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RESUMO

Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo xenobioticos frequentemente
produzidos pelos seres humanos, que geralmente apresentam grande toxicidade, quando
biodisponiveis. Esses contaminantes se acumulam principalmente nos ambientes aquaticos, que
atuam como sumidouros devido a sua utilizacdo para obtencdo de alimento, matéria-prima,
despejo de esgoto e recreacdo. Nesse contexto, torna-se necessario o monitoramento da
qualidade da agua, o qual pode ser realizado por meio de uma combinacao de técnicas, como o
uso de biomarcadores de contaminacdo aquatica. Dentre o0s principais biomarcadores
bioguimicos, destacam-se as enzimas de biotransformacao, que tornam os contaminantes mais
facilmente excretaveis pelos organismos e as enzimas antioxidantes, que protegem o organismo
contra espécies reativas de oxigénio. Adicionalmente, os biomarcadores moleculares atuam
sinergicamente com 0s bioguimicos, permitindo detectar 0 mMRNA de genes envolvidos no
metabolismo de xenobidticos, mesmo em niveis muito baixos. Alguns POPs podem agir como
desreguladores enddcrinos, imitando hormonios esteroides sexuais ao se ligarem a receptores
nucleares, perturbando a homeostase. Ademais, o sistema imunoldgico atua como uma barreira
essencial na defesa contra esses contaminantes, contribuindo para a resposta imunologica e
protecdo dos organismos. A ecotoxigendmica, através da montagem de transcriptomas,
possibilita a caracterizacdo de padrdes de expressdo génica, que podem ser usados para
identificar contaminagdo aquética, servindo como uma ferramenta valiosa no contexto do
monitoramento ambiental. Nesse cenario, a baleia-jubarte (Megaptera novaeangliae) ¢ uma
6tima candidata para tais estudos, por ser um animal longevo, filtrador e com grande quantidade
de gordura corporal, caracteristicas que favorecem o acimulo de toxinas. Portanto, o presente
estudo buscou realizar a montagem e anotagdo do transcriptoma tegumentar de Megaptera
novaeangliae, visando analisar a transcricdo de genes envolvidos no metabolismo de
xenobidticos. Para isso, foram obtidas bidpsias de pele de baleias-jubarte por meio do Projeto
de Monitoramento de Cetaceos (PMC). O RNA das amostras foi extraido, purificado e utilizado
para a construcdo de uma biblioteca de cDNA, que foi sequenciada na plataforma Illumina
NextSeq2000 com leituras pareadas (paired-end). A montagem de novo foi realizada com o
software Trinity, enquanto a anotagdo funcional foi feita com o Trinotate, integrando anélises
como BLAST+, HMMER e Infernal, além de bancos de dados como SwissProt, Pfam, Rfam,
KEGG e Gene Ontology. O sequenciamento gerou 93.356.722 leituras pareadas, resultando em
124.580 contigs de transcritos. Dentre as sequéncias anotadas, foram identificados genes
associados a biotransformacao de xenobi6ticos, como enzimas da superfamilia do Citocromo
P450, Glutationa-S-Transferases e transportadores ABC; enzimas antioxidantes, como
Glutationa Peroxidases e Superdxido Dismutases; receptores nucleares, como Receptor de Aril-
hidrocarboneto e receptor de estrogénio; e genes associados ao sistema imunoldgico, como
interleucinas e receptores toll-like. Esta pesquisa ressalta a importancia da biotecnologia
ambiental e da ecotoxicogendbmica no monitoramento dos impactos das atividades
antropogénicas nos ecossistemas marinhos, destacando o potencial dos dados gerados para a
descoberta de novos biomarcadores de contaminacdo aquatica. Além disso, ela cria um recurso
valioso para a pesquisa em diversas outras areas, como evolucdo molecular, genética, e
imunologia, ampliando o alcance e a relevancia dos resultados encontrados, principalmente
pelo fato da baleia jubarte se tratar de um animal ndo modelo.

Palavras-chave: biomarcadores, mamiferos marinhos, bioinformatica



ABSTRACT

Persistent organic pollutants (POPs) are xenobiotics commonly produced by humans, which
generally exhibit high toxicity when biodisponible. These contaminants primarily accumulate
in aquatic environments, which act as sinks due to their use for food, raw material extraction,
sewage disposal, and recreation. In this context, water quality monitoring becomes essential
and can be carried out through a combination of techniques, such as the use of aquatic
contamination biomarkers. Among the main biochemical biomarkers are biotransformation
enzymes, which make contaminants more easily excreted by organisms, and antioxidant
enzymes, which protect the organism against reactive oxygen species. Additionally, molecular
biomarkers work synergistically with biochemical ones, enabling the detection of mMRNA from
genes involved in xenobiotic metabolism, even at very low levels. Some POPs can act as
endocrine disruptors, mimicking sexual steroid hormones by binding to nuclear receptors, thus
disturbing homeostasis. Moreover, the immune system serves as a critical barrier in defending
against these contaminants, contributing to the immune response and protection of organisms.
Ecotoxicogenomics, through the assembly of transcriptomes, enables the characterization of
gene expression patterns, which can be used to identify aquatic contamination, serving as a
valuable tool in environmental monitoring. In this context, the humpback whale (Megaptera
novaeangliae) is an excellent candidate for such studies, as it is a long-lived, filter-feeding
animal with a large amount of body fat, characteristics that favor toxin accumulation. Therefore,
this study aimed to assemble and annotate the skin transcriptome of Megaptera novaeangliae,
focusing on analyzing the transcription of genes involved in xenobiotic metabolism. For this
purpose, skin biopsies of humpback whales were obtained through the Cetacean Monitoring
Project (PMC). RNA from the samples was extracted, purified, and used for cDNA library
construction, which was sequenced on the Illumina NextSeq2000 platform with paired-end
reads. De novo assembly was performed using the Trinity software, and functional annotation
was done with Trinotate, integrating analyses such as BLAST+, HMMER, and Infernal, along
with databases like SwissProt, Pfam, Rfam, KEGG, and Gene Ontology. The sequencing
generated 93,356,722 paired reads, resulting in 124,580 transcript contigs. Among the
annotated sequences, genes associated with xenobiotic biotransformation, such as Cytochrome
P450 superfamily enzymes, Glutathione-S-Transferases, and ABC transporters; antioxidant
enzymes, such as Glutathione Peroxidases and Superoxide Dismutases; nuclear receptors, such
as Aryl Hydrocarbon Receptor and estrogen receptor; and immune system-related genes, such
as interleukins and toll-like receptors, were identified. This research highlights the importance
of environmental biotechnology and ecotoxicogenomics in monitoring the impacts of
anthropogenic activities on marine ecosystems, emphasizing the potential of the generated data
for discovering new biomarkers of aquatic contamination. Moreover, it creates a valuable
resource for research in various other fields, such as molecular evolution, genetics, and
immunology, expanding the scope and relevance of the findings, especially considering that the
humpback whale is a non-model animal.

