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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) estdo entre 0s
principais contaminantes nos ambientes aquéaticos. Dentre os HPAs, o
fenantreno é um dos mais abundantes nos ambientes marinhos. Além
dos danos causados ao ecossistema, a bioacumulacdo deste xenobiotico
pelos animais pode alterar sua homeostase, através da indugdo de vérias
respostas para sua eliminacdo. Entre estas, estd a inducdo de genes que
codificam proteinas envolvidas com a biotransformacdo, defesas
antioxidantes e apoptose. Mecanismos de defesas contra xenobioticos
sdo amplamente estudados em animais vertebrados principalmente
mamiferos, no entanto em invertebrados ainda existem poucas
informacBes, comparativamente. A compreensdo dos mecanismos
moleculares de defesas desses animais auxiliara na sua utilizacdo como
biomarcadores de contaminagdo ambiental. Para esses estudos sdo
necessarios organismos modelos, como a ostra do mangue Crassostrea
brasiliana, que se apresenta como um organismo sentinela adequado
para avaliagdo e monitoramento de ambientes contaminados. Este
trabalho analisa a transcricdo de genes relacionados a vias de
biotransformag&o e de defesa celular contra xenobi6ticos no manto desta
espécie. O xenobidtico utilizado foi o0 HPA fenantreno, sendo realizada
a exposicdo dos animais em duas concentracdes subletais (100 pg.L™ e
1000 pg.L™), e trés tempos de exposicdo (1, 5 e 10 dias). Foi observada
uma inducdo na transcricdo de genes da biotransformacdo de fase |
(CYP2AUL, CYP2C8-like, CYP17Al-like e CYP3A-like) e genes
envolvidos com a apoptose (Caspases 7, 8 e a p53), principalmente nos
animais expostos na concentracdo de 1000 pg.L™ de fenantreno. Os
resultados observados mostram que a exposicdo desses animais ao
fenantreno, desencadeia uma série de respostas transcricionais,
evidenciando estratégias de protecdo do organismo frente a uma
agressdo quimica, de forma semelhante ao que ocorre em mamiferos. Os
resultados demonstram ainda que o manto apresenta respostas destes
sistemas de transcri¢do mais tardias em relacéo a branquia e a glandula.

Palavras chaves: Crassostrea brasiliana, biotransformacéo, defesas
antioxidantes, apoptose e fenantreno.






ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are among the main
contaminants in aquatic environments. Among the PAHs phenanthrene
is one of the most abundant in marine environments. In addition to the
damage to the ecosystem, bioaccumulation of xenobiotic by animals can
change its homeostasis, by inducing several defense systems to its
elimination. Among these is the induction of genes that encode proteins
involved in biotransformation, antioxidant defenses and apoptosis.
Defense mechanisms against xenobiotic exposure are widely studied in
mammals mainly vertebrates, however in invertebrates there is little
information, comparatively. Understanding the molecular mechanisms
of defense of these animals will aid in their use as biomarkers of
environmental contamination. Model organisms are required to run
these studies, such as the mangrove oyster Crassostrea brasiliana,
which is a suitable sentinel organism for evaluation and monitoring of
contaminated environments. This work analyzes the transcription of
genes related to biotransformation pathways and cellular defense against
xenobiotics in the mantle of this species. Phenanthrene, a model PAH,
was used in the exposure of the animals. Experiments were carried out
using two sublethal concentrations (100 and 1000 pg.L™), and three
exposure times (1, 5 and 10 days). Induction was observed in the
transcription of genes Phase | biotransformation (CYP2AU1, CYP2C8-
like CYP17Al-like and CYP3A-like), and genes involved in apoptosis
(Caspases 7, 8 and p53), especially in animals exposed to the
concentration 1000 ug.L™ phenanthrene. Our results show that exposure
of these animals to phenanthrene, triggers a cascade of transcriptional
responses, indicating protection strategies of the organism to a chemical
aggression, similarly to what occurs in mammals. The results further
demonstrate that the mantle shows later transcriptional responses than
the gill and the gland when exposed to this chemical.

Keywords: Crassostrea brasiliana, biotransformation, antioxidant
defenses, apoptosis and phenanthrene
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1. INTRODUCAO

1.1 Os Oceanos e a contaminagéo

Os ecossistemas aquaticos contém uma grande biodiversidade de
organismos que podem ser afetados por perturbagdes no equilibrio
destes ambientes. Mesmo com propriedades distintas, 0os ambientes
aquaticos sdo interligados, pois a agua doce desagua nos oceanos,

carregando consigo o que nela é despejado (PALAZZI et al., 2014).

Ao longo da historia ndo se acreditava que o ser humano pudesse
influenciar diretamente na vida aquatica, particularmente nas condicdes
dos ecossistemas marinhos, pois apenas perturbava inconsequentemente
a regido costeira, ndo chegando a regido de mar aberto. No entanto, com
0 desenvolvimento industrial, houve um aumento exacerbado na
producdo, aumentando o requerimento energético. O surgimento da
industria quimica, a expansdo da agricultura, entre outras causas, estdo
relacionadas a um aumento no langamento de residuos no ambiente, que

atingem todos os ecossistemas, incluindo os oceanos (DONEY, 2010).

O crescimento acelerado da atividade antropogénica, vem
causando alterac@es significativas no ambiente (HALPERN et al., 2008,
DONEY, 2010). Para compreender os efeitos causados pelos
contaminantes aos seres vivos e ao ambiente surgiram estudos em
Ecotoxicologia. A Ecotoxicologia é uma ciéncia dentro da Toxicologia,
destinada ao estudo dos efeitos/impactos dos compostos e seus

componentes sobre o ecossistema (MOORE et al., 2004). Além disso, a
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ecotoxicologia investiga os efeitos toxicos das substancias quimicas e
agentes fisicos, sobre organismos vivos, a nivel individual, de
comunidades e de popula¢Bes (FERNICOLA et al., 2004).

Existe uma grande diversidade de contaminantes ambientais que
podem causar danos ao organismo e ao ambiente de forma isolada, ou
através da interacdo de seus efeitos (MOORE et al., 2004).

Existem muitas fontes de contaminacdo constantes no ambiente,
principalmente associadas & liberag¢do: do esgoto sanitério, de residuos
associados a combustdo incompleta dos automoéveis, de residuos
quimicos liberados pelas industrias, e de residuos de pesticidas ou
inseticidas agricolas. A liberacdo constante destes compostos acaba
levando ao acumulo no solo, e através da lixiviagdo séo langados no mar
(LIVINGSTONE, 2001; MOORE et al., 2004). Alguns compostos
guando isolados ndo sdo prejudiciais aos organismos marinhos, mas
guando presentes e associados com outras substancias podem se tornar
altamente toxicos. Essa toxicidade pode ocorrer em uma determinada
regido ou pelo transporte atmosférico ou aquatico e apresentarem seus
efeitos em outras localidades (MOORE et al., 2004).

Para o conhecimento dos efeitos da exposi¢do a um xenobidtico
€ necessaria a padronizacdo de métodos especificos que visem, o
entendimento do fendmeno, permitindo o posterior desenvolvimento de
medidas mitigatorias eficientes (BOWEN & DEPLEDGE, 2006).

