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Estima-se que sao utilizados anualmente mais de
100.000 substancias guimicas no ambiente em todo o
mundo. A maioria destes sao compostos organicos
utilizados na industria (75%), agricultura e uso
domeéstico (25%).
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Esgoto Domeéstico
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roblema do Esgoto Domeéstico no Brasil
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Estudos com Biomarcadores

Muitas vezes alguns Dbiomarcadores tradicionais nao
respondem a presenca de contaminantes pois no ambiente
existem misturas complexas de contaminantes.

Um conjunto de biomarcadores pode ser adequado para alguns
contaminantes, mas nao necessariamente para outros.

Um conjunto de biomarcadores pode ser adequado para
algumas espeécies, mas nao responder em outras.

Dificilmente teremos espécies no ambiente que tenham sido
amplamente estudadas. O que fazer?




Desafio Quimico

Transcritos
primarios
Processamento pos-
transcricional
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Uma possibilidade:

especificas de organismos referéncia
que podem ser modificados sob
diferentes condicoes de estresse quimico
e analisa-los.




Contaminado cDNA

Referéencia cDNA



Hibridizacao Subtrativa Supressiva (SSH)

cDNA Contaminado cDNA Referéncia em cDNA Contaminado
como adaptador 1 EXCesso com o adaptador 2
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22 Hibridizag&o: Mistura as amostras,
adiciona o cDNA referéncia e anela

!

Adiciona primers que se ligam aos
adaptadores para amplificar os genes por
PCR l

Amplificac&o exponencial
5 mme——— 3
3= 5
B
Purificacao do produto de PCR

Clonagem e sequenciamento




e >sequencia_ X

acatttatgcaatggagctggcgtttgatgcaatacggggccat
aagtctgcacattctttagctacaggtccagtgatagctgatcctt
tcatttctcecttattgttgactatgacccccgcattatcttcgaagt
atatgaacaccccattcttcctccgaacaggtttcctctgtegtat
caccacagcaggcataaccttttttctaagttctggcetttcctttctt
gactgtggcaacaaacatgtctccagctccagcagctggceattc
tgttgaggcgacccttgataccgectgacagcgatcacaaacag
attcttggcacctgtattgtcggcacagttaatgactgcacccac
aggcaacgcgagggagatacggaacttcc
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¥ What does NCBI do?

Established n 1233 as a national resource
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File Edit View History Bookmarks Tools Help

éﬁv c A |:|J Ehtu:n:,",-'blast.nchl.nlm.nih.n;ln:n.',-"Blast.cgi?PF‘.OGR.-?-.M=I:n|a5b<&EL.-55I'_PROGR.-5.M5=I:n|a5b<&PAGE_‘I"(PE=EIastSearch&SHO'J-;‘_DEF.E-.ULTS=n:|n3LINI w]‘ 7

.AUG 3 M | Search + | ) ActiveSurf-Shisic &4 SE.ard'l-ShiEId! ui] AVGInfo - | GetMore

r HCBI BLAST! blastx

blastn | blastp | blastx | thlasin | thlastx |

BLASTX =earch protein databases using a translated nucleotide query. more. ..
Enter Query Sequence

Query subrange &

o
&

Enter accession number, gi, or FASTA sequence &
CICTCCCATATEETCGACCTECARECEGECEC
EARTTCACTACTCAT I TCEACCEEtCECOCCEEECACETACCACCHCACE = From | |
ATATTAAACTICTITATCEICI TTCCIRTACT T TATTITCCEATTATATT —
TCARTRRRCATCTTIIGAGEITIICARGRAATRARRARCATITCCCITAGCA o |—|
ETCGEAGATICATCEICEITART ICI TCT IGCAGRRGCARACARCTTRAT

K ECCEIT I T TCCCATEATCECTECCCATCTTITITCTATCTTETERAL

[

£

Or, upload file | |[ B J;E

Genetic code | Standard (1) 1"|
Job Title |

, Enter a descriptive fitle for your BLAST search &

(] Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database | Non-redundant protein sequences (nr) ¥
Organism -
Dp!ionﬂl | fer n ' S NEME 1— mplelions wil 2 sunnested |
Enter arganism comman name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Entrez Query | |
Optional