Keywords: biomarkers; marine mammals; bioinformatics.
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1 INTRODUCAO
1.1  OS POLUENTES ORGANICOS PERSISTENTES

Poluentes Organicos Persistentes (POPs) sdo xenobidticos, isto €, compostos exdgenos
aos seres Vvivos, que sdo produzidos pelos seres humanos e possuem grande toxicidade. Esses
compostos sdo tipicamente hidrofébicos e lipofilicos, o que faz com que eles se acumulem ao
longo da cadeia tréfica, ja que eles sdo dificilmente metabolizados (Rieger, 2002). Por serem,
frequentemente, semivolateis, estdo sujeitos a um transporte atmosférico de longo alcance,
amplificando as consequéncias da sua persisténcia no meio ambiente (Jones; Voogt, 1999),
podendo ser encontrados em diversos compartimentos ambientais, como rios, lagos, oceanos,
aquiferos, solo e sedimentos (Sharma et al., 2014). S&o exemplos de POPs, os pesticidas, como
o Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DTT); os diversos compostos quimicos industriais, como as
bifenilas policloradas (PCBs) e os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs), lancados
no ambiente através de incéndios florestais, queima incompleta de matéria organica ou de
derivados do petroleo (Boreivik et al, 2004).

A producéo e o uso de diversos POPs foram restritos ou banidos na Convengdo de
Estocolmo (UNEP, 2001). Porém, eles ainda perduram no meio ambiente. Além do seu efeito
toxico imediato, esses componentes podem causar mal funcionamento dos 6rgdos, reduzir a
eficiéncia do sistema imune e causar alteracdes nos niveis hormonais (Helle et al, 1976;
Bergman e Olsson, 1985; Jepson et al., 2005; Kannan et al., 2000).

A alteracdo dos niveis hormonais, como a dos hormdnios esteroides, pode indicar uma
diminuigdo do sucesso reprodutivo, devido a uma desregulagdo enddcrina, possivelmente
causada por xenobiéticos, tendo em vista que as isoenzimas do citocromo P450 (CYP) sdo
envolvidas no metabolismo desses hormonios. Animais de alto nivel trofico comumente
apresentam taxas reprodutivas limitadas e, geralmente, sdo 0os mais vulneraveis neste quesito
(Van Der Oost; Beyer; Vermeulen, 2003). Ainda, alguns poluentes organicos persistentes
podem ser desreguladores enddcrinos, agindo de forma similar a hormonios esteroides sexuais,
se ligando a receptores nucleares, como 0s receptores nucleares de estrogénio (ESRS),
perturbando a homeostase (Fossi et al., 2003).

Devido aos impactos nocivos causados pelos poluentes organicos persistentes nos
ecossistemas e na saude dos organismos, torna-se fundamental monitorar e avaliar as respostas
biolégicas que possam indicar a exposicdo a esses contaminantes. Para isso, 0 uso de
biomarcadores é uma ferramenta crucial, pois permite a identificacdo de efeitos prejudiciais e

alteragGes moleculares em estagios iniciais.
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1.2 OS BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AQUATICA

Os ambientes aquaticos constituem o sumidouro dos contaminantes e sofrem uma
pressdo das atividades humanas, como a sua utilizacdo para a obtencdo de alimento e de
matéria-prima, o despejo de esgoto e a recreacdo, que acarretam perda da biodiversidade
(Borgwardt, 2019). Sendo assim, torna-se necessario 0 monitoramento da qualidade da agua
através de uma combinacdo de técnicas, que incluem os biomarcadores de contaminacao
aquatica, visto que estes podem elucidar os efeitos dos contaminantes nos organismos vivos, ao
passo que apenas andlises fisico-quimicas ndo o fazem. Os biomarcadores sdo quantificacGes
em fluidos corporais, células ou tecidos que indicam modificagbes bioguimicas ou celulares
frente a presenca de contaminantes (Van Der Oost; Beyer; Vermeulen, 2003).

Dentre os principais biomarcadores bioquimicos, pode-se citar as enzimas de
biotransformacéo, que tornam os xenobi6ticos mais hidrofilicos, e, portanto, mais facilmente
excretaveis pelos organismos. A biotransformagdo ¢ dividida em trés fases: Fase I, em que
ocorrem reagdes de oxidacdo, reducdo e hidrolise, como é o caso das reacGes envolvendo
enzimas da superfamilia do Citocromo P450 (CYPs); Fase II, em que ocorrem reagoes de
conjugacao, como é o caso das reagdes envolvendo Glutationa-S-Transferases (GSTs) e
Sulfotransferases (SFs) e Fase III, em que ocorrem reac¢des de transporte ativo de xenobioticos
transmembrana, como é o caso das reagdes envolvendo os transportadores ABC (Omiecinski et
al., 2010). Em soma as enzimas de biotransformacdo, existem as enzimas antioxidantes, as
quais defendem o organismo contra espécies reativas de oxigénio e sdo importantes na
detoxificacdo de radicais a moléculas ndo reativas (Van Der Oost; Beyer; Vermeulen, 2003).
Dentre elas, se podem citar as Superoxido Dismutases (SODs), Catalases (CATS) e Glutationa
Redutase (GR).

Os biomarcadores moleculares podem indicar variacdes ecotoxicoldgicas ou estresse
ambiental em estdgios iniciais, agindo sinergicamente e aumentando a sensibilidade e
especificidade dos biomarcadores convencionais de atividade enzimatica. Para isso, técnicas
como a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) tornam essa
investigacao possivel, podendo detectar mMRNA de genes transcritos em niveis muito baixos
(Panti et al., 2011).

Ademais, o sistema imunoldgico desempenha um papel crucial na resposta dos
organismos aquaticos a contaminacao, sendo uma barreira essencial contra agentes infecciosos
e contaminantes presentes no ambiente. O sistema imunoldgico € frequentemente

comprometido pela exposicdo a poluentes antropogénicos, como metais pesados, pesticidas e
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microplésticos, levando a imunossupressdo ou disfungdes imunes. Essas alteragdes podem
resultar em maior suscetibilidade a patogenos, comprometendo a salude dos individuos e
potencialmente reduzindo as populacbes de espécies aquaticas. Assim, biomarcadores
imunoldgicos, como a atividade fagocitica, niveis de citocinas, como as interleucinas e
alteracGes em linfocitos, sdo ferramentas valiosas para monitorar os impactos ecotoxicolégicos,
principalmente na pele, a primeira barreira de protecao do organismo (Kataoka e Kashiwada,
2021).

1.3 A ECOTOXICOGENOMICA

O transcriptoma representa o perfil de expressdo génica, em uma célula, tecido ou
organismo, em um determinado tempo. Ele consiste de todas as moléculas de RNA, incluindo
as moléculas de RNA mensageiro, as quais constituem os componentes essenciais para traduzir
o DNA em aminoacidos, para formar proteinas servidoras de funcdes fisioldgicas ou
responsivas a estimulos externos, como 0s xenobidticos (Schirmer et al., 2010). Esse método
pode ser realizado através de trés diferentes abordagens: montagem com base em um genoma
de referéncia, montagem de novo e uma combinacao das duas estratégias. A montagem de novo
identifica sobreposicGes entre sequéncias de leituras curtas (reads), de tamanho definido em k-
mer, resultando na construcdo dos transcritos originais. (Martin e Wang, 2011). A
ecotoxicogendmica permite caracterizar padroes de expressdo génica que podem ser utilizados
para identificar contaminacdo aquética afetando as espécies marinhas. Além disso, essa ciéncia
contribui no desenvolvimento de novos biomarcadores moleculares e na possivel determinacéo

de novos genes alvo (Pifia e Barata, 2011).

