o0s motivos caracteristicos das enzif@idS0 em
CYP356A1 e, a partir de analises filogenéticasestm uma possivel
semelhanca com a familia CYP17-“like” de outros emebrados.
Apesar dela ainda apresentar homologia de sequénal CYP1 e
CYP2, enzimas conhecidamente relacionadas a Migottansformacao
de xenobidticos. Por outro lado, de acordo com estiedo, esta nova
isoforma é mais expressa em tecidos do mantG. adggas do que em
branquias, glandula digestiva e misculo adutoru®, gqnais uma vez,
poderia ser uma indicacdo de sua participacdo esntev de
desregulacéo enddcrina.

Devido a importancia das enzimas P450 para o bidoramento
e de sua expressiva inducé@o €mmgigas por poluentes encontrados no
esgoto doméstico, a enzima CYP356A1 representa atangial alvo
para futuras avaliacGes ecotoxicoldgicas nestacispé

1.3. AS ENZIMAS CITOCROMO P450

Os citocromos P450 (P450) compreendem a maiotieveesatil
familia de proteinas. Conforme previamente explitt eles séo
particularmente conhecidos como participantes dalmoésmo de fase |
de uma variedade de xenobiédticos lipofilicos, copmr exemplo,
drogas, pesticidas, hidrocarbonetos aroméaticosciplitios (HAP) e
aloquimicos de plantas. Entretanto, muitos P450ssymm fungdes
enddgenas, sendo especializados no metabolismoldeutas de sinal,
tais como os hormoénios esterdides, eicosandidesv@tabrados) e
ferormobnios (REWITZt al., 2006).

Os P450, em geral, sdo enzimas heme-tiolato cafgsepor sua
atividade de mono-oxigenase, catalisando a incagaor de um atomo
de dioxigénio aos substratos. A estequiometria ajlaa reacdo é:
Substrato-H + @ + NAD(P)H + H — Substrato-OH + DO +
NAD(P)". Eles catalisam um amplo espectro de reacdesyindd
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hidroxilagcbes, epoxidacdes, deaminacfes oxidatiids, O-, S-
dealquilacbes e dehalogenacdes (REWATa., 2006).

Os genes P450 sdo ordenados em familias e sulafanghdo
como critério a identidade de aminoacidos, filogeri organizacao
génica. A raiz do simbolo CYP é derivada de seuenom idioma
inglés, cyochrome B50, e é seguida por um nimero Arabico indicando
a familia, uma letra indicando a subfamilia e, Ifirente, um ndmero
Arabico para designar um membro individual de uroafanilia.
Geralmente grupos de proteinas com mais de 40%laldidade na
sequéncia primaria de aminoacidos é incluido namaetmilia. Ja
aquelas enzimas que possuem mais do que 55% dedadkn de
aminoacidos sdo organizadas na mesma subfamiliair@ero 450
representa o espectro maximo de absor¢éo a 45@Monrda da enzima
ligada ao monoxido de carbono (REWITE al., 2006; WERK-
REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

O grande volume de novas sequéncias P450 estudemas
Gltimos anos conduziu a uma nova forma de estrgdioralas familias
relacionadas em grupos maiores chamados Clans, e@ 8ma
designacdo em clados das familias P450. Os Clandestidos como
um grupo de genes que claramente divergiram dengesttal comum,
isto é, a organizacdo por Clan indica familias d@ntgmente
relacionadas. Desta forma, teremos o Clan 2 quers@de de CYP2 e
outras enzimas relacionadas tais como CYP1; o &lmclui CYP3 e
outras como CYP6 e CYP9, o Clan 4 que compreende4CG¥ outras
proximamente relacionadas; o Clan Mito o qual agrup450s
mitocondriais. Outra forma de designacéo dos gbd&® é por alelos
especificos, particularmente utilizadas em humgRBWITZ et al.,
2006; WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

Segundo dados do banco de sequéncias P450
(http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html), o JUltimo
levantamento realizado apresentou 3.282 genes apspem 120
familias e 500 subfamilias. Das familias descritsdson (1998) relata
a presenca de apenas 2 em moluscos, CYP10 e C¥@PBanco de
dados (http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.haz ainda que
algumas espécies de moluscos possuam gene CYRRGjva este foi
identificado no bivalveCrassostrea virginica. Snyder (2000) sugere
existéncia de genes CYP4 em mexilhdo e gastrégodel10, 20 e 30
até entdo ndo apresentam funcdo conhecida, emtretafamilia CYP4
parece estar envolvida em hidroxilagcdes de acidsogrsugerindo ser
esta a funcdo mais primitiva desta superfamilia elezimas.
Possivelmente, as enzimas P450 teriam alguma iénpmat na
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assimilacdo de fontes de carbono no inicio da fiestta vida (Nelson,
1998).

A diversidade de superfamilias P450 parece terosigem em
extensivos processos de duplicacdes e por provavasos de
amplificacdo de genes, conversdes, duplicacbesngeas, perdas de
genes e transferéncia lateral. Evidéncias fésssites processos podem
ser encontradas em alinhamentos de sequéncias, t@mmmm na
presenca de muitos grupos de genes P450 na madgri@rganismos. A
organizacdo exon-intron dos genes P450 revela dmmaseis
diversidades na estrutura do gene, e poucas, quaerduma, posicdo
de intron é conservada entre familias divergemestanto, a histéria
evolutiva desses genes inclui multiplas perdas mham de introns
(WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

As superfamilias P450 originaram ainda nos prot@sj antes
mesmo do surgimento dos eucariotos e da acumuldedoxigénio
molecular na atmosfera, sendo encontrada em potasie eucariotos.
Assim, principalmente as consecutivas duplicacdeinicgs e
subsequente divergéncia de genes conduziram a namdegdiversidade
de familias de genes P450, sendo as mais antiga®radas a funcbes
fisiolégicas importantes, como a sintese de estesdi Mudancas
ambientais e estratégias de vida provavelmentegirdinh a
diversificacdo funcional conduzindo a um amplo espede atividade
contra compostos exdgenos. Por exemplo, uma pipretadesenvolveu
uma fitoalexina protetiva recrutard um novo P456€apdetoxificacao
deste composto (OUZOUNIS; MELVIN, 1991; REWIEZal., 2006).

Apesar desses eventos genéticos relacionados 5 Bgueles
gue participam de importantes rotas biossintéséaspreservados entre
espécies e as vezes entre filos. Essas enzimasepossma estreita
especificidade ao substrato. Em contraste, muitg¥0P que
metabolizam compostos exdgenos tém um amplo eepeddr
especificidade, ou seja, ndo exibem a mesma c@tsYvgénica
observada para aqueles que envolvem vias metab@REANITZ et al.,
2006).

Apesar de haver sobreposicdo de especificidadeutistratos
exibida por aqueles P450 catalisadores de reag@es/endo substratos
exdgenos, de modo geral, eles possuem preferéaciadeterminada
especificidade de reacdo. Edwastisl. (1998) analisou o conteddo de
diversas enzimas P450 de figado humano comparando suas
respectivas atividades. CYP1A2 apresentou atividismcetina O-
deetilase; CYP2A6 exibiu cumarina 7-hidroxilase oomeacéao
preferencial; CYP2C8, atividade &cido laurico 1@rbxkilase; CYP2C9,
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tolbutamida 4-hidroxilase; CYP2C19, S-mefenitoinahidroxilase;
CYP2D6 catalisa a reacdo desbrisoquina 4-hidraxilaBYP2EL,
clorzoxazone 6-hidroxilase; CYP3A4 tem como atidielaprincipal
midozolam 1-hidroxilase, além de cumarina 7-hidesd; CYP4A1l
teve atividade acido laurico 12-hidroxilase, mese@ao catalisada por
CYP2C8. Todos esses resultados foram encontradbzando-se
farmacos comumente prescritos e refletem a impagédos P450 na
metabolizacdo de compostos exdgenos.

Hirakawa et al. (2007) investigou a atividade hepatica das
enzimas CYP1A1, 1A2 e 1B1 em foPasa sibirica, sugerindo-se que
proteinas CYP1Aike e CYP1Blike poderiam possuir atividade EROD
(etoxiresorufina O-deetilase) e MROD (metoxiresmafO-demetilase),
sendo a primeira, dependendo da espécie animakngodrealizar
reacbes PROD (pentoxiresorufina O-depentilase) e OBR
(benziloxiresorufina o-debenzilase), apesar deativmlade preferencial
ser EROD. CYP1AZ2 parece ter atividade MROD.

Em peixes, a reacdo mais bem caracterizada natigaedo de
atividade P450 é EROD. Isso se deve ao fato demasziCYP1Al
responderem a maioria dos xenobidticos presentearmmente, tais
como dibenzodioxinas policloradas, dibenzofuransfenbas e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (JONSSONRARDT;
BRUNSTROM, 2002). Para invertebrados marinhos, cerdm com
Rewitz et al. (2006), utiliza-se ensaios EROD, bem como deteccéo
imunoldgica por anticorpos heterélogos anti-CYP Bpdixe.

Mesmo exibindo diversificadas funcbes na célulateado
diferentes especificidades pelo substrato, os Ppbesuem um
mecanismo enzimatico caracteristico. Elas cataliataque oxidativo
regioespecifico e estereoespecifico a hidrocarbeneéo ativados a
temperaturas fisiol6gicas. Tal reacao, quando #aisada, requereria
temperaturas extremamente altas e nao seria éspe€it detalhes do
mecanismo pelo qual os P450 realizam todas aseeagida ndo sado
compreendidos, sendo que a ativacéo de oxigénidnéco aspecto bem
documentado (WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

O centro ativo dessa classe de enzimas € o festogorfirina 1X
(heme) ligado a um residuo conservado de cistébiat¢), a qual atua
como quinto ligante. O P450 em repouso esta naafdémica e com a
sexta ligacdo disponivel estabelecendo uma coogdenaom uma
molécula do solvente (agua). A parte mais bem taiaada da
sequéncia catalitica envolve quatro passos (Anexo QA primeiro
refere-se a ligacdo do substrato, com deslocamnt&exto ligante, o
solvente, induzindo a uma mudanca na absorcdo raaximestado de



32

spin e potencial redox do sistema proteina-hemes&mundo passo,
tem-se a reducdo de um elétron do complexo parstaale@ ferroso,
conduzido por um aumento no potencial de oxidagdagao resultante
do passo anterior. O terceiro passo do processigacdo do oxigénio
molecular que gera um complexo superoxido. O quanmn segundo
passo de reducédo que leva a formacao de espéemsaatde oxigénio
(WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

A exata natureza das espécies ativas de oxigémidudacéo
extremamente curta, a qual acompanha o longo atagqusubstrato,
permanece incerta. Sugere-se que haja uma miserraxilantes
eletrofilicos, o ferro-peroxo e o ferro-oxo. Ambasmplexos s&o
formados pela protonacéo de dioxigénio reduzidodois elétrons, um
processo que ocorre quando um canal hidrico seafaormnsulco da
hélice | em cima da ligacao do,.Q\ espécie oxo (oxiferril), resultante
da clivagem da ligagdo O-O e um &tomo de oxigémiocem dois
elétrons e dois protons como agua. Essa forma ergpmente mais
abundante. A espécie ferro-hidroperoxido inserdemento OH no
complexo ferro-proteina, produzindo alcoodis protimsa que podem
causar rearranjo catiénico dos produtos. As espdeieo-0xo, por sua
vez, inserem um &atomo de oxigénio (WERK-REICHHART,;
FEYEREISEN, 2000).

