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Estima-se que são utilizados anualmente mais de
100.000 substâncias químicas no ambiente em todo o
mundo. A maioria destes são compostos orgânicos
utilizados na indústria (75%), agricultura e uso
doméstico (25%).



O efeito dos contaminantes

(ADAMS et al., 1989)
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IBGE, 2000

Problema do Esgoto Doméstico no Brasil



Muitas vezes alguns biomarcadores tradicionais não
respondem à presença de contaminantes pois no ambiente
existem misturas complexas de contaminantes.

Estudos com Biomarcadores

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

Um conjunto de biomarcadores pode ser adequado para 
algumas espécies, mas não responder em outras.

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



Desafio Químico

Célula
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�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U�,�G�H�Q�W�L�I�L�F�D�U �P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V�P�¼�O�W�L�S�O�R�V �J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���J�H�Q�H�V���R�X�R�X�R�X�R�X�R�X�R�X�R�X�R�X �S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V�S�U�R�W�H�¯�Q�D�V
�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V�H�V�S�H�F�¯�I�L�F�D�V �G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V�R�U�J�D�Q�L�V�P�R�V �U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D�U�H�I�H�U�¬�Q�F�L�D

�T�X�H�T�X�H�T�X�H�T�X�H�T�X�H�T�X�H�T�X�H�T�X�H �S�R�G�H�P�S�R�G�H�P�S�R�G�H�P�S�R�G�H�P�S�R�G�H�P�S�R�G�H�P�S�R�G�H�P�S�R�G�H�P �V�H�U���V�H�U���V�H�U���V�H�U���V�H�U���V�H�U���V�H�U���V�H�U���P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V�P�R�G�L�I�L�F�D�G�R�V �V�R�E���V�R�E���V�R�E���V�R�E���V�R�E���V�R�E���V�R�E���V�R�E��
�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V�G�L�I�H�U�H�Q�W�H�V �F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V�F�R�Q�G�L�©�·�H�V �G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���G�H���H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H�H�V�W�U�H�V�V�H �T�X�T�X�T�X�T�X�T�X�T�X�T�X�T�X�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R�¯�P�L�F�R

�H���H���H���H���H���H���H���H���D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�D�Q�D�O�L�V�£�����������������O�R�V���O�R�V���O�R�V���O�R�V���O�R�V���O�R�V���O�R�V���O�R�V��

�8�P�D���S�R�V�V�L�E�L�O�L�G�D�G�H���8�P�D���S�R�V�V�L�E�L�O�L�G�D�G�H���8�P�D���S�R�V�V�L�E�L�O�L�G�D�G�H���8�P�D���S�R�V�V�L�E�L�O�L�G�D�G�H��
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cDNA Contaminado 
como adaptador 1

cDNA Contaminado 
com o adaptador 2

cDNA Referência em 
excesso

Hibridização Subtrativa Supressiva (SSH)

2a Hibridização: Mistura as amostras, 
adiciona o cDNA referência e anela
Genes expressos somente nos 
organismos contaminados são 
hibridizados e amplificados por PCR
Genes expressos em ambos grupos 
são suprimidos após o PCR

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

5´ 3´

3´ 5´

Amplificação exponencial

Purificação do produto de PCR

Clonagem e sequenciamento

Genes expressos somente 
nos organismos 
contaminados

1a Hibridização

Genes expressos em ambos 
grupos



• >sequencia_X
acatttatgcaatggagctggcgtttgatgcaatacggggccat
aagtctgcacattctttagctacaggtccagtgatagctgatcctt
tcatttctcccttattgttgactatgacccccgcattatcttcgaagt
atatgaacaccccattcttcctccgaacaggtttcctctgtcgtat
caccacagcaggcataaccttttttctaagttctggctttcctttctt
gactgtggcaacaaacatgtctccagctccagcagctggcattc
tgttgaggcgacccttgataccgctgacagcgatcacaaacag
attcttggcacctgtattgtcggcacagttaatgactgcacccac
aggcaacgcgagggagatacggaacttcc













Grande Florianópolis e a Maricultura

• 60,29% da produção total de mexilhões;
• 95,07% da produção total de ostras;
• 52,69% (639,34 hectares) da área estadual disponível para cultivos;
• 68,45% dos produtores catarinenses (538 produtores). EPAGRI, 2007

• SC – maior produtor brasileiro de moluscos marinhos



33%Controle
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33%Control

48 h
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Produção de Petróleo no mundo 1970-2008
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Produção de Petróleo no Brasil 1970-2008
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Respostas bioquímicas e moleculares em 
peixes, Poecilia vivipara , 

expostos à fração acomodada em água
do óleo diesel



50% transporte
49% agropecuária
1% geração de energia elétrica

Composição química

� Hidrocarbonetos alifáticos (HAs – parafinas);
� Hidrocarbonetos aromáticos:

Monocíclicos (BTEX)
(permeabilidade membranas)

Policíclicos (HPAs)
(+ tóxicos; carcinogênicos)
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Fração Acomodada em Água do óleo diesel (FAD)

� Singer et al. (2000) 

� 1:9 - óleo diesel:água do mar

� 40rpm durante 23 horas a 21ºC

� 1 hora para estabilização 
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Controle

Controle

10%FAD

� 24hrs 

� Análises químicas e moleculares

10%FAD
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Função biológica Homólogo (proteína ou DNA) Espécie comparada e-value
Número de acesso no 

GenBank

Fase I de Biotransformação Citocromo P450 1A (CYP1A) Fundulus heteroclitus 1,00E-76 AF026800.1 AF026800

Citocromo P450 2P2 (CYP2P2) Fundulus heteroclitus 3,00E-04 AF117342.1

Fase II de Biotransformação Glutationa S-transferase R1(GST) 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

Fase III de 
biotransformação

Proteína ligadora de ATP CC4 (ABCC4) Danio rerio 5,00E-39 EU586042.1

Cadeia transportadora de
elétrons

Citocromo c oxidase subunidade I (COXI) Cubiceps paradoxus 9,00E-154 AB205442.1

Sinalização celular Presenilina – enhancer 2 (PEN2) Oreochromis mossambicus9,00E-36 AY522633.1

Apoptose Proteína integral de membrana 2B (ITM2B) Epinephelus coioides 1,00E-17 FJ438523.1 

Chaperona Complexo associado ao polipeptídeo nascente alfa (NAC) Oreochromis mossambicus3,00E-20 AY522625.1

Efluxo de Colesterol
e sistema imune

Precursor da Alfa microglobilina/bicunina (AMBP) Danio rerio 7,00E-29 BC150464.1

Precursor da Apolipoproteína AI (APOAI) Platichthys flesus 4,00E-32 AJ844288.1

Lista de genes induzidos pela exposição à 10% da FAD.
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Lista de genes reprimidos pela exposição à 10% da FAD

Função biológica Homólogo (proteína ou DNA) Espécie comparada e-value
Número de acesso no 

GenBank

Vitelogênese 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

Sistema imune Proteína 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 ânions orgânicos membro 1c1 (OATP2) Mus musculus 5,00E-23 BC078456.1

Metabolismo do ferro e 
sistema imune

Transferrina (TF) Acanthopagrus schlegelii 4,00E-32 AY365052.1

Metabolismo do 
Glicogênio 

UDP glicose pirofosforilase(UDPGP) Salmo salar 2,00E-27 BT045585.1

Transporte de Oxigênio Hemoglobina Salmo salar 8,00E-48 BT060431.1

Alfa hemoglobina A Seriola quinqueradiata 5,00E-48 AB034639.1

Metabolismo de ácidos 
graxos

Proteína ligante de AcilCoA (ACBP) Oryzias latipes 1,00E-39 FJ843607.1

Sinalização celular Integrina beta 1 Danio rerio 7,00E-34 DQ149101.1

Tradução Proteína ribossomal L5 Salmo salar 2,00E-27 BT045585.1



• Nesse estudo houve a indução dos genes CYP1A, GST,
CYP2P2, UDPGT1B e MET, sugerindo que estes genes e os
produtos codificados por eles possam ser utilizados como
biomarcadores.

• A ativação na expressão dos genes CYP1A, GST, UDPGT1B
pode estar associada a ativação do AHR pelos componentes da
FAD.

• Estudos focados na identificação dos fatores de transcrição que
modulam os genes validados por qPCR são necessários. Essa
informação permitirá identificar as classes de xenobióticos
capazes de desencadear a ativação transcricional desses
genes, ajudando a delimitar a especificidade de um gene e seu
produto como biomarcador.
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Perspectivas atuais

• Estudos em campo in situ com Crassostrea 
brasilianae Poecilia vivipara



Perspectivas atuais

• Clonagem de genes de biotransformação em 
espécies de importância para a Aquicultura 
e ambiental.



Financiamento diretoFinanciamento direto

INCT – Toxicologia Aquática
CNPq/CT-Hidro-Agro (Proc. 500088/2006-3)
CNPq/CT-Petro (processo nº 550706/2005-4)
CNPq/Universal (Proc. 484328/2006-9)
Projeto CNPq/MAPA 578200/2008-2 

Financiamento indiretoFinanciamento indireto
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