1.4  OS MAMIFEROS MARINHOS

Os mamiferos marinhos sdo espécies sentinelas no contexto de monitoramento da
contaminacgdo aquatica, uma vez que sdo animais longevos, de topo de cadeia e com quantidade
significativa de gordura corporal, logo, acumulam grandes quantidades de toxinas (Borrell,
1993). A baleia jubarte, Megaptera novaeangliae, pertence a subordem dos misticetos, cetaceos
que possuem barbatanas, 6rgéao filtrador que tem a fungdo de reter os alimentos, enquanto a

agua é expelida pelas laterais da boca (Figural).
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Figura 1: Megaptera novaeangliae
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A maioria das populacdes de baleias jubarte sdo migratérias, reproduzindo-se em
aguas mais quentes, de baixas latitudes durante o inverno e alimentando-se em aguas mais frias
durante o verdo. Nas areas de criacdo, as baleias-jubarte frequentemente se concentram
préximas a costa, ilhas e bancos de recifes. No brasil, o principal local de reproducéo da espécie
se encontra no Arquipélago de abrolhos. A proximidade com a costa garante dguas rasas e

protecdo contra predadores, oferecendo condicdes ideais para 0 nascimento e amamentacao dos

filhotes (Gongalves et al., 2018) (Figura 2):

Figura 2: Rota migratéria da baleia jubarte no Brasil
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Dessa forma, a espécie se torna uma étima candidata do monitoramento, ja que seus
representantes sdo predadores e filtradores, o que possibilita um maior contato com os
contaminantes, ndo so através da cadeia trofica, mas também, da filtracdo da agua (Jefferson et
al., 2011). Uma pesquisa bibliografica realizada em 1997 revelou que 45% dos estudos de
contaminacéo e de biomarcadores em animais marinhos foram conduzidos de forma destrutiva,
utilizando cetaceos obtidos através da caca ou sacrificados para o propdsito da pesquisa (Fossi
e Marsili, 1997). Em contrapartida, a obtencdo de amostras, como 0Orgdos viscerais, de
misticetos que encalham na praia, geralmente € invidvel, em fungdo da raridade desses eventos
e do estado avangado de decomposicdo em que a carcaca se encontra (Wiley et al., 1995).

Posto isso, o monitoramento pode ser feito através do uso de biomarcadores nao
destrutivos associados a investigacGes avancadas, a nivel molecular, visando a preservacao
desses animais, que, segundo a Unido Internacional para a Conservagédo da Natureza (IUCN),
estdo na lista de espécies ameacadas, na categoria pouco preocupante (Cooke, 2018). Apesar
de sua classificacdo atual ser menos alarmante, € imprescindivel continuar os esforcos para a
conservacao da espécie.

Nesse sentido, o uso de técnicas moleculares, como a anélise da expresséo génica em
bidpsias de pele, tem se mostrado uma ferramenta valiosa. Diversos estudos ja identificaram
esses biomarcadores em cetaceos. Por exemplo, Righetti e colaboradores, em 2019, trabalharam
com Golfinhos-nariz-de-garrafa, Tursiops truncatus; Fossi e colaboradores, em 2010 e 2014,
trabalharam com a Baleia-fin, Balaenoptera physalus e com o Golfinho-riscado, Stenella
coeruleoalba, respectivamente. Jia e colaboradores, em 2015, trabalharam com o Golfinho-
corcunda-indopacifico, Sousa chinensis; Noel e colaboradores, em 2014, trabalharam com
belugas, Delphinapterus leucas. Todos esses estudos demonstraram uma regulacdo positiva
entre niveis de contaminantes e genes do metabolismo de xenobioticos. 1sso se comprova uma
alternativa eficaz e ndo destrutiva para 0 monitoramento da contaminac¢ado aquatica. Portanto, o
presente estudo busca realizar a montagem e anotagdo do transcriptoma tegumentar de
Megaptera novaeangliae, visando identificar a transcricdo de genes na pele da baleia jubarte,
envolvidos no metabolismo de xenobi6ticos, por meio de um método de monitoramento menos
invasivo. Ainda, essa pesquisa abre portas para areas além da ecotoxigendmica, tais como
genética, imunologia, evolucédo, entre outros campos de conhecimento, principalmente devido

ao fato da baleia jubarte se tratar de um animal ndo modelo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o transcriptoma tegumentar da baleia jubarte, Megaptera novaeangliae e
identificar niveis transcricionais nas vias de biotransformacao, antioxidantes e relacionadas a

desregulacdo enddcrina.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Realizar a montagem de novo do transcriptoma tegumentar de Megaptera
novaeangliae, via Illumina NextSeq2000;

2- Avaliar a qualidade da montagem;

3- Realizar a anotacdo funcional do transcriptoma montado por homologia utilizando
0s bancos de dados publicos;

4- Selecionar transcritos de genes envolvidos em processos de biotransformacéo de

xenobidticos e transcritos utilizados tradicionalmente como biomarcadores.

3METODOLOGIA
31 A OBTENCAO DE AMOSTRAS

A obtencdo de amostras é proveniente do Projeto de Monitoramento de Cetaceos na
Bacia de Santos (PMC-BS), através de bidpsias de pele retiradas usando dardos com ponteiras
de 40 milimetros disparadas com balestras de 150 Bar de pressdo. Os dardos foram disparados
a uma distancia minima de 4 metros do animal, e apontados para o0 meio do dorso, logo abaixo
da nadadeira dorsal (Figura 3). O projeto foi concebido e é executado pela empresa de
consultoria ambiental SOCIOAMBIENTAL para atender as demandas dos Processos de
Licenciamento Ambiental da PETROBRAS, na Bacia de Santos. Os objetivos do projeto
consistem na avaliacdo dos potenciais impactos da exploracdo, producdo e escoamento de
petréleo e gas natural sobre os cetaceos, na Bacia de Santos, a longo prazo. A area de
abrangéncia se estende desde o municipio de Cabo Frio (RJ) a Floriandpolis (SC) (Petrobras,
2020).
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Figura 3: Coleta de bidpsias com balestra em uma baleia jubarte durante o PMC-BS.

Fonte: Socioambiental Consultores Associados

ApO6s a amostragem dos animais, as biopsias de pele sdo congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas sob um cédigo de biopsia. O material € encaminhado ao Laboratério de
Biomarcadores de Contaminagdo Aquética e Imunoquimica (LABCAL), onde vai receber uma
nova nomenclatura interna para as analises de biomarcadores bioquimicos e moleculares e vai
ser armazenado em freezers a -80°C. Das amostras que chegaram ao laboratério, foram
selecionadas seis para extracdo do RNA total, as quais obtiveram os c6digos de biopsias 51, 52,
151, 157, 183 e 184. No LABCAI, foram atribuidos a elas os codigos MN0O4, MNO03, MN11,
MN20, MN21 e MN22, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Dados sobre a coleta das amostras de baleia jubarte para a extracdo de RNA
Coordenadas geograficas

Codigo  Datade Data de

Bidpsia LABCAI Coleta recebimento  Sexo Latitude Longitude
51 MNO04 10/08/2016  05/12/2016 Macho  -26.48488 -48.55755
52 MNO3  10/08/2016  05/12/2016 Macho  -26.48488 -48.55755
151 MN11 23/07/2017  10/10/2017 Macho  -24.26516 -42.4251
157 MN20 24/07/2017  10/10/2017 Macho  -23.39408 -44.5853
183 MN21 09/11/2017  02/03/2018 Fémea  -22.99863 -42.04915
184 MN22 11/11/2017 02/03/2018 Macho  -22.86226 -41.88434

conforme apresentado na Figura 4.

