Nicleo de Estudo em
Patologia Aqilicola




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%).




O efeito dos contaminantes
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roblema do Esgoto Domeéstico no Brasil

Tratamento de esgoto sanitario - 2000
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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 espécies, mas nao responder em outras.

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




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

Amplificacéo exponencial
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3= 5
B
Purificacao do produto de PCR

Clonagem e sequenciamento




¢ >sequencia_ X

acatttatgcaatggagctggcgtttgatgcaatacggggccat
aagtctgcacattctttagctacaggtccagtgatagctgatcctt
tcatttctcecttattgttgactatgacccccgcattatcttcgaagt
atatgaacaccccattcttcctccgaacaggtttcctctgtegtat
caccacagcaggcataaccttttttctaagttctggcetttcctttctt
gactgtggcaacaaacatgtctccagctccagcagctggceattc
tgttgaggcgacccttgataccgectgacagcgatcacaaacag
attcttggcacctgtattgtcggcacagttaatgactgcacccac
aggcaacgcgagggagatacggaacttcc


















Grande Florianopolis e a Maricultura

e SC — maior produtor brasileiro de moluscos marinhos

«60,29% da producéao 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




Controle 33%
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1.120/ano
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Respostas bioquimicas e moleculares em
peixes, Poecilia vivipara ,
expostos a fracao acomodada em agua
do 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)




Fracdo Acomodada em Agua do 6leo diesel (FAD)

Singer et al. (2000)

1:9 - Oleo diesel:agua do mar
—> 40rpm durante 23 horas a 21°C
1 hora para estabilizacao
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Analises quimicas e moleculares




Funcéo biolégica

Homdlogo (proteina ou DNA)

Espécie comparada

e-value

NUmero de acesso no

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 mossamt8c068E-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



Funcéo biolégica 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



Nesse estudo houve a inducdo dos genes CYP1lA, 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 xenobidticos
capazes de desencadear a ativacdo transcricional desses
genes, ajudando a delimitar a especificidade de um gene e seu
produto como biomarcador.



e Estudos em campo In situ cabnassostrea
brasilianae Poecilia vivipara



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



Financiamento direto

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
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