Monoxido de carbono pode se ligar ao ferro dasefmas P450
ao invés do dioxigénio, induzindo a uma mudancam@ximo de
absorbancia do heme (chamado de pico Soret) p@ram5CO se liga
com alta afinidade e previne a ligacéo e ativaga®@d O resultado é a
inibicdo da atividade de P450. A ligacdo e inibigits CO pode ser
revertida pela luz, com eficiéncia maxima a 450 @utros ligantes,
substratos e inibidores, induzem a mudanca de [@rsta Soret em
P450. Substratos que deslocam a sexta ligagdo eswaid com o
solvente na proteina em repouso, geralmente provagaa mudanga
para o azul (420 a 390 nm), a qual reflete umasitdn de spin baixo
para alto do ferro (WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2)0

1.4. CITOCROMO P450 356A1 E SEU USO NO
BIOMONITORAMENTO
Diante do volume de informa¢des concernentes @ @asse de
enzimas, ha muitas lacunas que ainda ndo foramngigas,
especialmente quando se observa a vasta quanti@adevas enzimas
P450 descobertas, sem que se saibam a funcaoodisml destas
(WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000). Exemplificandeste
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fato tem-se a prépria isoforma CYP356A1, que pesvnarpor ter seu
papel biolodgico determinado.

Ha varias estratégias para se tentar determinadés especificas
para enzimas P450, as quais incluem mutagénese ditgida e
evolucdo dirigidan vitro. Além dessas, metodologias que melhoram a
solubilidade e possibilitam a cristalizacdo de mw@a ligadas a
membrana, provavelmente, abrem uma nova era nareengiio dos
mecanismos e substratos especificos das P450s, tamioeém a
engenharia de suas propriedades cataliticas (WERIKARHART;
FEYEREISEN, 2000).

De modo geral, com o advento da genbémica, houvanaior
interesse em classificar e predizer a funcdo dateipas utilizando
andlises de sequéncia, com o uso de informacdestddaura primaria
(sequéncia de aminoéacidos), secundaria (padrdoesieos) e terciarias
(modelos) (OUZOUNIS; MELVIN, 1991; REWITZet al., 2006).
Porém, devido a suas caracteristicas cataliticasP4b0s, mesmo
agueles evolutivamente distantes (com menos ded®tdentidade na
estrutura primaria), contem motivos conservados dgterminam um
limite minimo de identidade/similaridade entre derdntes sequéncias
(OUZOUNIS; MELVIN, 1991; WERK-REICHHART; FEYEREISEN
2000; REWITZet al., 2006).

Para Rewitzt al. (2006), experimentos de detec¢cdo imunoldgica
podem vir a ser uma abordagem (til no monitoramdatexposicao a
contaminantes ambientais. Contudo, esse tipo deriexgnto vem
sendo realizado em invertebrados através de gntisdreterélogos, ou
seja, que reagem contra proteinas P450 de outrganismos,
geralmente um vertebrado. Isto é, a reacdo destesos se baseia,
principalmente, na semelhanca entre as moléculdsngentes a essa
superfamilia de enzimas. Segundo esse autor,ipesietespecificidade
de anticorpos néo tem obtido resultados satisted@revido ao fato de a
maioria das familias encontradas nos vertebradoe Bé&rem
identificadas nos invertebrados. Os dados geradoggse método de
andlise necessitam de uma interpretacdo criticdioe pseliminares,
portanto, transmitem uma informacgéo bioldgica muiiaitada. Tem
sido sugerida a identificacdo de sequéncias P450ingertebrados
marinhos para a producdo de anticorpos especifitesionados a
estudos futuros. Esses anticorpos possibilitariarm umaior
esclarecimento referente a regulacédo e funcéo sless@s P450 com
papel biolégico desconhecido.

Além disso, a necessidade de se estudar as fudeBesovas
sequéncias P450 identificadas, especialmente eent@hbrados, é ainda
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mais importante quando sdo estudadas vias metabokomo a

biossintese de horménios esteroidais. De acordo tamer e Porte
(2007), os sistemas enddcrinos sao muito complextam multiplas

retroalimentag@es regulatérias que diferem enfpéass e prejudicam a
extrapolacdo dos efeitos dos xenobibticos de espéca espécie.

Edwardset al. (1998) mostram que a mensuragdo do nivel de
proteinas P450 via reagdo com anticorpos é umanatilea para a
identificacdo da atividade biologica de P450 quealisam reacdes
desconhecidas.

Diante disso, é indiscutivel a importancia daiz#¢do da
imunodetec¢cdo na elucidacdo de questbes de grapldeancia
referentes a novas isoformas P450. CYP356A1, pemplo, é uma
enzima identificada no invertebrado marin@o gigas que responde
satisfatoriamente a presenca de contaminantes gitoedoméstico, o
qual representa uma fonte complexa de contamind€sse resultado,
todavia, contraria investigacdes prévias, as qualprovavam a
inexisténcia de enzimas P450 nesse organismo. (Rar lado, mesmo
que essa informacéo justifique a utilizacdo da esgiio dessa enzima
no biomonitoramento, sua funcao ainda é descordecautilizacao da
metodologia de deteccdo imunolégica seria de piatidnteresse na
resolucéo de tal impasse.

Para a producdo de anticorpos que serdo utilizadestestes
imunoquimicos, a expressao heteroléga é uma etap#lc Entre as
estratégias descritas na literatura, o usdcstierichia coli € o mais
amplamente usado na producéo de proteinas recamdsnaas quais
nao necessitam de modificacdes pods-traducionaexphesséo baseada
na metodologia que usa maquinaria bacteriana, geng¢, rende alto
nivel de proteina recombinante em um tempo bastadigzido (pET
System Manual, Novagen). Entretanto, tal nivel dgressao atingido
em E. coli frequentemente resulta na acumulagdo da protaima e
agregados insollveis vivo, 0s corpos de inclusdo. Proteinas de corpos
de inclusdo séo desprovidas de atividade biolégicacessitam de uma
elaborada solubilizacdo, redobramento e procedoseté¢ purificacéo
para recuperar o produto final ativo biologicameRerém, protocolos
que utilizam solubilizacdo “branda” permitem a me@cdo de
proteinas bioativas, que poderdo ser usadas enperdm atividade,
como também na imunizacdo de animais visando aup#od de
anticorpos (SINGH e PANDA, 2005).

CYP356A1, por ter sua sequéncia completa ja cidhee se
mostrar como uma molécula promissora nas invest@mc
ecotoxicologicas, representa uma importante alva pacedimentos de
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expressao heterdloga e estudos de imunodetecccgoe Ge justifica,
ainda, na auséncia de informacdes referentes anetbolica que esta
envolvida, bem como no fato de ter sido identifecauin condigbes de
estresse ambiental por esgoto doméstico.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho se propde a realizar a expressérolmja e
caracterizar a proteina CYP356Al, visando sua zatiio em
investigacBes relacionadas a presenca de contaesnao ambiente,
posicionando-a como um novo biomarcador molecudaa @nalise de
locais contaminados por esgoto doméstico.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

—Clonar e subclonar a sequéncia completa do cDN&YJ@356A1 em
vetores de clonagem pGEM-T e pET14b, respectivanent

—Realizar a expressdo da proteina recombin@g€YP356A1 em
Escherichia coli;

-Solubilizar a proteina recombinante, e, consecum@rge, proceder
com a purificagcdo por meio de ensaios de cromdiadiquida de alta
eficiéncia (HPLC);

—Investigar, por meio de ferramentas da bioinforoaatipadroes e
motivos na proteina predita;

—Obter os anticorpos policlonais a@gCYP356A1 apos imunizagéo
de camundongos adultos da linhagem balb/c e avakatitulos
atingidos;

—Analisar a expressdo do ge@¥P356A1 em ostraCrassostrea gigas
expostas ao esgoto doméstinaitu;

—Comparar a expressdo deste gene nos organismogl@sand local
contaminado com os do local referéncia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO DA SEQUENCIA DO cDNA DE CYP356A1
A sequéncia de CYP356Al1 foi identificada apds iaeabe

expressao diferencial de genes @ngigas exposta a esgoto doméstico
bruto (ndo tratado), a partir de técnicas que eevaim hibridizacéo
subtrativa supressiva (SSH Suppressive Subtractive Hybridization)
(MEDEIROS et al., 2008b). CYP356A1 foi identificado como um dos
genes induzidos nos animais expostos ao esgotdp,seortanto, de
grande interesse nas avaliacdes ecotoxicologicasgéncia completa
do cDNA de CYP356A1 foi identificada, posteriormznbbtida e
clonada por Toledo-Silvet al. (2008). O cDNA resultante da biblioteca
subtrativa gerada ap6s SSH foi obtido a partied&os de branquias de
ostrasC. gigas, sendo toda a metodologia desenvolvida nestacicni
descrita por Medeiroat al. (2008b).

4.2. ANALISE DA SEQUENCIA DE PROTEINA PREDITA
CgCYP356A1
A identidade e similaridade da proteina predigCYP356A1
com outras sequéncias de P450 foi analisada utilzaps programas
Expasy Proteomics Server (http://expasy.org/) (GBSER et al.,
2003) e Blast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY/).