Essas amostras foram coletadas de baleias jubarte ao longo da costa brasileira

Fonte: acervo da autora
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Figura 4: Mapa da localizagdo das baleias cujas amostras foram utilizadas para a extragdo de RNA
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3.2 EXTRACAO DO RNA

O RNA tegumentar total foi extraido com o kit RNeasy Fibrous Tissue (Qiagen)
seguindo as recomendacdes do fabricante. A concentragdo (260 nm) e pureza do RNA obtido
foi avaliada por meio das razbes 260/280 (qualidade aceitavel > 1,8) e 260/230 (qualidade
aceitavel > 1,7) em espectrofotdbmetro NanoDrop® One (Thermo Fisher Scientific®)
(Wieczorek; Delauriere; Schagat, 2012). Em seguida, a integridade foi avaliada através de
eletroforese em gel de agarose (1,2%). As amostras com RNA de melhor qualidade foram
enviadas para o Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
(LaCTAD), da UNICAMP, para analise no instrumento TapeStation system, utilizando o RNA
Screen Tape (Agilent Technologies). Essa tecnologia realiza uma eletroforese capilar e calcula
0 RIN (RNA Integrity Number), um valor entre 1 e 10, indicando a qualidade do RNA, em que
10 é o RNA de melhor qualidade (Schroeder, 2006).

3.3 SEQUENCIAMENTO DO TRANSCRIPTOMA

O LaCTAD realizou a construcdo da biblioteca de cDNA para o sequenciamento do

transcriptoma. A biblioteca de cDNA foi preparada, segundo o protocolo do kit TruSeq
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Stranded mRNA Library Prep (Illumina, Inc). A qualidade da biblioteca foi validada através do
instrumento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

A quantificacdo da biblioteca foi realizada através da técnica de gPCR, seguindo
instrucdes do kit Sequencing Library qPCR Quantification (lllumina Inc.). Em seguida, foi
diluida & concentragdo de 10 pMolar e entdo clusterizadas no cBot (Illumina Inc.), onde ocorre
a amplificacdo dos fragmentos de cDNA, capturados por complementariedade aos
oligonucleotideos adaptadores ligados a superficie da flow cell. O sequenciamento do
transcriptoma foi realizado no sequenciador de préxima geracdo Illlumina NextSeq2000
(Mumina, Inc), com reads pareados PE 2 x 100 pb (100 milhdes de reads ou 50 milhdes de
pares por amostra).

Todas as sequéncias (reads) obtidas foram depositadas para acesso publico no servigo
SRA (Sequence Read Archive) do NCBI (National Center for Biotechnology Information) sob
0 BioProject ID: PRINA1182765. Em seguida, as leituras do sequenciamento foram avaliadas
guanto a qualidade através do programa FASTQC (Versdo 0.11.9) (Andrews, 2010). O
programa Trimmomatic (Versao 0.39) (Bolger et al., 2014) foi utilizado para eliminar leituras
de sequenciamento de tamanho menores que 50 pb, reads de baixa qualidade ou cortes em
posicdes nas leituras cuja qualidade foi menor que 30 para o valor de Phred, e ainda, a
eliminacdo de possiveis adaptadores. Uma nova avaliacdo da qualidade foi realizada no

FASTQC para confirmar a filtragem dos reads.

34  MONTAGEM E ANOTACAO

A montagem de novo foi realizada utilizando o programa Trinity RNA-seq (Haas et al.,
2013) (Versdo 2.15.1). Foram utilizadas apenas as leituras de alta qualidade resultantes das
etapas anteriores para este procedimento. O tamanho de k-mer foi mantido padréo para a
metodologia, em 25. As leituras foram normalizadas para posi¢cdes com cobertura superior a
50, para melhoria de performance, sem prejuizo em relacdo aos resultados. A abundancia dos
transcritos foi estimada utilizando o método kallisto (Bray, 2016), disponivel no pacote
Trinity RNA-seq e estes foram normalizados em Transcritos Por Milhdo (TPM). A qualidade
da montagem foi verificada utilizando métricas como o nimero total de contigs ou transcritos,
tamanho médio, valor de N50 e EX90N50, executadas dentro do pacote Trinity. As janelas
abertas de leitura (open reading frames ou ORFs) foram obtidas através do programa
TransDecoder (Versdo 5.0.1-3). As métricas das montagens foram acessadas por um script

fornecido em conjunto com o pacote Trinity RNA-seq. Além disso, foi feita uma analise da
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qualidade da montagem do transcriptoma através da ferramenta BUSCO (Benchmarking
Universal Single-Copy Orthologs) (Waterhouse, 2018) (Versédo 5.7.0), uma ferramenta de
bioinformatica amplamente utilizada para avaliar a completude de genomas ou
transcriptomas. Ele utiliza conjuntos de genes conservados, conhecidos como benchmarking
sets (conjuntos de referéncia), como o BUSCO ou OrthoDB, para comparar e determinar
quais genes essenciais estdo presentes no conjunto de dados analisado. Isso ajuda a avaliar a
qualidade da montagem ou anotacédo, indicando quao bem um genoma ou transcriptoma
captura genes conservados esperados para um grupo taxondmico especifico. Foi feita uma
busca por genes ortdlogos tanto para Metazoa, quanto para Cetacea. No caso dos ceticeos,
foi utilizado o conjunto de dados para a linhagem dos Cetartiodactilos, disponibilizada pelo
programa, clado que abrange os cetaceos e os artiodatilos.

Os conjuntos de transcritos foram anotados funcionalmente utilizando o pacote
Trinotate (Bryant et al., 2017) (Verséo 4.0.2), utilizando apenas as maiores ORFs encontradas.
Nesta metodologia, os transcritos sdo anotados a partir de diversas bases de dados como
SwissProt (Bairoch; Apweiler, 2000) e Pfam (Bateman et al., 2004). Os resultados foram
obtidos através de comparacdes entre os transcritos obtidos e os bancos de dados, no qual os
programas que foram utilizados para tal foram o BLAST+ (Camacho et al., 2009), com uma
estringéncia de e-value de 1e-5, além de HMMER (Finn et al., 2011) e infernal (Nawrocki et
al., 2009). Todos os resultados foram armazenados em estrutura de banco de dados relacional
formato SQL (Structured Query Language). Desta forma, através de referenciamento cruzado
entre outros bancos de dados, como o Gene Ontology (Ashburner et al., 2000), 0 KEGG
(Kanehisa, 2000) e o EggNOG (Jensen et al., 2008), o banco SQL foi complementado com
informacdes funcionais sobre os transcritos. O gene ontology € uma ferramenta que padroniza
a descricédo das funcGes dos genes e seus produtos em diferentes organismos. Ele é dividido em
trés categorias principais: Funcdo Molecular, que descreve as atividades especificas de um
produto génico; Processo Bioldgico, que abrange os processos nos quais o gene esta envolvido;
e Componente Celular, que indica onde na célula o gene exerce sua funcdo. A Figura 5
representa de forma esquematica a metodologia utilizada para realizar a montagem e anotacéo

funcional do transcriptoma tegumentar da baleia jubarte.
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Figura 5: Representacdo esquematica da metodologia utilizada
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  ANALISE DA QUALIDADE DO RNA