Neste contexto, sdo encontrados diversos tipos de contaminantes
no ambiente aquatico, que incluem HPAs (hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos), pesticidas organoclorados, PCBs (bifenilas policlorados),
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dibenzeno-p-dioxinas, nitroaromaticos, componentes heterociclicos,
organometalicos, organofosforados, estrogénicos, e uma diversidade de
metais, que apresentam mecanismos de toxicidade bastante diversos
(LIVINGSTONE, 2001).

Apesar de ocorrer por processos naturais, a introducdo de HPAs
no ambiente geralmente € resultado de atividades antropogénicas, sendo

uma constante preocupagdo mundial (RAMDINE et al., 2012).

Os HPAs tém sido encontrados em concentracdes elevadas em
ambientes aquaticos, como estuarios e manguezais (RAMDINE et al.,
2012), e em razdo de suas caracteristicas tdxicas, mutagénicas e
carcinogénicas sdo considerados poluentes com potencial prejudicial aos
animais expostos (CHAVAN & KRISHNAMURTHY, 2012;
RAMDINE et al., 2012).

1.1.1 FENANTRENO COMO CONTAMINANTE

Os HPAs sdo uma classe de compostos que apresentam em sua
composi¢do dois ou mais anéis aromaticos fundidos, com um alto
potencial de poluicdo, toxicidade aguda e cancerigena, podendo ser
encontrados na forma gasosa ou particulada, e facilmente dispersos no
ambiente (LIN et al., 2005; REIS-HENRIQUES et al., 2009). Estes
compostos hidrofébicos podem ser facilmente incorporados por
organismos aquaticos (YIN et al., 2007). Entretanto animais expostos a
HPAs apresentam um aumento na expressdo e atividade de enzimas de

biotransformacdo de fase I, tais como citocromo P450, principalmente
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pertencentes a subfamilia CYP1A (Citocromo P450 1A). Esses animais
também apresentam um aumento na formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) como consequéncia do aumento na biotransformagéo
destes compostos, que levam a um estresse oxidativo nos animais
expostos (LIVINGSTONE, 2001).

Os hidrocarbonetos passam a compreendem até 75% da
composicdo inicial do petréleo, dos quais o fenantreno é um membro
importante e muito estudado (ALBERS, 2003).

Fenantreno é um HPA triciclico, semivoldtil, abundante e
amplamente encontrado nestes ambientes (IRWIN, 1997; YIN, et al.
2007). O fato de o fenantreno possuir a regido de baia, que é uma
caracteristica presente em HPAs com propriedades ou potencial
carcinogénico, o fenantreno ainda ndo demonstrou propriedade
carcinogénica (ZHONG, 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que o fenantreno provoca
alteracdes em vias metabdlicas de biotransformacdo, de estresse e do
sistema imune em varias espécies de animais aquaticos, como peixes e
bivalves. Desta forma, o fenantreno passou a ser um bom modelo para
estudos dos mecanismos de defesa de animais aquéaticos contra HPAs
(YIN et al., 2007; HANNAM et al., 2010; LUCHMANN et al., 2011).
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1.2 Biomarcadores de contaminacao

Os biomarcadores sdo parametros bioldgicos que refletem as
interacdes entre 0 componente tdxico e o sistema bioldgico que podem
servir como ferramentas auxiliares no diagnostico da qualidade
ambiental. Existem trés classes de biomarcadores: 0s de exposicdo ou
dose interna, os de efeito e o de suscetibilidade (PEDROZO, 2004).

Em estudos de monitoramento ambiental os biomarcadores mais
utilizados sdo os de efeito, pois evidenciam alteracfes ou desequilibrios
nos organismos, quando estes sofrem interferéncia ecoldgica, podendo
ser encontrados em células, d6rgédos, e tecidos (MONSERRAT et al.
2007). Esses biomarcadores podem ser classificados como especificos
ou ndo especificos. Especificos sdo aqueles que respondem a
xenobidticos especificos como a metalotioneina utilizada para indicar a
presenca de metais traco. Enquanto os biomarcadores ndo especificos
sdo os que afetam diretamente ou indiretamente o equilibrio da
homeostase do organismo (BAINY et al., 1996; MONSERRAT et al.,
2007).

O emprego de biomarcadores em estudos de ecotoxicologia tem o
intuito de caracterizar areas impactadas por diferentes misturas de
poluentes ambientais. Sendo uma alternativa que tem obtido sucesso,
principalmente pelo fato de buscar alteragbes bioldgicas, como
bioquimicas, moleculares ou fisioldgicas nos animais expostos, antes
gue estas alteragdes tenham efeito em niveis mais elevados de

organizagdo como 6rgéos e tecidos (MONSERRAT et al., 2007).
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A aplicacdo de técnicas moleculares tem contribuido para
fornecer informacdes Uteis na elucidacdo de mecanismos bioquimicos e
moleculares relacionados aos mecanismos de biotransformagédo e
defesas antioxidantes de animais bivalves, bem como colaborar com a
compreensdo dos efeitos de um componente tOxico nesses animais
(LUCHMANN et al., 2012; ZANETTE et al., 2010).

Muitos trabalhos tém apresentado resultados significativos com
relacdo & biomarcadores, pois esses resultados indicam efeitos diversos
causados por xenobidticos em diferentes espécies de animais. Em
bivalves, os biomarcadores estdo contribuindo para compreensdo de
efeitos causados por contaminantes em diferentes 6rgdos (LUCHMANN
etal. 2014; RODRIGUES et al. 2015; SERRANO et al. 2015).

1.2.1 BIOTRANSFORMACAO

A biotransformacdo é compreendida como um conjunto de
alteracdes bioquimicas que visam formar derivados mais polares e/ou
soliveis em 4&gua. O resultado esperado através do processo de
biotransformacéo é que os derivados das substancias apresentem efeitos
toxicos diminuidos ou inexistentes. Contudo, nem sempre o resultado
obtido é o esperado. Em alguns casos o produto de biotransformacéo das
substancias tem seus efeitos potencializados (AZEVEDO & LIMA,
2004).

Através da biotransformacéo o organismo facilita a eliminacéo de

xenobidticos, podendo ser excretado com sua composicdo inalterada ou
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como metabdlitos derivados (AZEVEDO & LIMA, 2004). A
biotransformacdo ocorre em trés fases distintas (Figura 1), a fase | €
realizada por dois grupos de monooxigenases microssomais, as
flavoproteinas monooxigenases e as heme-proteinas Citocromo P450
monooxigenases; na fase Il a catalise é realizada por enzimas de
conjugacdo e a fase Il inclui as proteinas transportadoras (STEGEMAN
& LECH, 1991; OMIECINSKI et al., 2011).

Lipofilico Hidrofilico

P N R N NN o!o.ooooo!.olo.’

Oxidagio, redugio

e hidrélise conjugagio
Xenobiotico| s Produtos | ey |  Produtos
CYP primarios GST secundarios
Fase 111
Transportadores

Figura 1: Fases da biotransformacdo de xenobi6ticos realizado pelas
enzimas de metabolizacio (adaptado de ORELLANA & GUAJARDO,
2004).