4.3. EXPRESSAO HETEROLOGA

4.3.1.Clonagem do cDNA codificante paraCgCYP356A1

A sequéncia completa do cDNA codificante para airea
CgCYP356A1, obtida de biblioteca de cDNA de braaggerada apos
SSH, foi amplificada através de “Reacdo em Cadeid@dlimerase”
(PCR) utilizando-se os oligonucleotideos cyp356al{b’-
AAACAGCCATATGCGGTATCGTCTGCCAC-3") e cyp356al-r (5'-
GCAGCCGGATCATAATCTCTATTTCTCTCTTTCACCAC-3), os
guais continham os sitios de restricdo das enzited&de | e Bam Hl
(sublinhado), respectivamente.

O programa de amplificacdo consistiu de uma desigHo
inicial de 3 min a 94° C, seguido por 30 ciclosldein a 94° C, 2 min a
59° C e por 90 s a 72° C, e um periodo de elonggalode 10 min a
72° C. Os produtos da PCR foram, portanto, subdomano vetor
PpGEM-T (Promega). A seqiiéncia do cDNA @gCYP356A1 foi
confirmada através de seqienciamento, sendo, emdaggexcisada
pela digestdo coide | e Bam HI. O cDNA excisado foi subclonado
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nos sitios déNde | e Bam HI do vetor de expresséo pET14b (Figura 8),
resultando na fusdo pET148gCYP356AL1.E. coli BL21 (DE3) pLysS,
abrigando plasmideo recombinante, foi utilizada apanduzir a
expressao da sequiéncia codificant€geYP356A1.

4.3.2 Expressao do cDNA deCgCYP356A1

Para os procedimentos de inducdo da expressaozdaag uma
cultura de célulag. coli BL21 (DE3) pLysS, contendo o plasmideo
recombinante pET146gCYP356A1, foi inoculada em 1.000 mL de
meio de cultura Luria-Bertani (LB), com 1@@/mL de ampicilina, 50
ug/mL de cloranfenicol e 20 mM de glicose. IsoprgpiD-
tiogalactopiranosideo (IPTG) foi adicionado a aatuem uma
concentracao final de 0,4 mM, a qual, na sequéfaiaantida a 30 °C
sob forte agitacédo até densidade Optica glg.4 0,6.

Supbe-se que enzinfagCYP356A1 recombinante se encontre
em corpos de inclusdo apés a expressao, haveneceeasidade de sua
subsequente solubilizagéo.

4.3.3.Solubilizacdo deCgCYP356A1 recombinante

O procedimento de solubilizacdo foi modificadoSembrook e
Russel (2001) e Singh e Panda (2005). Célblali apds a inducéo
por IPTG foram coletadas por centrifugacdo a 4.§Qtb¢ 15 min na
temperatura de 4° C, e entdo ressuspensas em tdogiatm salino
(13,7 mM de NaCl, 0,27 mM de KCI, 0,1 mM de,NRC;, 0,2 mM de
KH,PQy, pH 7,4) (PBS) contendo 0,5% de Triton X-100. Apmensdo
celular passou por sonicagéo (7 ciclos de 20 segymib gelo, sendo os
destrocos celulares coletados posteriormente paotrifogacdo a
10.000xy durante 15 min a 4° C. O extrato bruto obtidosfaubilizado
com tampdo PBS pH 11 contendo 3M de Uréia e 1 mMPRBISF
(fluoreto de fenilmetanosulfonil, Sigma-Aldrich). &bbrenadante foi
coletado apds 90 min de centrifugacao a 13.§08seu pH foi ajustado
para 8,0.

4.3.4 Purificacdo deCgCYP356A1 recombinante

Todo o sistema e colunas de HPLC (cromatrogrédjaida de
alta eficiéncia) foram obtidos da empresa GE heatth sendo que o
equipamento AKTA HPLC system foi utilizado nos easaAntes de
ser injetado no “looping” do aparelho, o sobrensel&mi filtrado a 0,22
um (Millipore), para evitar um possivel aumento daspdo na coluna
durante o procedimento. Um volume final de 5 mLsdérenadante
contendo a proteina recombinante foi carregadoohana HisTrap™
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HP Columns, anteriormente equilibrada com tampa¢2@ mM de
fosfato de sodio a, 500 mM NaCl pH 7.8). O sistéonaalibrado para
que o fluxo fosse de 1 mL/min, e houvesse um gnéeliinear de
concentracdo de imidazol variando de 0 a 500 mM.praAteina
CgCYP356A1 foi eluida por um gradiente linear de 6808 mM de
imidazol. A fracdo contendo a proteina de interegseficada foi
coletada e dialisada. A dialise consistiu de ingébaem um gradiente
decrescente de imidazol, ficando aproximadamentld {®vernight”)
em tampédo A contendo 150 mM de imidazol, e em tamp&om 75
mM de imidazol, 35 mM de imidazol e sem imidazekpectivamente
nessa ordem, com troca do tampéo a cada 2 h. Atrantbalisada foi
concentrada utilizando-se um filtro de exclus@dasieanho de 30 kDa
(Millipore), apés 7 min de centrifugacéo a 3.50frp

Em cada passo, desde a inducdo da expressaongmgsala
solubilizacédo, purificacdo, didlise e concentracBma aliquota da
amostra foi coletada e monitorada através de &etrse em gel de
Poliacrilamida-Dodecil Sulfato de So6dio a 10% (SBSSE)
(LAEMMLI, 1970) sendo corado com Comassie Blue (NMELFF et
al., 1988).

4.4, PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

4.4.1. Obtencao de anticorpos antiegCYP356A1
Para obtencdo dos anticorpos policlonais forarizadios trés
camundongos adultos, da linhagem isogénica Balh&gjos e mantidos
em condi¢cdes apropriadas no Biotério Setorial dpaitamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Unsidade Federal de
Santa Catarina. A reposi¢éo de agua e racao fiiada diariamente e
a limpeza das caixas efetuada duas vezes por semana
Os camundongos foram imunizados com a proteina
CgCYP356A1 recombinante purificada, sendo as dosesna&iradas
conforme o esquema abaixo:
¢ Primeira Dose- Dia 0: 25 pug de CgCYP356A1 em 50%
adjuvante completo de Freund, volume final de 0|5 wia
subcuténea;
¢ Segunda Dose Dia 7: 25 pug de CgCYP356A1 em 50%
adjuvante incompleto de Freund, volume final de ra|5 via
subcuténea;
¢ Terceira Dose Dia 14: 2519 deCgCYP356A1 em PBS, volume
final de 0,5 mL, via intraperitoneal (i.p.);
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¢ Quarta Dose Dia 28: 25ug deCgCYP356A1 em PBS, volume
final de 0,5 mL, via i.p.

A coleta de sangue foi realizada por punc¢éo subibalar, sete
dias apds a administracdo da ultima dose, sendedida de anestesia
com 2,78 mg de cloridrato de cetamina (Dopalenbiégids) e 0,12 mg
de cloridrato de xilazina (Rompum, Bayer), em vaumde 50
microlitros administrados por via i.p. O soro cowle os anticorpos
policlonais anti€gCYP356A1 foi testado por ensaio imunoenzimatico.

O presente projeto foi submetido & Comisséo dmfid Uso de
Animais (CEUA) e aprovado sob o nim@2080.008782/2009-24.

4.4.2 Caracterizacdo do soro policlonal através de Ensaio
Imuno-Absorvente Ligado a Enzima (ELISA)

O ensaio foi realizado em placa de 96 pogos, &massou por
uma etapa inicial de sensibilizagdo com 200 pirdéeefna recombinante
diluida em tampao carbonato/bicarbonato 0,05M ppop Apds um
periodo de incubacdo de 3h a 37°C, a solucdo debdeacao foi
removida e, 300 pl de tampéo contendo 50 mM de TB8 mM de
NaCl e 0,5% de gelatina foram adicionados em camm,psendo a
placa, em seguida, mantida novamente a 37°C ponil30A proxima
etapa consistiu de 5 lavagens da placa com 30Mmgqol/gle PBS
contendo 0,05% de Tween, para impedir possiveigrapbes
inespecificas entre a placa e o anticorpo printéstado.

Previamente a incubacdo, o anticorpo primariocfmoial anti-
CgCYP356A1 foi diluido em tampédo PBS/0,05% Tween eondbd 0,5%
de gelatina, sendo adicionado 100 pl em cada poptaca foi mantida
a 37°C por 1lh para a ligagdo do anticorpo ao sibstre,
subsequentemente, foi lavada 5 vezes com 200 pl/pedBS/0,05%
Tween. O anticorpo secundario utilizado foi antismglobulina total
de camundongo conjugado a peroxidase e, antes ajodilsido em
tampédo PBS/0,05% Tween com 1% de BSA. A reacdocarnticorpo
conjugado foi realizada com 100 pl/pogo com lhmtebacdo a 37°C.
Outra sequéncia de 5 lavagens com 200 pl/poco &0REB% Tween
foi realizada. A deteccdo foi realizada com 10(Qpqegb de solucdo
substrato/cromégeno incubado por 10 min no esserajo que antes da
leitura 50 pl/poco da solucéo de parada (adcidaisadf 0,25 N) foram
adicionados. Os dados foram gerados apos leitupgada a 492 nm de
comprimento de onda.
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4.5. EXPOSICAO DEC. gigas AO ESGOTO DOMESTICOin
situ

As ostras da espédi gigas, com comprimento total médio de 5
e 8 cm, foram obtidas na estagdo de cultivo do lzaboo de Moluscos
Marinhos (LMM) da Universidade Federal de Santaafdada (UFSC),
na Praia de Sambaqui, Florianépolis, SC. Os aninfaimm
acondicionados em mini-balsas em diferentes loéileirdo da llha,
Floriandpolis, SC (local Referéncia) e Foz do Riicleler, Sdo José,
SC (Contaminado por esgoto doméstico) (n= 10 asirpara cada
grupo experimental) (Figura 4). Os tempos de exposiavaliados
foram: tempo zero (TO), amostras coletadas antesxpasicdo, cujo
objetivo foi analisar as condi¢des iniciais; 24 d80(T24h) e 14 dias
(T144d).