As amostras extraidas foram submetidas ao espectrofotdmetro NanoDrop® One
(Thermo Fisher Scientific®), para analise de qualidade. A razdo 260/280 é utilizada para avaliar
a pureza do RNA em relacdo a presenca de proteinas. O RNA absorve luz a 260 nm, enquanto
as proteinas absorvem a um comprimento de onda de 280 nm. Um valor ideal para a razéo
260/280 esta entre 1.8 e 2.0. Valores abaixo de 1.8 indicam que pode haver contaminacédo por
proteinas ou outros compostos organicos, que podem prejudicar as analises moleculares. Em
contrapartida, valores acima de 2.0 podem sugerir a presenca de RNA degradado, que pode
afetar negativamente os resultados experimentais. A razdo 260/230 é utilizada para avaliar a
presenca de contaminantes como sais, fenol ou outros compostos que podem ser utilizados
durante o processo de extracdo do RNA. Assim como na razdo 260/280, o RNA também
absorve luz a 260 nm, enquanto os contaminantes geralmente absorvem a 230 nm. Um valor
adequado para a razdo 260/230 varia entre 2.0 e 2.2. Valores abaixo de 2.0 podem indicar que
h& contaminantes presentes que podem interferir na eficacia das reacGes posteriores. Sendo,

assim, foram selecionadas apenas as amostras que apresentaram valores de razdes 260/280 e
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260/230 adequados, ou seja, MNO3, MN11 e MN21, indicando amostras sem contaminagéo e

concentracdo suficiente para o sequenciamento do transcriptoma. (Tabela 2):

Tabela 2: Analise da concentracéo e pureza do RNA em espectrofotdometro

Bi6psia L%ggxl Cgﬂl‘f:”:grf‘ﬁo A260/A280  A260/A230
51 MNO4 18,09 1,98 1,30
52 MNO3 979,82 2,09 217
151 MN11 1005,68 2,09 2,01
157 MN20 10,23 1,49 0,44
183 MN21 581,5 2,07 2,09
184 MN22 27,79 2,03 1,20

Fonte: acervo da autora

Em seguida, as amostras MN03, MN11 e MN21 foram submetidas a eletroforese em

gel de agarose 1,2% com formaldeido (Figura 6). Todas as amostras se mostraram integras,

com as duas bandas evidenciando as duas subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal de

eucariotos e foram enviadas para o LacTAD junto a Universidade Estadual de Campinas

(Unicamp).

Figura 6: Gel de agarose com formaldeido 1,2% com as bandas 18S e 28S do RNA ribossomal

MNO03 MN11 MN21

Fonte: acervo da autora
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Por fim, as amostras foram analisadas através do instrumento TapeStation system,
utilizando o RNA Screen Tape (Agilent Technologies). Numeros de Integridade de RNA
(RINS) iguais ou superiores a oito geralmente sdo considerados bons parametros e podem ser
usados para a subsequente construcdo de bibliotecas e anlise de dados transcriptdmicos. As
amostras enviadas obtiveram RINs de 5,2; 5,5 e 5,1 e a amostra escolhida foi a com RIN de 5,1
(MN21), pois ela apresentou melhor perfil eletroforético em bandas mais definidas para os
padrdes de 28S e 18S (Figura 7).

Figura 7: Perfil eletroforético de RNA TapeStation system das amostras de tecido tegumentar de M.
novaeangliae e seus respectivos valores de RIN
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Fonte: acervo da autora

il

Apesar desta ndo ser a melhor condigcdo para o sequenciamento, optou-se por seguir
com as anélises tendo em vista a raridade das amostras. Além disso, estudos como o realizado
por Lu, Zhou e Chen, em 2022, demonstraram que amostras de RNA degradadas, com RIN >
4,4, variaram pouco quanto a expressdo de mRNA, quando comparadas a amostras de RNA
intactos. Essa amostra representa uma fémea, coletada em novembro de 2017, na Reserva

Extrativista Marinha do Arraial do Cabo no estado do Rio de Janeiro (Figura 8).
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Figura 8: Local onde a amostra de baleia jubarte usada no sequenciamento foi coletada

Fonte: acervo da autora

4.2  ANALISE DOS READS BRUTOS

A qualidade dos reads foi avaliada através do programa FastQC (Versdo 0.11.9). Para
as sequéncias senso, o total de reads foi de 93.356.722 e a porcentagem de guaninas e citosinas
foi de 50%. A qualidade das sequéncias por base revelou excelentes notas de phred, em geral,
acima de 30, exceto nas extremidades (Figura 9).

Figura 9: Histograma da qualidade das sequéncias brutas (senso) avaliado pelo FastQC

Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567891213 18-1% 24-25 30-31 36-37 42-43 4849 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-81 96-97
Position in read (bp)

Fonte: acervo da autora
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Ja para as sequéncias antissenso, o total de reads foi 0 mesmo, 93.356.722, com
nenhuma sequéncia de baixa qualidade e uma porcentagem de guaninas e citosinas de 51%. A
qualidade das sequéncias por base nas sequéncias antissenso também obtiveram excelentes

notas de Phred, em geral acima de 30, exceto nas extremidades (Figura 10):

Figura 10: Histograma da qualidade das sequéncias brutas (antissenso) avaliado pelo FastQC

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Fonte: acervo da autora

O numero de reads nas sequéncias senso e antissenso € 0 mesmo porque, cComo se trata
de um sequenciamento com leitura pareada, cada fragmento de cDNA ¢é sequenciado nas duas
extremidades (5' e 3'). Dessa forma, para cada molécula de RNA original, sdo geradas duas
leituras complementares, uma no sentido da sequéncia (senso) e outra no sentido oposto
(antissenso). Esse pareamento de reads garante que o numero de leituras em ambas as direc6es
seja equivalente, proporcionando uma cobertura balanceada da sequéncia, o que contribui para
uma andlise mais precisa e robusta. Ademais, as extremidades das sequéncias costumam
apresentar notas de Phred mais baixas devido a degradacdo progressiva dos reagentes durante
0 sequenciamento. Essa degradacdo resulta em menor precisdo na incorporacdo dos
nucleotideos nas bases finais. Adicionalmente, a presenca de adaptadores nas extremidades
pode causar erros durante a amplificacdo, contribuindo ainda mais para a diminuicdo da
qualidade da leitura nestes locais especificamente.

Em seguida, foi feita uma filtragem, eliminando os reads com qualidade inferior a 30,
através do programa Trimmomatic (Versdo 0.39). Os reads filtrados foram submetidos ao

programa FastQC novamente. Apos o filtro, 42.752.635 reads foram considerados de alta
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qualidade. Em geral, as sequéncias resultantes apresentaram excelentes notas de phred, por
volta de 34 (Figuras 11 e 12):

Figura 11: Histograma da qualidade das sequéncias filtradas (senso) avaliado pelo FastQC

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Fonte: Acervo da autora

Figura 12: Histograma da qualidade das sequéncias filtradas (antissenso) avaliado pelo FastQC

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Fonte: acervo da autora

43 MONTAGEM DO TRANSCRIPTOMA

A montagem de novo do transcriptoma foi realizada através do programa Trinity
RNA-seq (Versdo 2.15.1), resultando em um total de 124.580 transcritos com uma média de

1.062,88 pb (Tabela 3). A métrica N50 indica que ao menos 50% dos nucleotideos esta em
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contigs com pelo menos o comprimento do valor de N50, apds organizar os contigs em ordem
decrescente. Nessa montagem, o valor de N50 foi de 2.266, ou seja, a0 menos metade dos
nucleotideos estd em contigs com pelo menos 2.266 pb de comprimento. Uma forma mais
apropriada para analisar os dados da montagem do transcriptoma é a estatistica EXN50, uma
vez que ela leva em consideracdo uma porcentagem especifica do conjunto de sequéncias em
vez de apenas metade do conjunto. Geralmente, afirmamos um valor de E9ON50, pois ele
abrange os transcritos altamente expressos que representam 90% dos transcritos, garantindo

uma avaliagdo mais representativa da montagem (Figura 13):

Figura 13: Perfil da expressao Ex contra EXN50
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Fonte: acervo da autora