As reacgdes de fase | da biotransformacdo compreendem reacGes
de oxidacdo, reducdo e hidrélise que podem introduzir ou expor grupos
funcionais em moléculas de xenobidticos. Estas modificagGes tornam os
compostos mais hidrofilicos, facilitando assim sua excre¢do. A

reabsorcdo destes compostos é dificultada ou adaptada, para que possam
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sofrer as modificacbes necessarias na fase Il (MEYER, 1996;
PARKINSON, 2008). As enzimas do grupo dos citocromos P-450
realizam a biotransformacdo de uma variedade de xenobidticos
(OMIECINSKI et al., 2011), e em certas condicdes é responsavel pelo
aumento na formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), no
organismo (VALAVANIDIS et al., 2006).

A fase Il da biotransformacdo é caracterizada por reacdes de
conjugacdo, sendo realizadas por enzimas transferases. Essas reagoes
podem ser glucuronidacgdo, sulfatagdo, metilacdo, acetilagdo, conjugagédo
com glutationa, e conjugacdo com aminoacidos, sendo que o produto
resultante dessas reagdes de conjugacdo da fase Il tende a ser mais
hidrofilico que o xenobidtico de origem, facilitando a sua excrecdo
(OMIECINSKI et al., 2011). Em geral as reacdes de conjugacdo sdo
catalisadas pelas enzimas transferases como glutationa-S-transferase
(GST), UDP-glucuronosil transferases, sulfotransferases e as reagdes de
reducdo pelas epdxido hidrolase e quinona redutase (HAYES &
PULFORD, 1995). As enzimas GST tém funcdo na conjugacdo de
xenobidticos ou produtos resultantes do estresse oxidativo com
glutationa, demonstrando seu papel fundamental no mecanismo de
biotransformacdo de xenobidticos (HAYES & PULFORD, 1995;
HAYES et al., 2005).

Diversas classes de xenobidticos apresentam a capacidade de
induzir ou aumentar a transcrigdo de genes codificadores de enzimas de
biotransformacdo nos organismos mamiferos (OMIECINSKI et al.,
2011). ZANETTE et al. (2010) apresentaram uma anota¢do de varios

CYPs em ostra Crassostrea e mexilhdo Mytilus, evidenciando a
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importancia destes sistemas de biotransformacao nestas espécies. Outro
estudo realizado por LUCHMANN et al. (2014) mostra a inducio de
genes da fase | e da fase Il em ostras expostas ao fenantreno,
demonstrando que bivalves sdo responsivos a este HPA. MEDEIROS et
al. (2008) observou também a inducao de genes da biotransformacgéo, no
entanto as ostras foram expostas ao esgoto sanitario, sustentando assim
gue a biotransformacéo esta presente nesses animais, como via de defesa
contra a toxicidade dos diferentes tipos de xenobiéticos. ZHANG et al
(2012) identificaram no genoma da ostra Crassostrea gigas, 136 genes
gue codificam diferentes isoformas de citocromo P450, evidenciando
uma impressionante expansdo génica deste sistema de biotransformagéo
em bivalves, que pode estar associada a sua existéncia e permanéncia no

ambiente ha milhdes de anos.

1.2.2 DEFESAS ANTIOXIDANTES E ESTRESSE
OXIDATIVO

O estresse oxidativo é estabelecido quando os mecanismos de
defesas antioxidantes ndo conseguem manter o equilibrio entre a
geracdo e a neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
ocorrendo algum dano celular (OGURA & SHIMOSAWA, 2014). Os
radicais livres sdo moléculas de oxigénio altamente reativas que
possuem um elétron desemparelhado. Séo classificadas como EROs o
anion superdxido (O,"), radical hidroxil (OH), o peroxinitrito (ONOO~
), e radicais de lipidios alcoxil (OGURA & SHIMOSAWA, 2014). Os
sistemas de defesa antioxidante protegem o organismo dos danos

causados pela producdo de EROs, pois auxiliam na neutralizacdo e
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eliminacdo desses radicais. Caso ocorra uma falha neste mecanismo
podem ocorrer danos a membrana celular, ao DNA, e proteinas, entre
outros (VALAVANIDIS et al., 2006).

O equilibrio entre a taxa de formagdo e decomposicdo de EROs
na célula é realizada através de mecanismos antioxidantes como
mencionado anteriormente, e essa via conta com algumas enzimas para
a realizacdo dos processos cataliticos como a superdxido dismutase
(SOD) que dismuta 0 O, em H,0,, catalase, glutationa peroxidase (GPx)
gue reduzem o peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua (H,0O) e
oxigénio (0,). A SOD Cu/zn, a SOD Mn e a SOD extracelular séo
isoformas encontradas respectivamente no citosol, na matriz
mitocondrial, e nos fluidos extracelulares (OGURA & SHIMOSAWA,
2014). O H,0; ndo apresenta um elétron desemparelhado, contudo reage
com o Fe**, e produz o radical hidroxil altamente reativo (OGURA &
SHIMOSAWA, 2014). Existem também o0s antioxidantes n&o
enzimaticos como a GSH, vitamina C e E, betacaroteno e catequina
(VALAVANIDIS et al., 2006; OGURA & SHIMOSAWA, 2014).

A exposicio a  xenobidticos e  consequentemente
biotransformacdo podem gerar um aumento na producdo de EROs e
induzir uma situacdo de estresse oxidativo causando danos celulares aos
organismos marinhos (BANNI et al., 2010; LUCHMANN et al., 2011).
Nos invertebrados o aumento da produgdo de EROs, pode desencadear a
inducdo de uma série de eventos celulares, como transcricdo génica,
ativacdo de vias de sinalizagio como apoptose, alteracdo no

metabolismo, devido a peroxidagdo lipidica, oxidacdo de proteinas e
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dano ao DNA e afetar a sobrevivéncia levando a morte da célula
(TREVISAN et al., 2014).

Diferentes invertebrados marinhos apresentam sistemas de
protecdo contra estresse oxidativo semelhantes aos mecanismos
caracterizados em vertebrados, entretanto as vias de sinalizagdo ainda
ndao estdo bem definidas em invertebrados (BAINY et al., 1996;
LUCHMANN et al., 2011; KOUTSOGIANNAKI et al., 2014;
PARRILLA-TAYLOR & ZENTENO-SAVIN, 2011; TREVISAN et al.,
2014).

1.2.3 APOPTOSE

A apoptose é o processo fisioldgico continuo de morte celular
programada tipo | (PDC - programmed cell death) ndo inflamatoria em
organismos multicelulares. E um mecanismo geneticamente programado
caracterizado por uma série de eventos bioguimicos, que possibilita a
morte celular em situagdes de estresse extremo (PORTT et al., 2011;
SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998). Contudo, a morte celular por
apoptose, acontece de forma ordenada, e 0s eventos ocorrem apds a
clivagem do DNA gendmico. As vias apoptéticas apresentam um papel
fundamental em varios eventos biolégicos como na morfogénese,
renovacdo celular e a remocdo de células nocivas. O equilibrio no
processo de apoptose garante ao organismo seu funcionamento saudavel
(SCHULTZ & HARRINGTON JR, 2003).

A apoptose permite que o organismo multicelular possa se
proteger e se defender contra danos que interfiram em suas funcdes

normais, como a manutengdo da homeostase celular, desenvolvimento
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celular ou patologias que afetem sua sobrevivéncia, pois permite a
eliminacdo de células danificadas (PORTT et al.,, 2011; QU et al.,,
2014). A distingdo entre a apoptose e morte necrética se deve ao fato da
apoptose ser um processo intimamente regulado pela inducdo de
estimulos especificos, assim ndo ha a liberagdo de mediadores
inflamatérios, ndo prejudicando o tecido (SCHULTZ &
HARRINGTON JR, 2003).