Cada ostra teve suas branquias e glandula digesiletadas, ao
passo que uma parte destas foi mantida em nitr@géguido
(experimentos de imunodetecgéo da prot&ig@YP356A1) e outra em
reagente para conservacdo de RNA (RNA Later®) paraise da
transcricdo do gen€YP356A1 nos animais mantidos nos distintos
tempos e locais utilizados.

rage © 2007 DigitalGlobe
2007 TerraMelrics

Figura 4 - Localizacdo dos pontos de exposicaoodtaasCrassostrea gigas.
Estacdo de cultivo do Laboratério de Moluscos Mas (LMM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (SguipFloiranépolis, SC)
(tempo 0) (1), ponto contaminado (foz do Rio BieheSao José, SC) (2)
referéncia (Ribeirao da llha, Florianépolis, SQ) (3
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4.6. HOMOGENEIZACAO DE PROTEINAS

Os tecidos amostrados foram pesados e homogeogizamn
quatro vezes o volume de tampao de homogeneizaQawmlyl de Tris-
HCI, 1 mM de EDTA, 1 mM de DTT, 0,5M de sacaros@5® de KCI,
1 mM PMSF, pH 7,6), utilizando homogeneizador “Giesstearor”
(Biospec Prod. INC.). O homogeneizado foi centwitig a 9.000x por
30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado enstitho a um
processo de ultracentrifugacdo a 90.@0@urante 70min. A fracéo
protéica obtida foi dissolvida em tampéo para nsisooa (0,1M Tris
HCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1M KCI, 20% glicerollJJma aliquota
foi utilizada para determinacéo da concentracguraoeinas.

A determinagdo da concentracdo de proteina daadrag
microssomal foi realizada pelo método de Lowaty al. (1951),
modificado por Peterson (1977), utilizando-se sallmumina bovina
como padrao.

4.7. ENSAIOS DEWESTERN BLOTTING E DOT BLOTTING

As amostras microssomais dos tecidos em estudamfor
analisadas por imunodeteccdo segundo metodologsride por
Kloepper-Sams et al. (1987). Fracdo microssomal (20 ug) e
CgCYP356A1 recombinante purificada (5 pg) foram sagas por
eletroforese em gel de poliacrilamida-Dodecil Suolfde Sodio a 10%
(SDS-PAGE). Posteriormente, as proteinas foranroédeeticamente
transferidas para uma membrana de nitrocelulosedosa sistema de
transferéncia Mini Trans-Blot® Electrophoretic Tséar Cell (Bio-
Rad). Para os ensaios @®t blotting, as amostras foram colocadas
diretamente na membrana de nitrocelulose, a qUatlssecagem a
temperatura ambiente previamente aos passos sensesju

Para todos os ensaios de imunodetecc¢éo, incultagidampéao
de bloqueio (0,01 M de Tris, 0,1 M de NaCl, pH TIBS), 0,1%
vol/vol de Tween, 5% peso/vol de leite em pé desi@t por 1h a
temperatura ambiente, sob agitagdo branda, fazaeka para bloquear
possiveis sitios de interacdo inespecificos entrmesnbrana e o
anticorpo primario. Apoés trés passos de lavagem t¢ampdo de
bloqueio (5 min a temperatura ambiente sob agitdg&mda), o
anticorpo policlonal antGgCYP356A1 diluido em tampé&o de blogqueio
foi adicionado, e a membrana mantida a temperatomaiente por 1h
sob agitacdo constante. Lavagens (cinco) foramzaeis antes da
incubacdo com o anticorpo secundario conjugadorexigase. Estas
foram procedidas intercalando-se o tamp&o de biogsem leite e
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tampdo de bloqueio (com 5% de leite), as quais istmasn de

incubacdes de 5 min sob agitacdo. Por consegunteembrana foi
mantida por uma hora a temperatura ambiente contiapro anti-IgG

de camundongo conjugado a peroxidase (Amershaoijildiem tampao
de bloqueio, novamente sob agitacdo constante.rAbmana foi, entéo,
lavada cinco vezes intercalando-se tampao de htmepesn leite com
tampéo TBS.

As bandas e dots’ foram detectadas por ensaios de
quimiolominescéncia. Os resultados obtidos foraroamsados e a
guantificagdo densitométrica realizada com a atifio do programa
Scion Image.

Antes de serem iniciados os experimentos\dgern blotting e
Dot blotting definitivos, a determinagdo da diluigdo adequada d
anticorpos primario e secundario foi realizada (cbr5.000 para o
anticorpo primario e 1:6.000 para o anticorpo cgafo), a qual foi
utilizada em todos os ensaios. Paralelamente apaskanizacdo, soro
negativo (advindo de camundongo n&o imunizado)téstado nas
mesmas diluicdbes descritas acima para confirmar agieesultados
obtidos ndo sédo gerados por reacdes inespecificas.

4.8. EXTRACAO DE RNA, OBTENCAO DE cDNA E
REALIZACAO DE ENSAIOS DE RT-PCR
O RNA total de branquias e glandula digestiva dgriraido a
partir de homogeneizagdo com reagente comercigsa He etanol e
tiocianato de guanidina (TRIzol - Invitrogen). Aoporcéo utilizada de
amostra para reagente foi de 200 mg para 1 mL, oseqak,
subsequentemente a homogeneizacdo, uma etapa deagéo a
temperatura ambiente de 1,5h foi realizada. O Rbtal tobtido foi
mantido em agua para biologia molecular, tendo creentracdo e
pureza previamente determinada através de leigpactrofotométrica
em equipamento Nanodrop ND-1000 UV-Vil (Nanodrogfrelogies).
Para tanto, comprimento de onda de 260 nm e a®3a280/260 e
260/230 foram utilizados na quantificacao e quadifbo do RNA final.
Nos ensaios de avaliacdo da expresséo génicatlas mantidas
em local contaminado por esgoto doméstico em relagéelas situadas
no local referéncia, individuos (n=6 por grupo)afor analisados
individualmente, sendo o ensaio realizado em dafaljcpara cada
tempo (24 horas e 14 dias) e local (Ribeirdo da dfRio Blicheler) de
exposicao. A sintese do cDNA foi realizada utildarm kit Omniscript
Reverse Transcriptase (Qiagen) comg?de RNA total acrescido de
dNTP (5 mM); oligo-(dT)15 (1uM) (Promega); inibidor de RNase
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RNAse OUT (Invitrogen), transcriptase reversa Owgnps (Qiagen)
(4V). As amostras foram incubadas por 90 min a 3¥af@ sintese do
cDNA. Os cDNAs foram precipitados utilizando 2,50lume de
isopropanol (Sigma), 10% de acetato de ambnia pHS.2 (Fluka) e
0,2 ug/uL de glicogénio (Qiagen), e mantidos a -20°C dwdr h para
remocgao de interferentes da reacdo de PCR, tai®s c@mdNTPs né&o
utilizados e enzima transcriptase reversa. A cdragfio e a pureza do
cDNA foram checadas por espectrofotometria confateserito acima.

Para realizacdo das reactes de gPCR, o kit Qaati#&iFProbe
PCR (Qiagen) foi utilizado. O volume final de cadacao foi de 2QL,
contendo 10uL de QuantiFast Probe PCR Master Mix, o qual
apresentava o fluoréforo SYBR Green |, a Taq pitnerase, o mix de
dNTPs, MgC}, e o tampédo da enzima; ja os {D restantes foram
adaptados entre volume de amostra, iniciadoresua.&9s ensaios
foram realizados no aparelho Rotor Gene 6000 (@otlifesciences),
com rotor de 36 pocos. Os iniciadores utilizadosarfo cypF (5'-
ATGAAACCCGCGAAACCAG-3) e cypR (5-A
TAAATTCGGCTTCACGCCCT-3), para o gene CYP356A1 (com
numero de acesso 1@enBank EF645271), cujo fragmento amplificado
foi de 156 pb e a temperatura de anelamento de;¥ W3 pares de
iniciadores para o0s genes constitutivos, glicefdlle 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (cujo numero de acesso € CADH, sendo
gapdhF (5-AAGCAACAAGGATTGGCGTGGT-3") e gapdhR (5'-
AACTGGTACGCGGAAAGCCATT-3) 0s oligonucleotideos
utilizados, cujos quais geraram um amplicon de I#2 e cuja
temperatura de anelamento foi de 55°C; e actinaljACom numero
de acesso ABO071191) cujos iniciadores foram actF- (5
ATGTCCCCAGGTATTGCTGACCGT-3)) e actR (5-
TCCACATCTGTTGGAAGGTGGACA-3’), gerando um fragmente
157pb e com temperatura de anelamento de 53° Cro@Qrgma de
ciclagem para cada gene incluia um ativacao initaa¢nzima a 65° C
por 15 min, seguida por 40 ciclos de 10 s de desmgio a 95° C, 15 s
de anelamento a respectiva temperatura do parciadores, e 20 s de
extensdo a 72° C, momento em gque ocorre a aquidgaorescéncia.
Apos a corrida, uma curva de dissociacao foi radliz aumentando-se a
temperatura de 1° C a cada 5 s, com temperatwialide 50° C e final
de 99°C. A concentracao de amostra utilizada fdi@Qing por reacéo e
do oligonucleotideos foi de 1.000 nM (segundo remmacdes do
fabricante do kit utilizado).

Anteriormente aos testes definitivos, uma curvaria de
amostra foi construida como uma padronizacédo d#eéia global da
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reacdo, a qual deve ficar, quando ndo exatameniteina de 1 (100%
de amplificacdo por ciclo). O programa disponivel aparelho Rotor
Gene 6000 transformou os valores brutos de fluéresa em uma
escala logaritmica, e assim o limighréshold) foi delimitado baseando-
se no coeficiente de correlacac’)R na eficiéncia da curva, calculada
pelo préprio aparelho. Desta forma, o tBtéshold cycle) é determinado
para cada gene avaliado.