A montagem revelou um valor de E9ON50 de 2.657 pb, ou seja, entre os contigs que
cobrem pelo menos 90% dos transcritos mais expressos, ao menos metade dos nucleotideos
nesse subconjunto esta em contigs com ao menos 2.657 pb de comprimento. 1sso indica uma
montagem de boa qualidade, uma vez que o valor de ExX90N50 é substancialmente maior do
que o tamanho médio dos transcritos, de 1.062,88 pb, e, portanto, sugere que a maioria dos
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transcritos mais expressos esta bem representada em contigs com comprimentos consideraveis,
garantindo uma cobertura robusta e uma representacdo abrangente do transcriptoma. Para a
anotacdo funcional, foi feita a identificacdo das ORFs pelo programa Transdecoder. Foram
identificadas 134.241 ORFs longas das quais 25.525 sdo ORFs completas (Tabela 3). A
discrepéncia entre 0 nimero de ORFs e 0 nimero de transcritos se deve a capacidade do
TransDecoder de prever multiplas ORFs a partir de transcritos parciais, isoformas alternativas
ou regides do RNA que ainda ndo sdo completamente expressas ou identificadas no conjunto
de dados, além da possibilidade de identificar ORFs nos 6 quadros de leitura. Além disso, 0
TransDecoder pode prever ORFs em regides ndo codificantes, artefatos do sequenciamento ou

erros na montagem, contribuindo para o aumento do numero total de ORFs.

Tabela 3: Métricas da montagem via Trinity

Métricas Valores
Total de reads brutos 93.356.722
Total de reads filtrados 42.752.625
Conteudo GC 52%
Total de sequéncias 124.580
Total de bases montadas 132.413.768
Tamanho médio dos transcritos 1062,88 pb
N50 2.266 pb
Ex90N50 2.657 pb
Total de trinity 'genes”. 87.002
Total trinity transcritos: 124.580
Maiores ORFs identificadas 134.241
ORFs completas 25.525

Fonte: acervo da autora

As ORFs completas sdo sequéncias nucleotidicas que contém tanto o codon de
iniciagdo quanto o codon de parada, possibilitando a codificagdo de uma proteina completa. As
ORFs parciais 5' e 3' referem-se a sequéncias que estdo incompletas nas extremidades: a 5'
parcial ndo possui o cddon de iniciacdo, enquanto a 3' parcial é desprovida do codon de parada.
Ja as ORFs internas sdo aquelas localizadas dentro de uma sequéncia maior, sem apresentar 0s

cddons de iniciacdo e de parada (Tabela 4):
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Tabela 4: Identificacio das ORFs completas, parciais 3’ e 5°, e internas via Transdecoder

Tipo de ORF Sequéncias
Completa 78.149
5' parcial 36.343
Interna 9.405
3' parcial 10.344
Total 134.241

Fonte: acervo da autora

A analise da ferramenta BUSCO demonstrou uma montagem de qualidade, tendo em
vista que apenas 0,9% das sequéncias presentes em Metazoa estdo faltando na montagem do
Trinity, ou seja, a montagem realizada diz respeito a montagem de um transcriptoma de um
animal, o que de fato é. Por outro lado, 39,7% das sequéncias presentes em Cetartiodactilos
estdo faltando na montagem do Trinity, 0 que se mostra razoavel, tendo em vista que a amostra
estudada se trata apenas do tegumento da baleia e ndo do organismo inteiro (Tabela 5). Ainda,
a montagem foi realizada utilizando apenas uma biblioteca, o que pode comprometer a
cobertura e profundidade dos genes expressos, limitando a diversidade dos transcritos
detectados e dificultando a reprodutibilidade do estudo. Essa abordagem Unica tende a
introduzir viés na representacdo dos dados, ja que a captura da variabilidade genética e
expressao génica pode ser limitada. Idealmente, o uso de mdaltiplas bibliotecas, aumentando o
nimero de individuos na amostragem, permitiria abranger uma variedade genética,
contribuindo para uma analise mais robusta e precisa do transcriptoma. Da mesma forma, o uso
de multiplas bibliotecas, a partir de diferentes tecidos de um mesmo animal, como figado, rins
e coracdo, incluiria ndo apenas uma maior abrangéncia de genes expressos, mas também a
identificacdo de isoformas alternativas e genes com expressao diferencial, fornecendo uma
visdo mais detalhada da complexidade do transcriptoma. Entretanto, cumpre ressaltar a
dificuldade de se coletar esses materiais, contrastando com a proposta do monitoramento néo
destrutivo.
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Tabela 5: métricas de montagem via BUSCO

Trinity TransDecoder
BUSCO
Metazoa n= 954 n= 954
Copias Unicas completas 334 (35%) 474 (49,7%)
Copias duplicadas 597 (62,6%) 424 (44,4%)
Fragmentadas 14 (1,5%) 28 (2,9%)
Faltando 9 (0,9%) 28 (3%)
BUSCO
Cetartiodéactilos n= 13335 n= 13335

Copias unicas completas
Copias duplicadas completas

Fragmentadas
Faltando

3008 (22,6%)
4459 (33,4%)
577 (4,3%)
5291 (39,7%)

3633 (27,2%)
3389 (25,4%)
656 (4,9%)
5657 (42,5%)

Fonte: acervo da autora

O elevado numero de cdpias duplicadas observadas tanto em Metazoa quanto em
Cetartiodactilos pode ser explicado pelo uso de ORFs longas, em vez de ORFs completas, no
processo de montagem e anotacdo funcional. Essa abordagem contribui para a anotagdo de
isoformas diferentes de um mesmo gene, levando a duplicacGes aparentes. Além disso, a
metodologia empregada pelo BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) pode
influenciar esses resultados, uma vez que a ferramenta busca ortélogos de copia Unica em
conjuntos de dados gendémicos ou transcriptdmicos, podendo identificar variantes isoformas ou
duplicatas como cépias adicionais quando a qualidade ou a fragmentagdo dos dados impacta a

analise.

44  ANOTACAO FUNCIONAL

A anotacdo funcional foi realizada utilizando o programa Trinotate (Bryant et al., 2017),
com base nas ORFs longas obtidas. Das 124.580 sequéncias de transcritos montadas pelo
Trinity, foram encontrados 52.225 hits significativos com o banco de dados de proteinas
SwissProt através da ferramenta BLASTx. O BLASTX traduz as sequéncias de nucleotideos em
todas as seis possiveis molduras de leitura (trés em cada direcdo) e, em seguida, compara cada
traducdo com o banco de dados de sequéncias de proteinas, permitindo a identificacdo de
proteinas homdlogas. A ferramenta BLASTp identificou 39.925 hits significativos contra o
mesmo banco de dados SwissProt. O BLASTp compara diretamente sequéncias de proteinas

com o banco de dados de outras proteinas, facilitando a anotacdo funcional baseada em
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similaridades proteicas. No que diz respeito a identificagdo de dominios conservados, foram
encontrados 31.780 hits significativos utilizando o software HMMER contra o banco de dados
Pfam (Protein Families Database). O HMMER emprega modelos de perfil de ocultacéo
(HMMs - Hidden Markov Models) para buscar correspondéncias em um banco de dados que
contém multiplos alinhamentos de sequéncias de proteinas. Além disso, foram encontrados
47.009 hits significativos contra o banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes). O KEGG é um recurso abrangente que auxilia na compreenséo das vias metabolicas,
funcdes e interacbes bioldgicas de células, organismos e ecossistemas, com base em
informacbes gendmicas e outros dados de alto nivel. O banco de dados eggNOG também
forneceu 39.003 hits significativos. O eggNOG fornece informacgdes sobre grupos ortélogos e
suas funcdes preditas, o que é Gtil para a anotacdo de genes e proteinas dentro de contextos
evolutivos. Por fim, foram encontrados 1.284 hits significativos contra o banco de dados Rfam,
através do Infernal (INFERence of RNA ALignment). O Infernal é um software dedicado a
anotacdo de RNAs estruturados, como RNAS ribossomicos e RNAs de transferéncia. Utilizando
modelos probabilisticos, especificamente Modelos de Covariancia (CMs - Covariance Models),
o Infernal identifica e alinha sequéncias de RNA com estruturas secundarias conservadas
(Tabela 6):