Os processos apoptoticos mais estudados sdo as vias intrinseca e
extrinseca. A via intrinseca é regulada nas mitocéndrias e a extrinseca é
mediada por alguns receptores pertencente a superfamilia de receptores
de fator de necrose tumoral (TNFR) (PORTT et al., 2011; SCHULZE-
OSTHOFF et al., 1998).

Em mamiferos via intrinseca da apoptose ¢ ativada em resposta a
estimulos citotdxicos ou de estressores ambientais. Esta via é centrada e
regulada na mitocéndria, onde se inicia pela ligacdo de ligantes da
superfamilia de TNF ao seu receptor de membrana celular, sendo da
superfamilia de genes de TNFR. Apds 0s receptores transmitirem sinais
apoptoéticos e promover a perturbacdo da mitocondria, esta perturbacédo
ativa a caspase, a qual pode provocar a abertura do complexo do poro de
transicdo da permeabilidade mitocondrial, que leva a ruptura da
membrana mitocondrial externa, liberando o citocromo ¢ do espago
intermembranar para o citosol (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998;
SCHULTZ & HARRINGTON JR, 2003). Além do citocromo ¢, a
mitocOndria libera AIF (Fator de inducdo de apoptose), endonuclease G
e p53 entre outros componentes (KISS, 2010). O citocromo ¢ entdo

induz a formacdo do apoptossomo (Apaf-1/ Citocromo c/ Caspase 9)
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(PORTT et al., 2011; CALVAR et al., 2013; MEDHIOUB et al., 2013).
O apoptossomo ativa a caspase iniciadora, geralmente a caspase 8 ou 9,
gue por sua vez ira ativar a caspase 3 efetora ou executora, a qual é
responsavel por clivar determinados substratos, levando a célula a morte
por apoptose. Através da fragmentacdo do DNA e outras alteragdes
fisiolégicas e bioquimicas (PORTT et al., 2011; CALVAR et al., 2013).

Nos vertebrados a regulacdo dos processos da via intrinseca na
mitocéndria é realizada por uma proteina da familia linfoma 2 das
células beta (Bcl-2), a qual promove a regulacédo por liberacdo de sinais
apoptoticos, onde esta familia é composta por membros anti e proé-
apoptéticos. Os invertebrados apresentam os membros desta familia
conservados, por este motivo acredita-se que a fungdo desta familia de
proteinas permaneca a mesma para invertebrados. Além da familia Bcl-
2, a apoptose também ¢é regulada por inibidores de caspases, inibidores
de apoptose (IAPs) e proteinas de choque térmico (HSPs) (MEDHIOUB
et al.,, 2013). A Bcl-2 estd localizada principalmente na membrana
mitocondrial externa, mas pode ser encontrada no reticulo
endoplasmatico e no envelope nuclear externo, regulando a apoptose
pela mitocdndria, por controlar a liberacéo do citocromo ¢ para o citosol
(SCHULTZ & HARRINGTON JR, 2003).

A via intrinseca mitocondrial também sofre regulacdo por outra
familia de proteinas supressoras tumorais p53. A funcdo mais estudada
relacionada a p53 é o seu papel como um fator de transcricdo, pois ativa
a transcricdo de inumeros genes alvos, bem como pode ativar a
transcricdo de genes prd-apoptdticos e reprimir genes anti-apoptético
(KARPINICH et al., 2002.; MOLL et al., 2005).
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Contudo a p53 também possui fungdo ndo transcricional, como a
regulacdo da via intrinseca da apoptose por ativacdo da Bcl-2, com isto a
p53 promove a ativacio de proteinas prd-apoptdticas e
consequentemente induz a apoptose. A promogdo da apoptose pela p53,
ocorre em respostas a estimulos apoptoticos, que transloca a p53 para a
mitocOndria, e assim a p53 interage com membros da familia da Bcl-2.
Essa interacdo causa perturbacfes no potencial de membrana da
mitocOndria, iniciando a cascata apoptdtica (KARPINICH et al., 2002.;
MOLL et al., 2005).

Uma proteina pré-apoptética regulada transcricionalmente pela
p53 é a Bax. Estudos realizados por KARPINICH et al. (2002) com
células de fibroblastos, demonstraram que Bax tem sua expressao
aumentada, quando ocorre a ativacdo da p53 pelo complexo DNA-PK
(DNA-dependente da proteina cinase). A p53 apresenta também uma
fungdo reguladora na progressédo do ciclo celular, identificando possiveis
erros no DNA (KARPINICH et al., 2002.; MOLL et al., 2005).

Na via extrinseca da apoptose a ativacdo é realizada através de
sinais extracelulares mediados por receptores de morte celular. A
mediagdo pode ocorrer por um subgrupo de receptor de fator de necrose
tumoral (TNFR), uma superfamilia que inclui o0 TNFR, FAS e o TRAIL
(PORTT etal., 2011; MEDHIOUB et al., 2013).

A iniciacdo dessa via apoptdtica também ocorre pela acdo de
ligantes da superfamilia de TNF ao seu receptor de membrana celular,
sendo da superfamilia de genes de TNFR. Os receptores TNF entdo

recrutam a proteina de sinalizagao celular FAS associada ao Dominio de
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morte (FADD), formando o complexo de sinalizagdo (DISC), induzindo
a ativacdo de uma caspase iniciadora. Com a ativacdo das caspases
iniciadoras como a caspase 8, 9 e 10, elas induzem a sinalizagdo do
complexo de morte. Onde ativa a caspase efetora podendo sera 3 oua 7
que dara sequéncias aos eventos da apoptose como fragmentagdo do
DNA genomico (PORTT et al., 2011; MEDHIOUB et al., 2013).

Oxidantes
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¥

Fragmentacao do
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Figura 2: Vias de morte celular por Apoptose, mediadas pelo receptor de
morte e mitocdndrial. (Adaptado de CIRCU & AW, 2010).

Tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca sdo bem
caracterizadas em vertebrados (Figura 2), no entanto em invertebrados
particularmente em moluscos, poucos sdo os estudos relacionados ao
processo de sinalizagdo da morte celular por apoptose (QU et al., 2014).
Contudo alguns estudos mostram que genes apoptéticos também séo

expressos em invertebrados, no caso C. gigas, e sdo semelhantes aos
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genes encontrados em vertebrados, sugerindo um sistema semelhante
entre ambos, quando o0s animais sdo submetidos a situacBes de estresse
(MEDHIOUB et al., 2013). Outro fator importante é o processo de
apoptose ser fundamental para as respostas do sistema imune de
moluscos (MEDHIOUB et al., 2013).

No entanto a apoptose em moluscos apresenta-se eficiente na
manutencdo da homeostase imunoldgica, removendo células
danificadas, senescentes, infectadas, sem a necessidade de resposta
inflamatdria, e recrutando novas células em situagles fisiologicas
adequadas. Contudo se os eventos apoptoticos sdo excessivamente
induzidos, estes podem acabar prejudicando o organismo e disseminar
ainda mais a infeccdo, principalmente se o organismo estiver sofrendo
estresse de fatores externos, como de poluentes ambientais (KISS, 2010;
TERAHARA & TAKAHASHI, 2008).