4.9. ANALISES ESTATISTICAS

Para analise da expresséo relativa, foram subgraisl valores de
Ct do gene de interesse dos valores de Ct do gerstitativo para cada
amostra. O resultado obtido foi subtraido pela médis Ct do controle
para cada amostra, incluindo aquelas do propridraen Finalmente,
cada valor gerado serviu como um expoente negdévdmase 2. A partir
desse ultimo dado, foram realizadas as analisastistas. Esse calculo
foi feito de acordo com o que foi proposto por Sitlyen e Livak
(2008) seguido a férmula do método comparativo e Z**“"(AACt=
(Ctalvo - CEonstitutintratado' (Ctalvo - CEonstitutivc)contm|3-

Os dados foram submetidos a testes estatisticKsldegorov-
Smirnov para determinar a normalidade. Devido &mda “n” amostral
utilizado ser pequeno (6 individuos por grupo)iestes D’Agostino e
Shapiro-Wilk, os quais sdo normalmente usados ngssale analise,
nao puderam ser aplicados. Utilizou-se, portantese de Bartlett para
determinar a homocedacidade dos dados. As difesecmaparativas
dos dados foram identificadas através o tedt Student. A escolha do
gene constitutivo foi determinada por testes piiaknes e estatisticos,
os quais foram mantidos idénticos para cada geselifArencas foram
consideradas significativas para p<0,05. Todasnatisas estatisticas
foram realizadas com o programa GraphPad 5.0 pardows.
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5. .RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DE CYP356A1

A sequéncia completa do cDNA de CYP356A1 apresti@ar
pb, uma ORF @pen Reading Frame) de 1.503 pb (Figura 5; para
informacdes adicionais ver em Toledo-Silea al. (2008)), a qual
codifica uma proteina predita com 500 residuos man@acidos. A
partir de andlises computacionais (http:/expagy.@asteigeret al.,
2003) da proteina predit€gCYP356A1, identificou-se uma regido
hidrofébica N-terminal que se configura como umsgpea sitio de
ancoramento & membrana. Essa regido representaequéncia com
aproximadamente 20 residuos de aminoacidos (comstrado na
Figura 5), a qual foi removida nos passos inicidis processo de
expressao heterologa, nas etapas de amplificac@DA CYP356A1.
Neste procedimento, o oligonucleotideo que anekextramidade 5’ do
cDNA foi desenhado a partir de uma regiao locabiza®1 pb do inicio
da traducéo, excluindo a sequéncia codificante paegido hidrofébica
da proteina ainda no processo de PCR, antes mesralmrthgem em
PGEM-T do cDNA de CYP356A1 e da construcdo do pidem
recombinante pET14b-CYP356Al1. Consequentemente Xxmessao
heterdloga foi realizada sem essa regido hidrofidl@iomo mostrado na
Figura 6, o fragmento amplificado de CYP356Al, artipado
oligonucleotideo 5’ interno da sequéncia, apreseitd22 pb, e nao
1.503 pb.
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Figura 5 — Nucleotideos e sequéncia deduzida denadtidos de

CgCYP356A1. A ORF Qpen Reading Frame) é mostrada em letras
mailsculas, enquanto que as regifes ndo-codifcamsdo em letras
mindsculas. A proteina predita codificada é dada pEédigo de uma letra
acima do segundo nucleotideo de cada cédon. Sgtessentam os iniciadores
usados e a amplificagcdo do cDNA @gCYP356A1. A numeracdo para 0s
aminoacidos comega na metionina codificada pelmgiro cédon de iniciagédo
e termina no primeiro cédon de terminacdo. A regi#o ancoramento na
membrana deCgCYP356A1 é mostrada em caixa. (*) indicam os sitles

fosforilacéo e €) sitios de N-glicosilagéo.

Estudos comprovam a presenca de 4 classes dderatg
citocromo P450, de acordo com seus sistemas @aislitclasse |,
requerem tanto redutase contendo FAD quanto umexired ferro-
enxofre; classe I, necessitam apenas de uma ssd®450 contendo
FAD/FMN para transferéncia de elétrons; classesfih enzimas auto-
suficientes e ndo requerem doador de elétronss gnaimas da classe
IV recebem elétrons diretamente de NAD(P)H (WERK&RHEHART;
FEYEREISEN, 2000).

Em eucariotos, de um modo geral, as enzimas Pd5fagse |
estdo associadas & membrana interna da mitocoaddatalisam a
biossintese de moléculas enddgenas. J4 as de tlataato P450
guanto a redutase do complexo estdo ancoradapeimdentemente, a
face externa do reticulo endoplasmatico por anesnéno-terminal
hidrofébica. Essas enzimas catalisam reacdes de-mdgenacdo em
substratos enddgenos, como também participam deegsos de
detoxificacdo de compostos exdgenos. As enzimaslasse Ill, ndo
requerem oxigénio molecular e catalisam reacOesredgranjo e
desidratacdo de alquilhidroperdxidos ou alquilpelds inicialmente
gerados por dioxigenases, participando da biossintee moléculas
sinalizadoras enddgenas em animais. As enzimasladseclll s&o
encontradas em diversos compartimentos subcelul&es fim, as
enzimas de classe IV é uma P450 rara presenteregjosusollvel e que
reduzem oOxido nitrico (NO) gerado por denitrificagh 6xido nitroso.
Em procariotos, sdo encontradas P450 de clasdé hmbas sollveis
(WERK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

De modo geral, podemos dizer que as enzimas PdZMithais
s80 encontradas associadas a membrana interna tdedmdria ou
ancoradas a face externa do reticulo endoplasmétsses dois tipos de
proteinas sao identificados pela presenca de diihgsgentes em suas
sequéncias N-terminais. Na primeira situacdo, arenapresenta varios
residuos positivos N-terminal que séo proteolitieata clivados
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durante a importacdo. No outro caso, € frequenteorgrar um

agrupamento de prolina (Pro-X-Pro) que formam uel aré precedido
por residuos de aminoacidos béasicos. Essa regiéesemta um sinal de
parada de transferéncia localizado entre o0 segmamioo-terminal

hidrofébico de ancoramento (com cerca de 20 amidogce a parte
globular da proteina (REWITZt al., 2006; WERK-REICHHART;

FEYEREISEN, 2000).

1,5 Kb

1.422pb<r

0,5

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1% indwao produto de
amplificacdo do cDNA de CYP356A1.

Analisando a sequéncia de cDNA de CYP356A1, pogle s
observado, conforme ja exposto, uma possivel regi@oofébica
precedendo um provavel sinal de parada de tramsfaréomposto por
residuos de arginina que antecedem o tripeptide@kPro. Portanto,
tais informacgdes sugerem uma localizacdo assocemlareticulo
endoplasméatico degCYP356A1.

A Figura 5, traz ainda varios sitios provaveisndedificacbes
poOs-traducionais na sequéncia predita CgCYP356A1, como N-
glicosilagdo e fosforilagdo. Apenas um sitio de INegilacdo foi
predito, ao passo que varios locais de fosforilagdo possiveis
(andlises feitas a partir do programa http://exmpagy GASTEIGERet
al., 2003). De acordo com Warmgal. (2009), investigacdes referentes
ao papel da fosforilagdo em CYP3A4 de figado hunmaastraram que
a atuacdo de quinases citosdlicas estabelece ugagadi com
ubiquitinacdo e degradacdo proteossomal. Ou seferesse que a
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inativacdo estrutural de P450 ocorra a partir ¢gdofdacdo, marcando
tais proteinas para degradacgéo proteossomal degerdéeubiquitina.

Apesar desses resultados corroborarem a hipétesequa
CgCYP356A1 é uma proteina microssomal, com um segment
hidrofébico N-terminal inserido na membrana e o gon globular
voltado para o citosol, ndo se tem informacfespeito da importancia
bioldgica dessa proteina.

De acordo com Toledo-Silvet al. (2008) analises filogenéticas
mostraram que CYP356A1 agrupa-se juntamente coimaszZYP17-
“like” de invertebrados deuterostdmios, apreserddmimologia de 32-
36% com esta familia. Enzimas P450 tanto de invextivs quanto de
vertebrados se agruparam formando trés ramos tdistium com
sequéncias CYP1, outro com enzimas CYP2, e um demeatos da
familia CYP17. A sequéncia de CYP356A1 apresentmiretanto,
menor homologia com as familias CYP1 e CYP2, d83®; o que
sugere uma maior proximidade de fungdo com CYPI1quéocom estas
Gltimas duas familias. CYP17 é uma importante eazjoe atua em um
ramo critico da biossintese de esteroides. Elssapte atividade tanto
170-hidroxilase quanto 17,20 liase em vertebradosgsarsponsavel
pela produgéo de andrégenos, androstenediona melgiahdrosterona,
a partir de progesterona e pregnenolona (MIZUTA;BQOKAWA,
2007; JANER; PORTE, 2007).

A despeito disso, estes dados ndo sdo suficigraes prever
possiveis atividades biol6gicas para CYP356A1 rinégdes adicionais
séo necessarias. Enzimas P450, principalmente alégidaracteristicas
cataliticas (atuando como mono-oxigenases), apeereregides que
foram amplamente conservadas, com residuos de aciilos
intactamente retidos, desde procariotos até vedelrsuperiores.

As regibes conservadas das proteinas P450 sd@adasmde
quatro hélices (D, E, | e L), as hélices J e Ksdminjuntos de folha
e uma regido espiral chamada de meandros (OUZOUMELVIN,
1991; REWITZ et al.,, 2006; WERK-REICHHART; FEYEREISEN,
2000). Essas regifes comprometem: primeiro, o gadehligacdo do
grupo heme, o qual apresenta a sequéncia consaretteristica das
P450s, localizada na face proximal do heme imediete antes da
hélice L, com a cisteina absolutamente conservasa sgrve como
quinto ligante para o anel ferro-porfirina; segundanotivo da hélice
K, conservado também no lado proximal de heme rautesa
secundaria da proteina, e que serve para estalailstrutura central de
ligacdo do heme; e finalmente, a hélice | que @tasoutra sequéncia
consenso considerada uma assinatura dos P450] aoguesponde ao
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sulco de transferéncia de prétons no lado distalhdme (regides
consenso detalhadas na Figura 7) (WERK-REICHHART;
FEYEREISEN, 2000).
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Figura 7 — Alinhamento de sequéncias de aminoaadositrocromo P450 de
C. gigas CYP356A1 (ABR45717.1)Saccoglossus kowalevskii CYP17Adike
(XP_002730850.1)Panio rerio CYP1A (BAB90841.1),D. rerio CYP17A1
(AAI62669.1), Homo sapiens CYP1ALl (NP_000490.1H. sapiens CYP17A1
(NP_000093.1),Nematostella vectensis CYP17Alike (XP_001640254.1) e
Srongylocentrotus purpuratus CYP17Adike (XP_001182935.1). Regides
conservadas na estrutura primaria estdo em negsgtonbreadas, hélices C, K,
| e regides de ligacdo ao grupamento heme. Osisaster(*) indicam os
aminoacidos conservados e os pontos (.) e doiopdntindicam uma ordem
crescente de similaridade, respectivamente.