Tabela 6: Anotacao funcional do transcriptoma tegumentar da baleia jubarte via Trinotate utilizando as
maiores ORFs identificadas

Métodos Hits totais Hits Gnicos
Blastx / SwissProt 52.225 (41,92%) 51.364 (41,23%)
Blastp / SwissProt 39.925 (31,05%) 35.602 (28,58%)
HMMER / Pfam 31.780 (25,51%) 27.964 (22,45%)
Infernal / Rfam 47.009 (37,74%) 16.750 (13,45%)
KEGG 1.284 (1,03%) 988 (0,79%)
eggNOG 39.003 (31,31%) 19.196 (15,41%)

Fonte: acervo da autora

Em busca por genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos, foi feita uma busca
manual por genes anotados funcionalmente via BLASTX. Foram encontradas 20 sequéncias de
8 isoformas de genes envolvidos na fase 1 de biotransformacéo, incluindo genes da superfamilia
do Citocromo P450 e Flavinas Monooxigenases (Tabela 7). Foram encontradas 59 sequéncias
de 16 isoformas de genes envolvidos na fase 2 de biotransformacdo, incluindo glutationa S-
transferases e sulfutransferases (Tabela 8). Foram encontradas 91 sequéncias de 19 isoformas
de genes envolvidos na fase 3 de biotransformacdo, como 0s genes pertencentes aos
transportadores do tipo ABC (Tabela 9). Além disso, foram encontradas 42 sequéncias de 12
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isoformas de receptores nucleares, incluindo o receptor de hidrocarboneto arilico e receptor
de estrogénio (Tabela 10), 65 sequéncias de 17 isoformas de genes do sistema antioxidante,
incluindo catalase e glutationa redutase (Tabela 11) e 131 sequéncias de 36 isoformas de genes

do sistema imune, como interleucinas e receptores toll-like (Tabela 12).

Tabela 7: Genes envolvidos na biotransformacéo de fase 1

Funcdo Bioldgica Gene

Cytochrome P450 1B1 (CYP1B1)
Biotransformacéo Cytochrome P450 2C15 (CYP2C15)
Fase 1 Cytochrome P450 2J2 (CYP2J2)

Cytochrome P450 2S1 (CYP2S1)
Cytochrome P450 2U1 (CYP2U1)
Cytochrome P450 3A12 (CYP3A12)
Cytochrome P450 3A5 (CYP3A5)
Dimethylaniline monooxygenase (FMO4)

Fonte: acervo da autora

Tabela 8: Genes envolvidos na biotransformacao de fase 2

Funcéo Bioldgica Gene

Glutathione S-transferase 3 (GST3)
Biotransformacéo Glutathione S-transferase A2 (GSTA2)
Fase 2 Glutathione S-transferase A4 (GSTA4)

Glutathione S-transferase kappa (GSTK1)
Glutathione S-transferase Mu 1 (GSTM1)
Glutathione S-transferase Mu 3 (GSTM3)
Glutathione S-transferase Mu 4 (GSTM4)
Glutathione S-transferase omega-1 (GSTO1)
Glutathione S-transferase omega-2 (GSTO2)
Glutathione S-transferase P (GSTP1)
Glutathione S-transferase theta-1 (GSTT1)
Glutathione S-transferase theta-3 (GSTT3)
Glutathione S-transferase theta-4 (GSTT4)
Sulfotransferase 1A1 (SULT1A1)
Sulfotransferase 2A1 (SULT2A1)

Sulfotransferase 2B1 (SULT2B1)
Fonte: acervo da autora

Tabela 9: Genes envolvidos na biotransformacéo de fase 3

Funcéo Bioldgica Gene

ABC-type oligopeptide transporter ABCB9 (ABCB9)
Transportadores ATP-binding cassette sub-family A member 2 (ABCA2)
ABC ATP-binding cassette sub-family A member 6 (ABCAG)

ATP-binding cassette sub-family B member 1 (ABCB1)
ATP-binding cassette sub-family B member 10 (ABCB10)
ATP-binding cassette sub-family B member 6 (ABCB6)
ATP-binding cassette sub-family C member 10 (ABCC10)
ATP-binding cassette sub-family C member 3 (ABCC3)
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ATP-binding cassette sub-family C member 4 (ABCC4)
ATP-binding cassette sub-family C member 5 (ABCC5)
ATP-binding cassette sub-family C member 6 (ABCC6)
ATP-binding cassette sub-family D member 1 (ABCD1)
ATP-binding cassette sub-family D member 3 (ABCD3)
ATP-binding cassette sub-family E member 1 (ABCE1)
ATP-binding cassette sub-family F member 1 (ABCF1)
ATP-binding cassette sub-family F member 2 (ABCF2)
ATP-binding cassette sub-family F member 3 (ABCF3)
ATP-binding cassette sub-family G member 1 (ABCG1)
Multidrug resistance-associated protein 1 (ABCC1)

Funcdo Bioldgica

Fonte: acervo da autora

Tabela 10: Genes de receptores nucleares
Gene

Receptores
nucleares

Aryl hydrocarbon receptor (AhR)
Aryl hydrocarbon receptor repressor (AhRR)
Steroid hormone receptor (ERR1)
Estrogen receptor (ESR1)

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARA)
Peroxisome proliferator-activated receptor delta (PPARD)
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG)
Retinoic acid receptor RXR-alpha (RXRA)
Retinoic acid receptor RXR-beta (RXRB)
Oxysterols receptor LXR-alpha (NR1H3)
Oxysterols receptor LXR-beta (NR1H2)

Growth hormone receptor (GHR)

Fonte: acervo da autora

Tabela 11: Genes do sistema antioxidante

Funcéo Bioldgica

Gene

Sistema
antioxidante

Catalase (CAT)

Glutathione reductase (GSR)
Glutathione peroxidase 1 (GPX1)
Glutathione peroxidase 3 (GPX3)

Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (GPX4)
Glutathione peroxidase 7 (GPX 7)
Superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD1)
Superoxide dismutase [Mn] (SOD2)
Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD 3)
Peroxiredoxin-1 (PRDX1)

Peroxiredoxin-2 (PRDX2)
Peroxiredoxin-4 (PRDX4)
Peroxiredoxin-5 (PRDX5)
Peroxiredoxin-6 (PRDX6)
Thioredoxin reductase 1 (TXNRD1)
Thioredoxin reductase 2 (TXNRD2)
Thioredoxin reductase 3 (TXNRD3)

Fonte: acervo da autora
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Tabela 12: Genes do sistema imunolégico

Funcéo Bioldgica Gene
Complement C2 (C2)

Sistema Complement C3 (C3)

imune Complement C4-A (C4A)