1.3 Organismos bioindicadores

Estudos utilizando biomarcadores tém sido realizados com o
intuito de compreender as respostas dos organismos quando estes estdo
sofrendo algum estresse ambiental (BAINY, 2000; LUCHMANN et al.,
2011; ZANETTE et al., 2010).

Os biomarcadores analisados em organismos sentinelas séo
importantes para a avaliacdo da qualidade de ambientes aquéticos. Os
organismos filtradores como moluscos bivalves apresentam vantagens

como organismos sentinela, pois sdo organismos sésseis, filtradores,
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bem distribuidos, possuem relevancia econdmica e capacidade de
bioacumulagdo (BAINY, 2000; CAJARAVILLE et al, 2000;
BEBIANNO & BARREIRA, 2009; RAMDINE et al., 2012).

Técnicas moleculares tém auxiliado no monitoramento da
poluicdo aquética, principalmente em bivalves, pois resultados como a
publicacdo do genoma de C. gigas por ZHANG et al. (2012) e as
comparacdes realizadas com outras espécies, demonstraram uma
adaptacdo evolutiva importante desta espécie de ostra, referente a
sistemas de defesas contra o estresse. Da mesma forma, LUCHMANN
(2012) realizou um transcriptoma de C. brasiliana e observou dados
relacionados a adaptacdo desse organismo exposto aos contaminantes

fenantreno, fracdo acomodada em agua do 6leo diesel e esgoto sanitério.

Além disso, com o crescente valor econdmico da producdo de
ostras no Brasil nas ultimas décadas, o cultivo destes moluscos passou a
ser uma importante fonte de renda de muitas familias residentes em
municipios costeiros do Brasil (FERREIRA & OLIVEIRA NETO,
2008).

1.4 Ostra do mangue e 0 manto

A ostra do mangue C. brasiliana apresenta uma grande
importancia econémica, em programas de monitoramento ambiental e
de aquicultura, por ser encontrada desde o litoral norte até o sul do
Brasil (LAZOSKI et al., 2011).

A ostra C. brasiliana é classificada como:
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Reino: Animalia. Filo: Mollusca. Classe: Bivalvia. Subclasse:
Pteriomorphia. Ordem: Ostreoida. Familia: Ostreidae. Género:
Crassostrea. Espécie: Crassostrea brasiliana

No entanto, estudos relacionados com as diferentes espécies de
Crassostrea tém sido realizados a fim de compreender a similaridade
entre as espécies do Oceano Atlantico ocidental. Nestes estudos quando
comparadas as espécies de C. brasiliana e C. gasar (variacdo da espécie
Crassotrea africana), estas apresentam uma grande similaridade
genética, com sequéncias idénticas do gene 16S entre si, e diferentes
entre as outras espécies de Crassostrea (LAZOSKI et al., 2011). As
analises genéticas realizadas indicaram um agrupamento da C.
brasiliana e C. gasar, indicando as duas como uma Unica espécie.
Resultados de Restriction Fragment Length Polymorfism — RFLP,
demonstram que as ostras C. gasar apresentam dois padrfes de restri¢do
diferentes 0 H1 e H2, e as ostras C. brasiliana apresentam somente o
padrdo de restricdo H2, reforcando ainda mais a sugestdo de que a ostra

C. brasiliana seja sindnima a C. gasar (LAZOSKI et al., 2011).

Devido a sua importancia econémica e relevancia em estudos
anteriores com a ostra do mangue C. brasiliana (= Crassostrea gasar),
demonstrando respostas moleculares importantes quando expostas ao
fenantreno e outros poluentes ambientais, este trabalho agrega
informacGes complementares e demonstra respostas a nivel

transcricional no tecido do manto desta espécie de ostra.

Neste contexto o trabalho foi realizado com ostras do mangue C.

brasiliana, expostas a duas concentragdes de fenantreno (100 pg.L™ e
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1000 pg.L™") durante 1, 5 e 10 dias. O tecido utilizado para realizar as
analises transcricionais de sistemas de biotransformacdo, defesas
antioxidantes e apoptose foi 0 manto. A principal fungdo do manto é
secretar a concha, mas também tem uma funcdo sensorial e pode iniciar
o fechamento das valvulas, em resposta a condi¢des ambientais
desfavoraveis, controlando a entrada de dgua para dentro da camara
inalante e, além disso, ele tem uma funcdo respiratoria (RUPPERT,
FOX, BARNES, 2005.). Estudo anterior realizado por PINO-GOMES
(2013) mostrou que 0 manto é o tecido que apresentou maiores niveis de
respostas transcricionais das isoformas CYP2AU2 e CYP30C1 em ostras
C. gigas mantidas em um local contaminado por efluentes sanitarios.
Estas isoformas estdo relacionadas aquelas estudadas no presente
trabalho e, portanto decidiu-se avaliar como 0 manto estaria
respondendo a exposi¢do ao fenantreno, visto que este era 0 mais
abundante HPA detectado no tecido dos animais expostos no ambiente
contaminado (PINO-GOMES, 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a transcricdo de alguns genes no manto de ostra do

mangue C. brasiliana exposta a fenantreno.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Analisar a transcrigdo de genes relacionados a biotransformacéao

de fase | e 11, no manto de ostras C. brasiliana expostas ao fenantreno.

¢ Analisar transcritos génicos que codificam enzimas de defesas

antioxidantes no manto de ostras C. brasiliana expostas ao fenantreno.

o Analisar transcritos génicos relacionados a apoptose no manto

de ostras C. brasiliana expostas ao fenantreno.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencédo dos animais e exposi¢ao

O manto de ostras C. brasiliana utilizados no presente estudo
foram cedidos pela aluna de pds-graduacdo do departamento de
Aquicultura (UFSC) Isis Mayna Martins dos Reis, que foi responsavel

pela realizagdo do experimento, bem como, exposicdo e coleta.

3.1.1 Coleta do material biolégico

Os animais foram coletados no Laboratério de Cultivo de
Moluscos Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina
(LCMM-UFSC) localizado na praia de Sambaqui em Floriandpolis, SC.
Foram utilizadas ostras do mangue C. brasiliana com comprimento de 5
a 7,5cm. A exposicdo ao fenantreno, bem como o processamento e as
andlises das ostras foram realizados no Laborat6rio de Biomarcadores

de Contaminagdo Aquética e Imunoquimica (LABCAI-UFSC).

3.1.2 Bioensaios — CondicGes de exposi¢ao

Apbs um periodo de aclimatacdo de 7 dias no LMM, as ostras
foram transportadas ao LABCAI e acomodadas em aquérios por 24 h,
antes da exposicdo ao contaminante.

O fenantreno foi dissolvido em DMSO (dimetil sulfoxido)

formando uma solucdo estoque e foi adicionado na &gua dos aquarios
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nas concentracdes de 100 pg.L™ e 1000 pg.L™, equivalente a 0,56 e 5,6
uM, onde a concentragdo de DMSO ndo excedeu a 0,01% (v/v) do
volume total do tanque. As duas concentragdes subletais de fenantreno
foram escolhidas através de estudos anteriores realizadas com C.
brasiliana (LUCHMANN, 2012).