Para Ouzounis e Melvin (1991), um padrdo na esaut
secundaria dos P450 pode ser observado, com semnadosolutamente
conservados. A hélice C (Figura 7) é uma regid@rahte conservada a
qual apresenta uma sequéncia consenso que furenomadoadora de
hidrogénios ligados. Ela contribui para o seqiiesimogrupo heme
propionato, papel exercido pelo anel indol hetetwmd do triptofano.
Outra regido de P450 altamente conservada é &Hgliapesar de ndo
haver qualquer residuo invariante, essa regido restguperficie da
proteina. E predita como sendo uma hélice anéifitcndo apresenta
nenhuma importancia funcional, apenas contribua arestabilidade
estrutural global da molécula. EBgCYP356A1 (padrao predito a partir
de andlises computacionais através programa bKpasy.org,
GASTEIGERet al., 2003), a hélice D corresponderia a uma regido de
144-160.

Outra hélice importante é a hélice | (Figura 7,qalém de
participar da transferéncia de protons, conforme nao@ado
anteriormente, é extremamente importante para gafucatalitica dos
P450s, caracterizando-se como o sitio de ligacdmxigénio. Um
residuo de glicina alarga a hélice para a acomodagé oxigénio
molecular, e o residuo de treonina deforma a hékgresentando o fim
do local da distorcdo. A hélice J é também altaseminservada e
iniciada por uma prolina, além de ser predita coma hélice curta. Em
CgCYP356A1, ela inicia-se no aminoacido 323. HélicéRigura 7) é
outro segmento curto altamente conservado entrP4&9, cuja sua
funcéo também foi descrita acima (OUZOUNIS; MELVIT91).

Uma regidd3, localizada entre a hélice K e o comeco do pacote
de cisteina, com 57 residuos, 366-423 &gCYP356A1, ¢é
caracterizada por ndo apresenta “gaps” e possuiresiduo de lisina
invariante, em 388, o qual est4 envolvido na texdsicia de elétrons de
NADP-citocromo P450 redutase via interacdes elgttioas. Apos esta
Gltima, a sequéncia que caracteriza as enzimassPéd56ncontrada
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(Figura 7), o pacote de cisteina, no qual um resfii arginina (na
posicdo 440 deCgCYP356A1) interage com grupos propionato do
heme. Por fim, tem-se a hélice L, um segmento adjaca regiao de
ligacdo ao heme. Embora essa estrutura ndo partiiptamente da
atividade enzimatica, ela representa um elementointiegridade
estrutural, contribuindo para a estabilizagdo dgmciio do heme
(OUZOUNIS; MELVIN, 1991).

Portanto, de modo geral, as enzimas P450 apresevdaas
regides conservadas, as quais estdo comprometdaswa atividade
catalitica. O que determinaria um limiar minimo p@centagem de
homologia entre sequéncias, dificultando, através téicnicas de
bioinformatica, uma possivel inferéncia na funcda gdroteina,
baseando-se apenas na compara¢do com outras sas/ieHD.

5.2. EXPRESSAO HETEROLOGA

Andlises da proteina predita pelo programa Comptw
(http://fexpasy.org, GASTEIGER et al., 2003) indicam que
CgCYP356A1, apresenta uma massa molecular estima8d,8&kDa e
um d 6,2. O fragmento expresso da proteina, ou saja,aseegido de
ancoramento na membrana, apresentou uma massa ulaplete
aproximadamente 56,8 kDa e urh gstimado de 6,2 (Figura 11). A
massa molecular encontrada, contudo, refere-sepiiotieina de fusao,
ou seja, a proteina de interesse (com massa malguadita de 54,7
kDa) juntamente com a cauda de fusdo, que possyiesm molecular
estimado de 2,1 kDa. Tal fuséo, por sua vez, aticiona etiqueta de 6
residuos de histidina na por¢do N-terminal da prateecombinante, de
acordo com o que é previsto para o sistema degdom& expressao de
pET14b (Novagen) (Figura 8).
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Figura 8 — Mapa do vetor de expressédo pET-14b.
Fonte: Novagen (2010).

A adicdo desta cauda de histidina facilitou o esso de
purificacdo da proteina de fusdo por meio de HRItiizando colunas
HisTrap™ HP. Tais colunas sdo confeccionadas céenassde agarose,
gque possuem alta quantidade de ligagbes cruzadastém um grupo
quelante imobilizado. O fon metalico niquel ‘@)ise liga a essa matriz
quelante. No processo de purificacdo através de resiaa de niquel
como essa, as proteinas que apresentam certosaaidio® em sua
estrutura, como a histidina, tendem a formar coxgslecom o metal.
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Cada complexo é formado através de uma coordemacaitrogénio do

motivo imidazol da polihistidina com um sitio de oocdenacdo

disponivel no metal. Logo, quanto mais complexasfsémados mais

fortemente a proteina fica retida na esfera cadeeg®esta forma,

proteinas que possuem uma cauda de histidina am lgpm mais

afinidade a resina, ao contrario das que estaemesem um extrato de
E. coli, por exemplo, e que apresentam uma quantidade rnusno
histidina em sua sequéncia primaria.

Para eluir a proteina de interesse, altas qualeidde imidazol
sdo necessarias. Concentragdes baixas deste magentisadas para
remover a proteina com afinidade de ligagdo maisab&em que a
proteina alvo seja eluida. Portanto, no sistemaG{PLfluxo incial (a 1
mL/min, durante 5 min) foi realizado com tampdao sert imidazol),
para remocdo das proteinas que ndo se ligam & réaircoluna. Um
segundo fluxo, de 2 min, com tampédo A, foi procedihra eluir as
proteinas que se ligam fracamente a resina. O ponm@atamar de
concentracdo de imidazol representa um fluxo deibOcom tampéo A
e 2% de tampao B (tamp&o A com 500 mM de imidaEs$e patamar
significa a primeira lavagem da resina, a qual @ontuma baixa
concentracdo de imidazol, e serve para remover ragipas que
apresentaram afinidade de ligacdo mais baixa. jJons® patamar foi
utilizado tampédo A com 12% de tamp&o B, com umdide 10 min.
Neste, algumas proteinas sao eluidas, ou seja Befa segunda
lavagem. A partir de entdo, uma rampa com concgitrarescente de
imidazol (60-500 mM) foi realizada, durante 20 ndi@ corrida, cujo
objetivo € a eluicdo da proteina de interesse.

Os resultados com o teste por HPLC mostraram que
CgCYP356A1 recombinante é eluida a partir do segyratamar de
concentracéo de imidazol (a 60 mM), a qual é caatikente removida
na rampa de concentracdo do eluente. Um pico dergilas na
concentracdo de 37,225% de tampéo B, isto é, 136n\2 de imidazol,
foi obtido.

A proteina purificada, por sua vez, passou porpuotesso de
dialise com quatro trocas de solugfes para remdgaoéia e imidazol
presentes nos tampdes de purificacdo. A primeltg&o continha uma
concentracdo maior de imidazol (150 mM), o queaeviina possivel
precipitacdo da proteina de interesse. As outrasetracfes foram
decrescentes, 75 mM, 35 mM e sem imidazol.

Fracbes representativas de cada evento da cqadadPLC
foram avaliadas através de SDS-PAGE 10% para carifio
comportamento da proteina recombinante e a qualidadpurificacdo
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ao longo do ensaio. Observou-se que a proteinantde=sse com o
minimo de impurezas (proteinas bacterianas) era@ite nas fracbes
coletadas correspondentes a segunda lavagem e pa rame

concentracdo do eluente (Figura 9), apesar de eqpaepa quantidade

desta ndo se ligar na resina da coluna ou seahaighrimeira lavagem.

g M 1 2 3 4 5 &
80|~
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=
58 | e -

Figura 9 — Eletroforese em SDS-PAGE 10% da pugficade extratos
protéicos deE. coli transformada com o gene codificante p@gCYP356A1
por cromatografia com resina de niqudigTrap™ HB. Linha 1: Extrato de

E. coli abrigandoCgCYP356A1 antes da adicdo de IPTG. Linha 2: Extdaso
E. coli contendoCgCYP356A1 apoés indugcao com 0,4 mM de IPTG; Linha 3:
Fracdo liquida referente ao segundo patamar desotmacao de imidazol (60
mM); Linha 4: Fragéo liquida correspondente ao igrad de concentragdo de
imidazol de 60-500 mM; Linha 5: Fragdo liquida espondente as proteinas
que nao se ligaram a resina da coluna; Linha 6céerdiquida contendo as
proteinas eluidas no primeiro patamar de conceitrde imidazol (10 mM).
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Desta forma, ap6s o procedimento de dialise, agbés que
continham a proteina purificada foram agrupadasneentradas. Nesta
etapa da concentracdo da amostra, a proteinafida na parte superior
do filtro (n&o filtrada), cuja exclusdo de tamama de 30 kDa, a maior
parte do liquido, juntamente com as proteinas quavessam a
membrana filtrante, ficam na porgdo filtrada. Apenana pequena
quantidade de tampdao € retida na parte nao filtradgual € utilizada
para ressuspender a proteina retida.

Tanto as fragdes néo filtradas quanto a porcirada também
foram submetidas a analise por SDS-PAGE 10%. Odpade banda
visualizado mostrou qu€gCYP356A1 recombinante ndo foi 100%
purificada, mas teve um grau de pureza suficieata pua utilizacdo na
producao de anticorpos policlonais.
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5.3. PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-
CgCYP356A1WESTERN BLOTTING E DOT BLOTTING

No ensaio de imunizagdo de camundongos utilizadgsoducéo
de anticorpos anttgCYP356A1, a proteina recombinante purificada,
foi diluida na proporcao de 1:2 em tampao PBS deaafato de nédo se
encontrar totalmente purificada. Uma vez que aefmat de interesse
estava mais concentrada do que as proteinas coatstes, a diluicdo
reduziria a interferéncia destas ultimas no tifidal dos anticorpos e
nos experimentos de imunodeteccéo.