Interleukin-1 receptor type 1(IL1R1)
Interleukin-1 receptor type 1 (IL1R2)
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1)
Interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK2)
Interleukin-1 receptor-associated kinase 3 (IRAK3)
Interleukin-1 receptor-associated kinase (IRAK4)
Interleukin-4 receptor subunit alpha (IL4R)
Interleukin-6 receptor subunit alpha (IL6R)
Interleukin-10 receptor subunit beta (IL1LORB)
Interleukin-11 receptor subunit alpha (IL11RA)
Interleukin-13 receptor subunit alpha-1 (IL13RA1)
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1-binding protein
(IRAK1BP1)

Interleukin-10 receptor subunit beta (IL10RB)
Interleukin-17 receptor A (IL17RA)
Interleukin-17 receptor C (IL17RC)
Interleukin-17 receptor D (IL17RD)
Interleukin-17 receptor E (IL17RE)
Interleukin-17B (IL17B)
Interleukin-17C (IL17C)
Interleukin-17D (IL17D)
Interleukin-18-binding protein (IL28BP)
Interleukin-20 receptor subunit alpha (IL20RA)
Interleukin-20 receptor subunit beta (IL20RB)
Interleukin-22 receptor subunit alpha-1 (IL22RA1)
Interleukin-27 receptor subunit alpha (IL27RA)
Interleukin-27 subunit beta (EBI3)
Interleukin-34 (1L34)

Interleukin-36 beta (IL36B)

Toll-like receptor 1 (TLR1)

Toll-like receptor 2 (TLR2)

Toll-like receptor 3 (TLR3)

Toll-like receptor 6 (TLR6)

Toll-like receptor 9 (TLR9)
Fonte: acervo da autora

Além disso, foi feita uma analise de ontologia génica a partir dos dados gerados pelo
Trinotate, classificando os transcritos como pertencentes a fungdes biologicas, processos
moleculares ou componentes celulares. Das 30 fun¢Ges mais expressas, foi observado que,
aproximadamente, a 6.000 transcritos foram atribuidos fun¢des moleculares, aproximadamente,

a 3.500, processos bioldgicos e, aproximadamente, a 2.000, componentes celulares (Figura 14).
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Ou seja, a maioria dos transcritos constituem fungdes moleculares, o que ja era esperado tendo

em vista que o objeto de estudo é um transcriptoma.

Figura 14: Distribuicdo dos 30 termos de ontologia génica mais expressos
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Fonte: acervo da autora

45 DESENHO DOS INICIADORES

Como um dos objetivos desse estudo foi a identificacdo de genes envolvidos no
metabolismo de xenobioticos e genes do sistema imunoldgico, foram desenhados iniciadores
para genes utilizados classicamente em trabalhos de monitoramento ambiental, no contexto de
desregulacdo enddcrina, da biotransformacdo de xenobidticos, do estresse oxidativo e de
respostas inflamatorias (Sabat, 2010; Costa, 2012 e Serafini, 2024).

Foram escolhidos dois receptores nucleares (AhR e ESR1), um gene envolvido na fase
um de biotransformacdo (CYP1B), um gene envolvido na fase dois de biotransformacao
(GSTA2), um gene envolvido na fase trés de biotransformacgéo (ABCC), um gene do sistema
antioxidante (CAT) e um gene pertencente ao sistema imunologico (I1L10). Os iniciadores foram
desenhados com as sequéncias das janelas abertas de leitura, com o auxilio de ferramentas como

PrimerQuest e OligoAnalyzer (Integrated DNA Technology) (Tabela 13):
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Tabela 13: Sequéncias senso (F) e antissenso (R) dos iniciadores e tamanho do produto (amplicon) para

cada gene

Gene Sequéncia (5° —3’) Amplicon (pb)

AhR F- TTACGCACAGAACTTTATCC 119
R - TAGAAGAAGGTGTAGGGTATG

ESR1 F-GTTTGCTCCTAACTTGCTCCTG 102
R - ATACGGAACCGAGACGATGTAG

CYP1B F-CTGTCTTGGGCTACCACATC 104
R - TGGATCAAAGTCTTCTGGGTTAG

GSTA2 F - CAAGATGACCCAGATCAAAG 143
R - CATAGTAGAGAAGTTCAACCAG

ABCC1 F - GCTTCAAGATCACCATCATC 99
R - AGACCTCTTCATCCGAATAC

CAT F - GTACTGAATGAGGAGCAGAG 108
R - GACATCGCTGAAGTTCTTAAC

IL10 F-TCTTGACGGAATGTGATTTC 112

R - GGACAGAAGGTGATGTTTATC

Fonte: acervo da autora

5 CONCLUSAO

No presente estudo, foi realizada a caracterizagdo do transcriptoma tegumentar da
baleia jubarte, Megaptera novaeangliae e a anotacao funcional. Além disso foi dada énfase na
identificacdo de transcritos envolvidos no metabolismo de xenobidticos, especialmente nas vias
de biotransformacdo de fase 1 e 2 e receptores nucleares, alvos pre-estabelecidos para o
monitoramento ambiental desta espécie no contexto do Projeto de Monitoramento de Cetaceos
(PMC). Foram identificados genes pertencentes a todas as fases de biotransformacao, dentre
eles, genes da superfamilia CYP450, uma Flavina Monoxigenase, Glutationa-S-transferases,
Sulfotransferases e Transportadores ABC. Além disso, foram identificados receptores
nucleares, como o Receptor Aril hidrocarboneto e o Receptor de Estrogénio, além de genes do
sistema imunoldgico, como Sistema complemento, Interleucinas e Receptores Toll-Like. Ainda,
foram encontrados genes de enzimas antioxidantes como a Catalase, Glutationas Peroxidases,
Superoxido Dismutases e Tiorredoxina Redutases. Ademais, esta pesquisa serd aplicada no
monitoramento ambiental, uma vez que o transcriptoma serve como base para o desenho de
primers especificos para genes de interesse comumente usados no processo de monitoramento
ambiental, com amostras provenientes do Projeto de Monitoramento de Cetaceos (PMC). Esse

monitoramento € uma etapa fundamental para o licenciamento ambiental da Petrobras,
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permitindo a exploracdo de petroleo e gas natural de maneira regulada e com o compromisso
de minimizar impactos ambientais, conforme as exigéncias de licenciamento ambiental. Neste
estudo, o foco se constituiu na busca por genes relacionados ao metabolismo de xenobidticos e
genes do sistema imunoldgico. No entanto, os dados obtidos e as analises realizadas apresentam
um potencial de aplicacdo que vai aléem dessa tematica especifica, podendo ser Uteis para
pesquisas em outras areas, como evolucdo molecular, genética, e imunologia, ampliando o
alcance e a relevancia dos resultados encontrados, principalmente pelo fato da baleia jubarte se

tratar de um animal ndo modelo.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para as proximas etapas, é essencial dar continuidade ao trabalho com a realizacdo da
extracdo de RNA das amostras ja disponiveis no laboratorio, garantindo a qualidade e a
integridade do material bioldgico. Em seguida, sera feita a sintese de cDNA para as analises de
gPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real). Isso possibilitara uma avaliacdo
quantitativa precisa da expressao génica. Com os resultados das qPCR, sera possivel identificar
a presenca de genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos, fornecendo dados relevantes
para 0 monitoramento ambiental e contribuindo para uma maior compreensao dos impactos de
contaminantes no ambiente marinho. Além disso, esses dados serdo utilizados para a emissao
de laudos com informacdes de biomarcadores moleculares no contexto do Projeto de

Monitoramento de Cetaceos.
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