As ostras foram acomodadas em trés aquarios, onde cada aquario
continha 60 ostras. O volume (til de 4gua do mar em cada aquario foi de
60 litros, com aeracdo constante (1L por animal de 4gua do mar filtrada
em 0,45 pum), a 21°C e salinidade de 25 ppt e cobertos com tampa de
vidro (Figura 1).

S

Figura 3: Visdo geral dos aquéarios de vidro contendo ostras C. brasiliana
mantidos dentro de caixas plasticas supridas de filtros de ar para

minimizacéo da contaminacg&o do ar por fenantreno (REIS, 2014).

Nos aquarios referentes ao tratamento 1 e 2, foram adicionadas
diariamente as quantidades de fenantreno equivalente a uma
concentragdo nominal final de 100 pgL® e 1000 pgL?

respectivamente. Dois aquarios contendo somente agua (sem ostras),



47

idénticos aos tratamentos com as duas concentracdes de fenantreno
citadas anteriormente, foram utilizados para verificar o desaparecimento
de fenantreno na agua independente da presenca de ostras. Todos 0s
aquarios foram mantidos dentro de caixas plasticas para que a
evaporacdo do fenantreno fosse minimizada. O grupo controle foi
exposto as mesmas condigcbes, porém somente foi adicionado DMSO
0,01% (v/v).

A concentracdo de fenantreno na agua foi monitorada em
amostras coletadas imediatamente antes das coletas dos animais nos dias
1, 5 e 10 dias e quantificadas em espectrofluorimetro utilizando uma
curva padrdo. A solucdo estoque foi utilizada para preparar a solucéo de
uso a cada 24 horas até o final do experimento, para manter as
concentracGes de exposicdo. Ostras dos trés grupos foram coletadas e
dissecadas para as analises de gPCR em tempo real, nos tempos de 1, 5
e 10 dias. O efluente liquido gerado diariamente no experimento foi
tratado com carvao ativado, monitorado a quantidade de fenantreno em
espectroflorimetro e posteriormente descartado, quando ndo era

detectado o contaminante na agua.

3.1.3 Manutencao das ostras nos aquarios

Apos o inicio da exposicdo, diariamente no periodo da manha era
realizada a sifonagem dos aquarios e alimentacdo das ostras.
Primeiramente, o nivel da 4gua era diminuida por completo nos aquarios
e realizada a sifonagem; em seguida, era renovado 50% da capacidade
dos aquérios com agua e a quantidade de microalga para a alimentacdo
das ostras e completado com 4agua até atingir a capacidade final [(agua

do mar + microalga) = 1 litro\ostra].
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As ostras eram alimentadas uma vez ao dia com microalgas
(Chaetoceros muelleri e Isochrysis galbana) totalizando uma densidade
de 15x10* cel.ml™ proporcional entre as duas espécies de microalgas.
Cerca de uma ou duas horas depois, apds a assimilacdo das microalgas
pelas ostras, quando a &gua deixava de ser turva e tornava-se
transparente, os aquarios eram sifonados e a agua salgada era renovada
por completo. Apo6s esta etapa, o fenantreno era adicionado nos aquarios
com ostras e sem ostras, de acordo com os tratamentos.

Ao longo dos 10 dias de experimento, ndo houve mortalidade de ostras.

3.1.4 Coleta dos tecidos e armazenamento

Dez ostras de cada concentracdo expostas ao fenantreno e
mantidas no grupo controle, foram mortas e dissecadas apds exposi¢éo
de 1, 5 e 10 dias. Apds a dissecacdo foi retirado o manto e colocado
imediatamente em RNA later, para a preservacdo do RNA. Apos as

amostras foram armazenadas a -20°C.

3.2 Preparacao das amostras e analise molecular

3.2.1 Extracdo do RNA total e sintese do cDNA

A extracdo de RNA total foi realizada nas amostras de manto dos
animais controle e expostos. O RNA total foi extraido utilizando o
reagente TRIZOL (Invitrogen, Estados Unidos), seguindo as instrugdes
do fabricante. A quantificacdo do material extraido foi realizada em

espectrofotdmetro (NanoDrop, Thermo Scientific) a partir das leituras a
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260/280nm. As amostras foram armazenadas a -80°C até a realizacdo
das analises. A partir de 1ug de RNA total foi realizada a sintese de
cDNA com o kit Quantitech Reverse Transcription (Qiagen, Reino
Unido), seguindo as instru¢bes do fabricante. Em seguida as amostras

foram armazenadas a -20°C.

3.2.2 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Os iniciadores foram desenhados a partir do transcriptoma de C.
brasiliana realizado por Lichmann (2012). Foram escolhidas 15
sequéncias para as analises de transcricdo génica por PCR quantitativo
(gPCR) em tempo real. As sequéncias génicas escolhidas sdo referentes
a genes envolvidos com a biotransformacéo, defesas antioxidantes e
apoptose. Os pares de iniciadores apresentados nas tabelas 1, 2 e 3,
foram desenhados seguindo os critérios do site Integrated DNA

Tecnologies (IDT), utilizando-se a ferramenta PrimerQuest.

Tabela 1. Iniciadores desenhados para amplificacdo dos genes de
biotransformacéo de ostras C. brasiliana.

Gene Sequéncia do iniciador

CYP450 2AU1 Forward AAC GGC AAG AGG TGT AAG GTT TGC
Reverse TAA TCC ATC ACC CGG ATT GGC AGA

CYP450 2C8-like Forward TCG TGC TCC TTT ACG AGT TGA CGA
Reverse ATA TGC CGG GAG ATC CAT GTC GAA

CYP450 3A-like Forward AGT GGA CGT CAA CAA CTG GAT CGT
Reverse TGG AAC ACC ATA CCT CCG GAA CAA

CYP450 17A1-like Forward TGT TCA GGC CCA ACAACT CTGTCA
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GGG AGT GGA CTC AAC CAG ATT CAC AA

AAC CAT GTT AAT GGG CGC TCT GAC
CCA CCA ACA CGA AGG GAA ACA CAT
ATG GCG TTG GAT TGC ACT AAC TGG
ACG GAC GCT ACT GGT GGA CAATAA
TGT GCG CAAGTC ATT GGG TGT T
ACC ATCTTT CGG GTACCAACGTGT

Tabela 2. Iniciadores desenhados para amplificacdo de genes de
enzimas de defesa antioxidante de ostras C. brasiliana.

Gene

Catalase-like

SOD-like

Forward
Reverse
Forward

Reverse

Sequéncia do iniciador

TAC AAC CAC ATC GAG GAC GGG AAG
TCC TTC TGG GAC CAT ACC TTG GTG
GCT CCA GAG GAT ACT GAG AGG CAT
CCA ATG ATG GAT TGA GGA CCA GCA

Tabela 3. Iniciadores desenhados para amplificacdo de genes
relacionados com a apoptose de ostras C. brasiliana.