Apds a ultima dose de imunizacdo, uma padronizdgdtiulo do
soro contendo os anticorpos de interesse foi egidizDiluicOes seriadas
deste, foram testadas através de ELISA. Os dadesareim que entre
as diluicdes de 1:6.250 e 1:31.250 do soro houve witida diferenca
na reacdo obtida contra a protef@gCYP356A1 purificada, quando
comparada ao controle negativo (extrato Elecoli sem a proteina
recombinante). As leituras médias foram de 0,8400,418,
respectivamente para as diluicbes especificadasaacdomparando-se
com 0,215 e 0,127, para o controle negativo ngeotisas diluicdes.

Entretanto, foi necesséria a determinacdo de djla¢do seria
mais adequada para avaliagdo da expressdo danprotdiva por meio
de imunodeteccédo. Para isso, foi realizadoluh blotting preliminar
(Figura 10), utlizando ainda um soro negativo coroontrole
(camundongo ndo imunizado). A utilizacdo do sorgatigo teve o
objetivo de confirmar que o sinal obtido realmefofeconsequéncia da
interacdo da proteina nativa com seu respectivicoapbd, € nao por
interacdes inespecificas.
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Figura 10 — Ensaio dBot blot referente a padronizagdo da titulagdo do soro
contendo os anticorpos policlonais aBf€YP356A1. Soro positivo representa
um “pool” de sangue coletado dos trés animais izados. Soro negativo é o
soro obtido a partir de um animal nao-imunizado.difiicdo da proteina
recombinanteCgCYP356A1 é mostrada no lado esquerdo da figurahd.ih e

5: Anticorpo primario diluido de 1:10.000 e antporconjugado de 1:3.000;
Linha 2 e 6: Anticorpo primario na diluicdo de 10® e conjugado de
1:3.000; Linha 3 e 7: Diluicdo do anticorpo prinade 1:10.000 e titulo do
anticorpo conjugado foi 1:6.000; Linha 4 e 8: Aatjmo primario diluido de
1:15.000 e anticorpo conjugado na diluicdo de 0.0

A padronizacé@o do titulo de anticorpos a serzatila mostrou
que a diluicdo de 1 para 15.000 do anticorpo @g@YP356A1 e de 1
para 6.000 do anticorpo conjugado foi a mais addsypara a realizacéo
dos ensaios. Nessas condicdes, foi possivel olisgmeando houve o
aparecimento do sinal para o soro negativo, coafido, portanto, a
auséncia de interacdes inespecificas do anticampa@upo.

Os resultados d@Vestern blotting sdo mostrados na Figura 11,
onde um sinal de aproximadamente 57 kDa foi obdertanto para
amostras da fracdo microssomal de branquias quamtaylandula
digestiva. O sutil aumento observado do peso miaeaa proteina
nativa em relagdo a proteina recombinante possargbmé devido a
presenca da regido distando de 27 aminoacidosgi@orél-terminal,
removidos anteriormente aos procedimentos de esguweOutro fator
gue pode interferir com essa variagdo na massacuiated a presenca
de alteracbes pos-traducionais (N-glicosilactesmfilacdes).
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Figura 11 — Expressdo recombinante @gCYP356A1 emE. coli. Linha 1:
Eletroforese em SDS-PAGE 10% mostrando extratoEdeoli abrigando
CgCYP356A1 antes da adi¢édo de IPTG. Linha 2: Eletese em SDS-PAGE
10% mostrando extrato d& coli contendoCgCYP356A1 apds indugcdo com
0,4mM de IPTG; Linha 3: Eletroforese em SDS-PAGE/%l@nostrando
CgCYP356A1 recombinante purificada por HPLC usandocauna HP
HisTrap™; Linha 4Western blotting da proteinaCgCYP356A1 purificada por
HPLC com utilizacdo de coluna HP HisTrap™; LinhaWestern blotting de
extratos da fracdo microssomal de branquiaS.digas.

Ao observar os resultados dbkestern blotting (Figura 11),
verifica-se 0 aparecimento de banda Unica, apesque normalmente é
encontrado na maioria dos ensaios baseados naé@etde P450 por
anticorpos. De modo geral, esses estudos resuttanea;0es cruzadas
do anticorpo com proteinas P450 relacionadas, edpente quando se
utiliza anticorpos policlonais, gerando um padréamanuitas bandas.
Tal fato dificulta a investigacdo de uma enzimaeefra, sendo que
uma maneira de contornar esse problema € a prodlea@mticorpos
monoclonais contra a proteina de interesse (EDWARRES, 1998).

A maior parte dos estudos com anticorpos monod@s®limita
a investigacdo de proteinas de vertebrados, coradores, ou até
mesmo o homem. Na tentativa de identificar proteiR&450 com
funcbes relacionadas aquelas dos vertebrados (qmmmoexemplo,
enzimas metabolizadoras de xenobi6ticos com fung@eelhantes a de
CYP1A), esses anticorpos monoclonais geralmenteusddos contra
enzimas de invertebrados (um exemplo disso éizagélo de anticorpos
monoclonais na identificacdo de P450 de peixe eper@rentos
envolvendo invertebrados marinhos, tais como gstfasnterpretacao

s

dos resultados gerados por essa estratégia € waia t@ificil e
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arriscada, visto que esses anticorpos reconheceteimas pouco
relacionadas devido ao surgimento de reac¢fes @szemn motivos
evolutivamente retidos ou idénticos aos das praseirdesses
invertebrados. Podem ocorrer situagbes em que, mmagroteina sendo
homéloga a que gerou o anticorpo monoclonal, onteecimento por
este ndo acontece. Ou seja, a utilizacdo de agmbsomonoclonais
heterélogos nesses tipos de situacdes é inviaEMRZ et al., 2006).

Logo, a producdo de anticorpos policlonais @gGYP356A1
gerou um resultado extremamente interessante, emgue ndo houve
reagbes cruzadas com outras proteinas, sendo exidah
especificament€CgCYP356A1. Esse dado configura o anticorpo anti-
CgCYP356A1 como um excelente reagente de detecciavadiactes
ecotoxicologicas envolvendo esgoto doméstico, po neconhecer
outras proteinas relacionadas nas condi¢bes dtkzano ensaio.
Anticorpos policlonais também podem gerar um padid@obandas
inespecificos em experimentos de imunodeteccao emmimas P450,
fato este que ndo ocorreu com o anticorpo produmgkie trabalho.
Outro fator que ressalta a importancia do anticgopticlonal anti-
CgCYP356A1 ¢é a eliminacdo da necessidade de seantdiaticorpos
heterélogos, cujos quais apresentam algumas degesnr®, conforme
explicitado acima.

Técnicas que se utilizam desse anticorpo politlosati-
CgCYP356A1 poderdo, por conseguinte, ser de granddlicawmna
caracterizacdo d€gCYP356A1 e determinacdo de certos parametros
gue auxiliardo no reconhecimento de sua relevamioidgica, ja que,
apos este estudo, aumenta-se as expectativas leq@iora esta enzima,
especialmente no &mbito da toxicologia ambiental.

Neste contexto, o anticorpo policlonal produzidptitilizado na
investigagdo do perfil de expressdo @gCYP356A1 em animais
expostodn situ ao esgoto doméstico através de ensaid3atiélotting,
baseando-se na técnica de comparacéo da intensidad@ais (“dots”)
obtidos (densitometria). Por meio dessa metodologjiaficos foram
gerados com 0s sinais obtidos ap6s avaliacao dstemsubmetidas a
diferentes tratamentos (Figura 12 e 13). O delimzdnexperimental
utilizado consistia de trés diferentes tempos det&oT0, T=24horas e
T=14dias, sendo que para estes Ultimos tinham-$& Idoais de
amostragem, referéncia e poluido. A expressa&gieYP356A1 foi
avaliada comparativamente, podendo ser visualizadpadrdo de
expressdo desta, antes da exposicdo e duranteosiggp no local
contaminado por esgoto em relacdo aquele consmlerado
contaminado. Dois tecidos importantes foram utilasa nas analises,
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branquias, as quais estdo em contato direto com mbieate
contaminado, e glandula digestiva (analogas ao ddiga que
sabidamente estda envolvida em mecanismos de deagdb de
contaminantes (UENG, UENG, PARK, 1992).

Proteina CYP356A1

2.0 T

14 T

Densidade Integrada

0.0

TO R24h P24h R14d P 14d

Figura 12 — Andlises densitométricas de experinseed®mimunodetecgdo apds
exposicaoin situ de C. gigas ao esgoto doméstico. Os resultados estdo em
densidade integrada, e as amostras utilizadas férapdo microssomal de
branquias. TO representa animais avaliados antesmissicdo; R 24h indica os
resultados obtidos do local referéncia 24 horass apéexposicao; P 24h
representa os dados encontrados de animais do pohtidlo 24 horas apds a
exposicdo; R 14d mostra amostras analisadas a |wdl referéncia 14 dias
apos a exposicao; P 14d indica os resultados dtw gamiuido 14 dias ap0s a
exposicao. As barras representam média + desvidpad * indica diferengas
significativamente estatisticas (p<0,05).

Os resultados sugerem que ndo houve diferenciststemente
significativa na expressao desta enzima em amaodérdsanquias para
as diferentes condicGes de exposicao e tempozadiils. Contudo, as
amostras dos pontos referéncia e poluidos apresamtza expressao
ligeiramente maior do que aquelas avaliadas emQué@nto as andlises
realizadas em glandula digestiva, pode-se obsemaa diferenca
significativa no tempo 14 dias para o local poluitkio indica um
aumento na expressdo @gCYP356A1 em virtude da presenca de
contaminantes advindos do lancamento de esgotosticméeste local.
Pode-se inferir, portanto, que o anticorpo polialcemti-CgCYP356A1
pode ser um importante instrumento na deteccdo rdaemca de
contaminantes no ambiente marinho.
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Proteina CYP356A1
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TO R24h P24h R14d P lad

Figura 13 — Andlises densitométricas de experinseed®mimunodetecgdo apds
exposicaoin situ de C. gigas ao esgoto doméstico. Os resultados estdo em
densidade integrada, e as amostras utilizadas férapdo microssomal de
glandula digestiva. TO representa animais avaliahtes da exposi¢do; R 24h
indica os resultados obtidos do local referéncich@as apos a exposigao; P
24h representa os dados encontrados de animantto poluido 24 horas apos
a exposicdo; R 14d mostra amostras analisadadialpeal referéncia 14 dias
apos a exposicao; P 14d indica os resultados dtw gammiuido 14 dias ap0s a
exposicao. As barras representam média + desvidpad * indica diferengas
significativamente estatisticas (p<0,05).