Enter an Entrez query to limit search &

! EI_A,ST | Search database nr using Blastx (search protein databases using a translated nucleotide query)



J NCBI Blast:Nucleotide Sequence (792 letters) - Mozilla Firefox
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EAUG = W | Search = ﬂ'_‘,l \efive Sorf-Shie ﬂh Search-Shisld

Nucleotide Sequence (792 letters)

ﬁ Query ID |cl|39735 Database Name nr
il Description None Description All non-redundant GenBar
'.'_.'I_LA' Molecule type nucleic acid translations+PDB4-SwissP
il Query Length 792 samples from WGES projec
5 Program ELASTX 2.2.20+ PCitation

Otherreports: »Search Summary [Taxonomy feports]

05

H'is ¥ Graphic Summary

‘ Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence &
1

MMouse-over to show defline and scares, click to show alignments

Color key for alighment scores




J NCBI Blast:Nucleotide Sequence (792 letters) - Mozilla Firefox
File Edit View History Bookmarks Tools Help
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@l AVGInfo - GetMare

a6 - v || Search - @Y Active sufshicd || g4 Search-Shield

¥ Descriptions

) & | A

ey E

"é}' Sequences producing significent alignments: Value
cytochrome P450 family 4 [Cyrhoma gibbosum] S5e-54
cytochrome P450 fomily 4 [Cyphoma gikbosum] le-52
cytochrome P450 family 4 [Perne viridis] Se-52
CY¥P4BB1 [MNereis wvirens] 3e-43

L1 vpothetical protein BRAFLORAFT 5%660 [Br...

R 2k 353

ref |[KP 002224131.1| hypothetical protein BRAFIDRAFT 36454 [Br... de-4

ref |KP 0022054616.1| hypothetical protein BRAFLDRAFT 57349 [Br... a

ref |XF 002210324.1| hypotheticael protein BRAFLDRAFT 73452 [Br... de-4g
_; .1| ‘hypotheticel protein BEAFLDRAFT 128853 [B... de-4z8

[1ES
m
1
W
[=] -1 ==

6560.1| hypothetical protein BRAFLDORAFT. 236272 [B... Se-45
33681.1| ‘hypothetical protein BRAFIDRAFT 247890 [B... Se-44
; .1| ecytochrome PAS0 family ¢4 [Cyphoma gibbosum] 3e-43
: .1l cytochrome P450 family 4 variant 3 [Cyphoma gi... de-43
: .1| cytochrome P450 family 4 [Cyphoxa gibboaum] Je-43
z .1l cytochrome P450 family 4 [Cyphoma gibbosum] Jg-43
L_ 1| cytochrome P450 family 4 variant 2 [Cyphoma gl... Se-43
5 | cytocchrome P450 family 4 wariant 1 [Cyphoma gi... Ge-43
cyvtochrome P450 Temily 4 [Cyphoma gibbosum] le-42
cytochrome P450 family 4 [Lyphoma gibbosum] le-42
cytochrome P450 Temily 4 [Cyphoma gibbosum] le-42
CYP34221 [Nereiz wvirens] 2e—-42
cd2. 1] ypothetical protein BRAFT.ODRAFT 58532 [Br... dg-4z E
| cytecchrome P450 family 4 [Cyphoma gibbosum] f 4z-42
ref |[KP 002236465.1| hypotheticel protein BRAFLDRAFT 61250 [Br... 174 le-41 E
gk |ACDT75230.11 evtochrome PA450 family 4 [Cyphoma gibbosum] 153 le-41
ref |E 0022204358.1| hypotheticgl protein BEAFLERAFT 82541 [Br... 172 2e-41 E
rel |KF 002228136.1| hypothetical protein BRAFLDRAFT 90671 [Br... 171 Se-41 E
ref [XF O01508150.1 EREDICIED: similar to Cvtochrome PA5O, ifa 169 2e=40 EE
ref |[XPF 002218677.1| hypothetical protein BRAFLDRAFT 225790 [B 166 2e-39 EE
ref |XP 512456.2| TREDICTED: similar to Cytochrome T450, famil 186 2e-39 EE
SRR e E et , I : mEOp o = ¢ . __mra