Gene

BcL-2-like

Caspase 7-like

Caspase 8-like

Caspase 10-like

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Forward

Sequéncia do iniciador

CCG AAACCGCTC AGT CCACATTT
GGG CAT ATT ACG AGACACGCATTCTACT
CGG CTG GTC TCT TTA ACA ACA AAC GGA
TGG TCT TGC CAT CAT CTG TGT AAATGC C
GCA GGG AAG CCGAAG TTG TTC TTC AT
ATG ATC CAC CTC AAG GTC ACT GTC CA
AGG AGG CTA AGA AGATAG TCAACCACCA
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Reverse GGG TTT GTT CCT GAGGGCTCTACATT
P53-like Forward GGCTCATGGAAGATGCTGTGGATTGT
Reverse AGACGAGGACACCACCAGTCTACAAA

Para a realizacdo da reacdo de PCR quantitativo (QPCR), o cDNA
foi diluido em uma concentracdo de 100ng/ul e foram utilizados 8ul por
reacdo. A curva padrdo das reacbes de gPCR foi padronizada para o
manto, a partir de um pool de cDNA contendo uma mesma quantidade
de todas as amostras expostas e controle de todos os tempos de
exposicdo. A partir do pool de cDNA foi realizado uma diluicdo seriada.

Os niveis de transcricdo génica foram quantificados através de
reacdes de PCR Quantitativo (QPCR), utilizando o QuantiFast SYBR
Green PCR Kit (Qiagen). Para a reacdo de qPCR foi utilizado um
volume final de 20ul, onde 10ul foi do QuantiFast SYBR Green, 1ul de
cada iniciador (1uM) e 8ul do cDNA diluido (100ng/reacdo), em um
termociclador ROTOR-GENE-Q (Qiagen, Alemanha), utilizando um
rotor de 100 pocos, seguindo os pardmetros de padronizacdo de cada
gene, a fim de garantir o minimo de variagdo e a alta precisdo na
guantificacdo do gPCR.

As condicdes da reacdo de qPCR foram: 95°C por 5 minutos, 40
ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, de acordo com o
fabricante. O resultado foi submetido a andlise da curva de dissociagao —
melting (temperatura de 55°C a 95°C, aumentando a cada 1°C,
dependendo da fluorescéncia adquirida) para a confirmacdo da
amplificacdo de um Unico produto. A eficiéncia da reacdo de PCR (E)
foi determinada para cada par de iniciadores, através da curva padréo de

diluicéo seriada.
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O programa Qiagen Rotor Gene Q Series Software foi utilizado
para a analise das reacdes, onde o software encontrou o valor da
fluorescéncia das amostras em que cada uma das reacGes atingia uma
amplificacdo exponencial superando as taxas basais de fluorescéncia
(threshold) e o ciclo no qual ele ocorre (Ct- threshold cycle).

A eficiéncia da curva foi analisada correlacionando a quantidade
de cDNA com o Ct da amostra. Foi realizada a regressdo linear e a
eficiéncia da curva através dos dados da equag&o como linearidade (R?)
e coeficiente angular (M).

Os dados gerados foram submetidos ao teste de Grubbs para
analisar possiveis outliers, os quais foram retirados e o nimero de
amostras em alguns grupos passaram de 10 para 9 para realizar a analise

estatistica.

3.3 Analise estatistica

A andlise estatistica dos transcritos génicos foi realizada pelo
sofware GraphPad Prism 5.0. Os resultados estdo apresentados como
média + desvio padrdo. Os dados foram analisados pelos testes nédo
paramétricos de Kruskal-Wallis e Dunns e considerados estatisticamente

significativos com p<0,05.
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4. RESULTADOS

Os biomarcadores moleculares compde um conjunto de
ferramentas que auxiliam na compreensdo dos efeitos dos xenobidticos
sobre o0s organismos e podem ser incorporados em programas de
monitoramento de exposicdo a contaminantes visando evitar impactos
de maiores proporces ao ambiente (BAINY et al., 1996;
MONSERRAT et al., 2007; YIN et al., 2007; HANNAM et al., 2010;
LUCHMANN et al., 2011; 2012).

Neste contexto este trabalho avaliou respostas de transcricdo
génica no manto de ostras C. brasiliana, diferentemente de estudos
anteriores realizados em branquia e glandula digestiva (MEDEIROS et
al., 2008; Zanette, 2009; LUCHMANN et al., 2013; 2014), visando
analisar o grau de resposta deste tecido frente a exposicdo ao fenantreno.

Os dados relativos da transcri¢do dos genes de interesse no manto
das ostras expostas ao fenantreno e do grupo controle, foram
normalizados pelo gene constitutivo Ribosomal 28s-like (Figura 4), uma
vez que 0 mesmo ndo apresentou nenhuma diferenca estatistica

significativa, na sua transcri¢ao entre 0s grupos.
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Figura 4: Niveis de transcritos relativos ao gene constitutivo 28s ribosomal em
amostras do manto de ostras C. brasiliana expostas em diferentes tempos a
fenantreno sob concentragdes variadas: (1) controle — DMSO; ([7) exposto a
100pg.L™ de fenantreno; (pm) exposto a 1000 pug.L™" de fenantreno.

4.1 Respostas transcricionais dos genes de biotransformacéo

Foram observadas diferencas na transcricdo dos genes envolvidos
nas fases | e Il de biotransformacéo de xenobidticos, nas ostras expostas
ao fenantreno. A Figura 5 apresenta 0s niveis relativos de transcritos
referentes aos genes de citocromo P450 (CYP) (CYP 2AU1, CYP 2C8-
like, CYP 3A-like e CYP 17Al-like), do manto de ostras expostas ao

fenantreno por 1, 5 e 10 dias e do grupo controle.

Os animais expostos por 1 dia a 100 pg.L™ apresentaram niveis
de transcritos para o gene de CYP2AU1, 0,7 vezes menores em relacao
ao grupo controle. Ainda nos animais expostos por 1 dia, os niveis de

transcritos, apresentaram niveis de 1,2 vezes maior na concentracao de
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1000 pg.L™ em relagdo aos animais expostos a 100 pg.L™. Os animais
expostos por 10 dias para a concentracdo 1000 pg.L™ apresentou niveis
em média de 1,5 vezes maiores que o grupo controle (Figura 5A).

Os niveis de transcricdo do gene CYP2C8-like apresentaram
diferencas significativas somente nos animais expostos por 24 h a 1000
png.L™! em relagdo ao animais expostos a 100 pg.L™. Ap6s 5 e 10 dias de
exposicdo os niveis de transcri¢do deste gene estavam semelhantes entre

os grupos (Figura 5B).

O gene CYP3A-like apresentou niveis significativamente maiores
(2,5 vezes) de transcritos nos animais expostos por 5 dias, a 1000 pg.L™*
de fenantreno em relagdo ao grupo controle (Figura 5C).

O perfil de transcri¢do do gene CYP17A1-like foi semelhante ao
do CYP2C8-like (Figura 5D). Ap6s 24 h de exposicdo 0s animais
expostos a 1000 pg.L™ apresentaram niveis de transcricdo 1,2 vezes
maiores do que os animais expostos a 100 pg.L™. Nenhuma alteragéo na

transcricdo destes genes foi observada apds 5 e 10 dias de exposigao.
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Figura 5: Niveis de transcritos relativos de isoformas de CYP do manto de
ostras C. brasiliana expostas em diferentes tempos e concentracdes de
fenantreno : (CJ) controle — DMSO; (J exposto a 100 pg.L™* de fenantreno; ()
exposto a 1000 pg.L" de fenantreno. Valores significativos quando p<0,05.