5.4. AVALIACAO DO RNA MENSAGEIRO (RNAm) DE
CYP356A1
Em relacdo aos resultados observados acima, néao

necessariamente o nivel de RNAm de CYP356A1 saguipadrdo de
comportamento semelhante ao da expressdao da protdoitos
mecanismos de regulacdo podem estar envolvidosotammdo a meia
vida deste RNA de acordo com a necessidade daacélilgrafico
mostrado na Figura 14, indica um comportamento l@&cwda
quantidade de RNAm nas diferentes situacdes as quajigas foi
submetida. As amostras utilizadas neste experinferdon as mesmas
testadas na avaliagdo da expressdo da proteina, Ho tempos de
exposicdo foram analisados (t=24h e t=14d), sengocgmparou-se 0
local poluido em relacdo ao sitio referéncia paeac tempo
determinado. Somente glandula digestiva foi avaliadeste
experimento, e pode-se observar uma inibicdo sttatnente
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significativa da expressdo do RNAmM de CYP356A1 roxall

contaminado apds 14 dias de exposi¢do, quando cadmpao local
referéncia. Uma pequena redugdo no nivel de RNAadisais no local
contaminado também foi visualizada para o perioglcexposicao de
24h, porém esta nao foi significativa.

A reducao na expressdo do RNAmM de CYP356A1 apdss&péo
prolongada ao esgoto poderia ser explicada por @wranismo pés-
transcricional de regulacéo da expressdo do gewreéluta utiliza-se de
varias estratégias de controle da expressdo géeittne elas, a
disponibilidade do RNAm, o qual pode estar inasessi maquinaria de
traducdo ou por motivos conformacionais (assumiod@ estrutura
tridimensional) ou, ainda, por sua rapida degramacéleste
experimento, a inibicdo da quantidade de RNAmM padedicar sua
degradacédo ap0s atingir-se um certo nivel de peiativa. Entretanto,
0 delineamento experimental utilizado ndo permitea textrapolacéo
confiavel. Para isso, seria necessério a investmate tempos de
exposicdo mais curtos, para se acompanhar o reghartamento da
transcricdo do geneYP356AL.

Porém, é importante salientar que foi exatamenteempo de 14
dias que foi observado uma maior expressédo da ipaoteo local
contaminado (Figura 13), sendo identificada, comparmente, uma
reducdo na quantidade de RNAm para este mesmalpaniste local
em relagdo ao sitio referéncia. Isto é, sugerersa tegulacdo da
expressao de CYP356A1 através do controle da glzal®#tide RNAmM
disponivel na célula, mas as informagSes n&o corani
suficientemente esta afirmacéo.

Comparando-se a Figura 13 e Figura 14, o padréereddo para
0 local contaminado durante 14 dias de exposicaoinf@erso ao
encontrado para o mesmo periodo no local referéNesta situacéo, a
quantidade de RNAm foi maior do que em todos osostitatamentos,
ao passo que a expressao da prote€f@YP356A1 permaneceu baixa.
Tal situagdo poderia comprovar a hipétese de quevess de RNAmM
de CYP356A1 disponiveis na célula podem estar aagol a expresséo
da proteina. Porém, devido ao fato de se utilisaintervalo de tempo
muito grande entre as amostragens, ndo foi podsijveletizar como a
célula poderia estar regulando a expressdo do @af356A1 de
glandula digestiva d€. gigas.
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Figura 14 — Transcricdo de CYP356A1 em glandulaestiga deC. gigas
mantida por 24 horas e 14 dias no local referéfmaras claras) ou poluido
(barras escuras). RT-PCR real-time (Reacado de Palse em cadeia associada
a transcrigcao reversa) foi desenvolvida com 10@engDNA. O RNA total foi
isolado de tecidos ap0s 24 horas ou 14 dos, e @atd&crito reversamente em
cDNA. O gréafico mostra a expressdo de CYP356A1 elacéo ao controle
(fold induction). Os dados foram normalizado p@actina. Os valores
representam média (+ desvio padrdo) de 6 animaig<®,05 — diferengas
significativas do grupo do sitio referéncia conte¢éStudent.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A ecotoxicologia é um ramo da ciéncia relativameetzente e
que vem se expandindo cada vez mais no mundo. -Bermidente
quando se observa o quanto os problemas ambientipreocupacéo
com 0S recursos naturais tém ocupado posicdo deaqdes
principalmente diante dos eventos ecoldgicos efd#das em todo o
mundo, sem comentar as recorrentes catastrofefgeras.

A contaminacdo dos recursos aquaticos por esgot@stico se
insere neste quadro, e se transforma num pontocritevido as
condicdes em que se encontra 0 saneamento basicmsso pais. A
presséo demogréfica e a urbanizacdo vém senddeadessa poluicao,
a qual é mais expressiva nas regifes costeirasatdo Pu seja, tal
poluicdo se torna a causa da degradacdo de umrdaembidremamente
rico em biodiversidade e bercario para véarias éspémarinhas, o
ecossistema estuarino.

A ostra C. gigas € uma espécie cujo habitat € o ambiente
estuarino, com enorme relevancia econémica e delgrateresse nos
estudos de impactos ambientais gerados pela poludgiimodo geral, a
utilizagdo de respostas celulares (os biomarcadomdsculares) desse
organismo é uma estratégia ecotoxicol6gica recoatnta avaliacao
da contaminacdo ambiental. Recentemente foi ideadib, nessa
espécie de ostra, um potencial biomarcador de womégdo aquatica,
CYP356A1. Este teve sua expressao induzida a dzdRNAmM, em
condicBes laboratoriais apds 48 h de exposicaC.dggas ao esgoto
domeéstico, e a nivel de proteina, por meio de @xpgetos de exposicao
in situ, por 24h e 14 dias. Neste ultimo, 0 RNAmM tambénafalisado,
mas exibindo um comportamento ambiguo em relacéxpeessdo da
proteina.

Para se avaliar o comportamento desta moléculd®365A1,
tanto a nivel de seu RNAmM quanto de sua proteina,canjunto
sistematizado de experimentos foram elaboradagais passaram pela
expressao recombinante da proteina, producédo ermmats policlonais
e imunodeteccdo da proteina nativa. Os resultathisos geraram
conclusBes importantes e ampliaram as expectativas relacdo a
novas metodologias que poderiam ser utilizadas lneidacdo das
principais dividas referentes a essa nova isoforma.

Abaixo, segue alguns comentarios e conclusdeslasbtilesse
trabalho:

1. Andlises computacionais da proteina prediGgCYP356A1
mostraram uma regido hidrofébica N-terminal queceafigura
como um possivel sitio de ancoramento & membrasea Eegido
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contém aproximadamente 20 residuos de aminoacidos
corresponde a 81 pb no cDNA, sendo removida nosopasiciais
da expresséao heteroléga;

CgCYP356A1 apresentou uma massa molecular de 57 KDa.
fragmento expresso da proteina (sem a regido deraanento na
membrana), porém, apresentou uma massa molecular
aproximadamente 56 kDa, a qual se refere a daipaotde fusao;
Existem quatro classes diferentes de citocromo PdB0Oacordo
com seus sitios cataliticos. As andlises da se@uéde
CgCYP356A1 sugerem que ela pertenca a classe I, uass q
necessitam apenas de uma redutase P450 contend&MANpara
transferéncia de elétrons;

CgCYP356A1 possivelmente apresenta uma localizacocasla
ao reticulo endoplasmaético;

A sequéncia predita da proteina apresentou um sligioN-
glicosilagéo e varios de fosforilacdo, estes Ulinppdendo estar
relacionados a inativacdo estrutural, atuando cama marcacao
para degradacédo proteossomal dependente de ufguiti

Os resultados com o teste por HPLC mostraramGp@Y P356A1
recombinante é eluida a partir do segundo patamaodcentracéo
de imidazol (a 60mM), a qual é continuamente redevia rampa
de concentragdo do eluente;

A densitometria, ap0s realizacdo de deteccdo imgiua porDot

de

blotting, mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa na expressédo desta enzima em amod&dwanquias
para as diferentes condi¢des de exposi¢ao e teutifpados;

Foi observado um aumento significativo na expressio
CYP356A1 em glandula digestiva de ostras exposiad 4 dias a
efluentes contendo esgoto doméstico;

Os niveis de RNAmM d€YP356A1 apresentaram uma diminuicdo
significativa na glandula digestiva das ostras idast no local
contaminado, quando comparado aquelas que permanmec®
local referéncia;

Hipoteticamente, os niveis de RNAmM de CYP356Alati$peis em
14 dias de exposicdo na célula podem estar reqularekpressao
da proteina. Porém, as informacdes obtidas airmenséo vagas, e
necessitam de investigacdes adicionais;

Os dados confirmam a utilizacdo do anticorpo pmtial anti-
CgCYP356A1 aqui produzido como util para os ensaies d
avaliacdo de contaminacdo aquatica por esgoto;
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12. Do ponto de vista biotecnolégico, os resultadosoeimados se

destacam por sua aplicabilidade e reprodutibilidade que
possivelmente podera permitir avangcos no campaxicotdgico.
Tais conclusbes remetem a algumas perspectivaertamnpes

para este estudo, entre elas:

O

Delineamento experimental mais detalhado se fagssacio para os
experimentos envolvendo a andlise do RNAmM. Istomjiia
compreender melhor como o gef¥P356Al poderia estar se
comportando frente a presenca de contaminantes;

Investigacé@o sobre como a célula poderia estataedo a expressao
de CYP356A1 via analises de RNAmM e de expressao da proteina;
Estudos adicionais devem ser realizados com aantié determinar
a funcao biologica de CYP356A1, como regulacaoxgaessao do
gene (se é via receptores, por exemplo), substiadoscipacdo em
vias metabolicas. Estes, por sua vez, podem siitafdos pelo uso
de anticorpo;

Experimentos em diferentes grupos de individuos;luimdo
parametros como sexo, estagios da vida, épocasfagé®) do ano,
poderiam auxiliar na compreensdo da importancitadawima para
a espéci€. gigas.
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ANEXO A — Mecanismo catalitico de enzimas P450
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