J NCBI Blast:Nucleotide Sequence (792 letters) - Mozilla Firefox
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¥ Alignments [] Select All Get selected sequences Multiple aignment
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"} >[]gb::“ S825.1| cytochrome P450 family 4 [Cyphoma gibbosum]
Length=
Score 14 bits (548}, Expect = Le-54
Identi = 1027189 (53%), Fositives = 1387189 (73%), Gapa = 1/18% {(0%)
Freme

Query 773 TIASAISWILLSLAEHPDVORKCQLEIDEVVSETDSGELEWKDLERIFFLSQCIKEGMEL 3J9&
TTASRISWIL 5L +HFD+R K Q EID V+ D3 E+EW DL + EF++ THEGMRL
dbjet. 317 TITASATSWILYSI.COHPDIQEKVOREIDTVIKGRDSDETIEWSDLEFEFEFMIMVIKEGMEL. 376

Query 595 HIPVEGILRONLDEITIDNOVIPARSNISISLY¥CTHANPLVWGADHMEFKFERFIKENQH 416
HEVE TR E+I++ IFAZ 3 +I ++ +HHNP+VIW D EFKFERF +H
Sbjet 377 HCEVEFISEVIQHEMILEGFSIFAGSVCTIHIFNIHANEVWVN-FDEFWEFEFERFHEDINTHE 435

ER Ak 453

Query 415 HNLNPFSYCPRSAGPRNCIGRHFAMRFERVVIASITORFTIFIVOKSHKTEERRRATMBTOT 236
+ + F++ PFSAGPFENCIGQHFAM EEKV+L+ LI+R+IF 4D + + ++ ATM+T++
Sbjet- 436 D[RDSFAFVEFSAGERNCIGQOHFAMMEERVMISRILIBRYTFRLOPEYFVVERMTATMKTES 435

fuery . 235 GIELFASRER. 209
- G++H+Fi+ R
Sbijct 458 GMBMFLIFR 504

}[]JbléCETESEE.l cytochrome P450 family 4 [Cyphoms gibbosum]

Length=514

Score = 210 bits (535), Expect = le-52

Identitieg = 1017193 {52%), Positiwes = 137/193 (70%), Gaps = 1/193 ([0%)
Frame = -3

guery 787 AREVITASATSWILLSLAEHFOVOEKCQDEIDKVYSETDSGELEWEDTERTEFLSQCIKE 408
B TIASAISWIL SL +HED+G K § EID V+ BS E+EW DL + +F4+  IEE
Jbjet 313 AGHDTTASATSRILYSLOQHEDIQERNVOOEIDTVIMGRDSDETEWIDLEKFKFMIMVIKE 372

Query 607 GMBLASEVEGIIRONIDPITIIONHAVIPARSNISISLYCTHANFLVRGADHMEFKPERFTH 428
GMRLH FVP I R + P+ ++ IPL 5 51 ++ +HHNEP+VN D FEFERF

[ P o PUMT I TITMET O T O TAITT BT TN O T SO T T OO TR R TMTah DTG T e T A=A




Grande Florianopolis e a Maricultura

e SC — maior produtor brasileiro de moluscos marinhos

«60,29% da producéo total de mexilhGes;

» 95,07% da producéo total de ostras;

« 52,69% (639,34 hectares) da area estadual disponivel para cultivos;
* 68,45% dos produtores catarinenses (538 produtores). EPAGRI, 2007




Marme Erperanmnental Besaarch wo ( 2008) oo -a

Coments lists available a1 ScienoaDirent

Marine Environmental Research

journal homepage: www. slsevier com/l oz ate/marenvrey

Differential gene expression in oyster exposed to sewage
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Exposicao em laboratorio

COMTROL EXFOSED

0)

%

Control | 3'_3

2 Contrad
= Exposed

mRNA& levels [a.u.)

Medeiros et al. (2008). Environ. Toxicol. Pharmacol. 26, 362-365.
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Area de Estudo




Metodologia

(

Inverno 2006 — 14 dias de exposicao
Verao 2007 — 24h, 48h, 7 dias e 14 dias de exposicao
Inverno 2009 — 24 h e 14 dias de exposicao




Rio Bucheler
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CYP356A1

Regiao de insercao na
membrana;

Primers utilizadosna
obtencao dasequéncia
completa (sem a regidao de
insercao na membrana)

* fosforilacao

e N-mirsitoilacao
A amidacao;

¢ N-glicosilacao.




Conclusoes

e ApOs 14 dias de exposicao neste local, espécimens de ostras C.
gigase C. rhizophorae apresentaram um aumento significativo nos
niveis de LABs, HPAs, e =DDTs no inverno e no verao.

e O grau de transcricao dos genes da FABP e da GSTQ parecem ser
6timos biomarcadores de exposicao em ostras C. gigas expostas a
curto prazo a efluentes contendo esgoto domestico.

» A expressao heterologa de genes identificados em bibliotecas
subtrativas e a posterior producao de anticorpos podera auxiliar no

desenvolvimento de metodologias complementares de avaliacao e
monitoramento ambiental.
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Respostas bioquimicas e moleculares em
peixes, Poeciliavivipara,
expostos a fracao acomodada em agua
do Oleo diesel




Oleo Diesel

50% transporte
49% agropecuaria
1% geracao de energia elétrica

Composicao quimica

¥* Hidrocarbonetos alifaticos (HAs — parafinas);
* Hidrocarbonetos aromaticos:

Monociclicos (BTEX) Policiclicos (HPAs)
(permeabilidade membranas) (+ toxicos; carcinogénicos)




Metodologia

Producdo de FAD

Fracdo Acomodada em Agua do 6leo diesel (FAD) I‘I'
PETROBRAS

% Singer et al. (2000)

* 1:9 - Oleo diesel:agua do mar
* 40rpm durante 23 horas a 21°C
% 1 hora para estabilizacao




Metodologia

Experimento 2: exposicdo a 10% da FAD

Controle O%FAD
\E/ \G/
Controle 10%FAD
\ / \ /
* 24hrs

* Analises quimicas e moleculares



Resultados

Genes diferencialmente expressos

Lista de genesinduzidos pela exposicdoa 10% da FAD.

NUmero de acesso no

Funcéo biolégica Homodlogo (proteina ou DNA) Espécie comparada e-value GenBank
Fase | de Biotransformacdo Citocromo P450 1A (CYP1A) Fundulus heteroclitus 1,00E-76 AF026800.1 AF026800
Citocromo P450 2P2 (CYP2P2) Fundulus heteroclitus 3,00E-04 AF117342.1
Fase Il de Biotransformacdo Glutationa S-transferase RIGST) Pagrus major 1,00E-47 AB158412.1|
UDP glicoronosil transferase 1 familia B (UDPGT1B) Platichthys flesus 8,00E-45 AM746199.1|
O-methyltransferase (MET) Danio rerio 6,00E-118 BC090471.1
Faselll de o . .
. N Proteina ligadora de ATP CC4 (ABCC4) Danio rerio 5,00E-39 EU586042.1
biotransformacéo
Cadeiatransportadora de . . : .
alétrons Citocromo c oxidase subunidade | (COXI) Cubiceps paradoxus 9,00E-154 AB205442.1
Sinalizacéo celular Presenilina —enhancer 2 (PEN2) Oreochromis mossambicu® 00E-36 AY522633.1
Apoptose Proteina integral de membrana 2B (ITM2B) Epinephelus coioides  1,00E-17 FJ438523.1
Chaperona Complexo associado ao polipeptideo nascente alfa (NAC) Oreochromis mossamt8¢c08E-20 AY522625.1
Efluxo de Colesterol . - N : .
Precursor da Alfa microglobilina/bicunina (AMBP) Danio rerio 7,00E-29 BC150464.1

e sistema imune

Precursor da Apolipoproteina Al (APOAI) Platichthys flesus 4,00E-32 AJB844288.1



Resultados

Genes diferencialmente expressos

Lista de genes reprimidos pela exposicdo a 10% da FAD

Funcao bioldgica Homélogo (proteina ou DNA)

Espécie comparada

e-value

NUmero de acesso no

GenBank
Vitelogénese Vitelogenina A (VgA) Poecilia reticulata 9,00E-115 EF408838.1
Vitelogenina B (VgB) Poecilia reticulata 7,00E-25 EF456700.1
Vitelogenina C (VgC) Gambusia affinis 4,00E-43 AB181837.1
Sistemaimune Proteina do sistema complemento C3 (C3) Paralichthys olivaceus 4,00E-65 AB021653.1
Inibidor C1 (C1) Oncorhynchus mykiss 1,00E-59 AJ519929.1 OMY519929
Chaperona Proteina de choque térmico 90 (HSP90) Solea senegalensis 4,00E-61 AB367527.1
Transporte transmembrana Transportador de &nions organicos membro 1cl (OATP2) Mus musculus 5,00E-23 BC078456.1
I\/_Ietaboh.smo doferro e Transferrina (TF) Acanthopagrus schlegelii  4,00E-32 AY365052.1
sistemaimune
Metabolismo do UDP glicose pirofosforilase(UDPGP) Salmo salar 2,00E-27  BT045585.1
Glicogénio
Transporte de Oxigénio Hemoglobina Salmo salar 8,00E-48 BT060431.1
Alfa hemoglobina A Seriola quinqueradiata 5,00E-48 AB034639.1
Metabolismo de &cidos o . . .
graxos Proteina ligante de AcilCoA (ACBP) Oryzias latipes 1,00E-39 FJ843607.1
Sinalizacdo celular Integrina beta 1 Danio rerio 7,00E-34 DQ149101.1
Traducgdo Proteina ribossomal L5 Salmo salar 2,00E-27 BT045585.1



Consideracoes finais e Perspectivas

Nesse estudo houve a inducdo dos genes CYPlA, GST,
CYP2P2, UDPGT1B e MET, sugerindo que estes genes e 0S
produtos codificados por eles possam ser utilizados como
biomarcadores.

A ativacdo na expressao dos genes CYP1lA, GST, UDPGTI1B
pode estar associada a ativacao do AHR pelos componentes da
FAD.

Estudos focados na identificagcao dos fatores de transcricao que
modulam os genes validados por qPCR sao necessarios. Essa
informacao permitird identificar as classes de xenobibticos
capazes de desencadear a ativacdo transcricional desses
genes, ajudando a delimitar a especificidade de um gene e seu
produto como biomarcador.



Perspectivas atuais

e Estudos em campo In situ cabnassostrea
brasilianae Poecilia vivipara




Perspectivas atuais

 Clonagem de genes de biotransformacao em
espeécies de importancia para a Aquicultura
e ambiental.




Financiamento direto

NCNP inct
QcnPq P ...

Conamhs Meacional o Deea reeafrimendo
Chmnities # Tromakgees

de ciénciae tecnoicgla
Toxicologia aquatica

INCT — Toxicologia Agquatica
CNPg/CT-Hidro-Agro (Proc. 500088/2006-3)
CNPg/CT-Petro (processo n° 550706/2005-4)
CNPg/Universal (Proc. 484328/2006-9)
Projeto CNPg/MAPA 578200/2008-2

Financiamento indireto

]
Secretaria Especial u

PETRBOBRAS de Agliculturae Pesca UM u.l: ut Tunus
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