A Figura 6 apresenta os dados referentes a transcricdo de genes
pertencentes ao sistema de biotransformacéo de fase Il, mostrando os
niveis relativos de transcritos de duas isoformas de glutationa S-
transferase (GST) (GST microssomal 1-like e GSTz-like) em manto de

C. brasiliana expostas a fenantreno a diferentes concentragdes e tempos.

Os resultados referente ao gene GST microssomal 1-like, os
animais expostos por 1 dia a 100 pg.L™ apresentaram niveis de

transcritos de 0,5 vezes menor em relagcdo aos animais grupo controle.
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Enquanto que as exposic¢des de 5 e 10 dias ndo apresentaram nenhuma

diferenca significativa (Figura 6A).
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Figura 6: Niveis de transcritos relativos de duas isoformas de GST em amostras
do manto de ostras C. brasiliana expostas em diferentes tempos e concentragdes
de fenantreno: (CJ0) controle — DMSO; (CJ) exposto a 100 ug.L™ de fenantreno;(m
) exposto a 1000 pg.L™" de fenantreno. Valores significativos quando p<0,05.

A transcricdo da GSTz-like, ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa em nenhum tempo de exposi¢cdo, nem entre as

concentracdes (Figura 6B).

4.2 Respostas transcricionais dos genes de defesa antioxidante

Os genes de defesa antioxidante envolvidos no mecanismo de
protecdo contra o estresse oxidativo analisados, foram a Catalase-like e
a Sod-like Cu/Zn (Superdxido dismutase- like cobre/zinco) e o resultado

dos niveis transcricionais sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Niveis de transcritos relativos de genes de defesa antioxidante em
amostras do manto de ostras C. brasiliana expostas em diferentes tempos e
concentragdes de fenantreno: (L) controle — DMSO; (1) exposto a 100 pg.L™
de fenantreno;( @) exposto a 1000 pg.L™" de fenantreno. Valores significativos
quando p<0,05.

Nenhuma alteragdo significativa na transcricdo da Catalase-like
foi observada entre os grupos experimentais (Figura 7A). Os niveis de
transcritos referentes ao gene SOD-like Cu/Zn, também néo
demonstraram nenhuma diferenga significativa entre os tempos ou

concentracao de exposicao (Figura 7B).

4.3 Respostas transcricionais dos genes envolvidos na apoptose

Com relagcdo aos biomarcadores moleculares relacionados a
apoptose, foram analisados genes da via intrinseca e extrinseca, Bcl 2-
like, Caspase 8-like, Caspase 10-like, Caspase 7-like e P53-like ( Figura
8).
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Nenhuma alteracdo na transcrigdo do gene Bcl 2-like foi
observada entre os animais dos diferentes grupos experimentais (Figura
8A).

O gene da Caspase 8-like, apresentou uma transcricdo 1 vez
maior nos animais expostos por 24 h a 1000 pg.L™" de fenantreno em
relacdo ao animais expostos a 100 ug.L™ (Figura 8B). Apés 5 e 10 dias

ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos.

Os niveis de transcritos relativos relacionados ao gene da
Caspase 10-like, ndo apresentaram nenhuma alteracéo significativa na
transcricdo deste gene, em relacdo ao tempo ou concentragdo de

exposicdo (Figura 8C).

Apobs 24 horas, a transcricdo do gene da Caspase 7 foi 0,7 vezes
maior nos animais expostos a concentracdo 1000 pg.L™ em relacéo ao
grupo exposto a 100 pg.L™" de fenantreno, j& na concentracio de 100
ng.L™" em relagdo ao controle houve uma diminuigdo de 0,5 vezes. O
grupo de animais expostos por 5 dias a 1000 pg.L™" de fenantreno
apresentaram uma transcri¢cdo 1 vez maior do que os animais controle
(Figura 8D).

O gene da proteina 53 (p53) somente apresentou niveis de
transcricdo mais elevados (1,2 vezes) nos animais expostos por 10 dias a

1000 pg.L™ de fenantreno, em relacéo ao grupo controle (Figura 8E).
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Figura 8: Niveis de transcritos relativos de diferentes genes relacionados com a
apoptose em amostras do manto de ostras C. brasiliana expostas em diferentes
tempos e concentragbes de fenantreno: () controle — DMSO; () exposto a
100 pg.L" de fenantreno;(IE) exposto a 1000 pg.L™* de fenantreno. Valores

significativos quando p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Os HPAs sdo uma classe de compostos relativamente abundantes
no meio aquatico devido ao seu uso como combustivel de embarcacdes,
combustdo incompleta de combustiveis fosseis, atividades de exploracao
de petrdleo, processamento e distribuicdo de derivados, bem como de
derramamentos acidentais (BEKKI et al., 2013). Os HPAs ao serem
absorvidos pelo organismo podem ser biotransformados por enzimas de
fase I, tais como CYP, principalmente da familia CYP1A (BEKKI et al.,
2013) e de fase I, tais como as GSTs (PUSHPARAJAH et al., 2008).
Dependendo de sua estrutura quimica e acoplamento com o sitio ativo
dos diferentes CYPs, este processo pode levar a um aumento na
producdo de EROs. Este processo pode causar dano ao DNA (ZANGAR
et al., 2004) gerar estresse oxidativo (YIN et al., 2007), e estabelecer um
guadro apoptdtico (KUSUHARA et al., 1999).

Um dos HPAs mais abundantes encontrados no ambiente é o
fenantreno, composto que tem sido muito utilizado como modelo por
suas caracteristicas de baixo peso molecular e toxicidade (IRWIN, 1997;
YIN et al., 2007).

E bem caracterizado que HPAs induzem respostas de enzimas de
biotransformacdo, em razdo de suas funcGes na metabolizacdo de
xenobiédticos (LIVINGSTONE, 2001). O padrdo geral de respostas
transcricionais dos genes CYPs analisados, apresentaram uma tendéncia
de aumento dependente da concentracdo até 5 dias de exposicéao,

entretanto apenas o gene CYP3A-like apresentou diferencas estatisticas
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neste tempo. Somente o gene CYP2AU1 apresentou uma transcri¢do 1,5

vezes maior no grupo exposto a 1000 pg.Lapés 10 dias de exposicao.

Estes resultados estdo de acordo com os estudos histolégicos e de
hibridizacdo in situ realizados por REIS (2014) para deteccdo de
CYP2AU1 em tecidos destes mesmos animais. A autora observou uma
maior transcricdo deste gene na borda do manto dos animais expostos
por 10 dias a 1000 ug.L™ de fenantreno. Além disso, foram observadas
transcricbes de CYP2AUL nas células epiteliais do lobo interno e
também no I6bulo médio, com uma leve diminuigdo do sinal no l6bulo
exterior do manto. O lobo interno provido de tentaculos, chamado de
lobo palial, é o tecido que tem o primeiro contato com a agua do
ambiente (GALTSOFF, 1964). O lobo médio esta mais relacionado ao
sistema sensorial e o lobo externo esté relacionado com a formacao da
concha (EBLE & SCRO, 1996).

Interessante mencionar que foi observado um aumento tempo-
dependente no nimero de células mucosas (mucdécitos) no manto das
ostras expostas a fenantreno que foi associada a maior taxa de acumulo
de fenantreno (REIS, 2014). Este mesmo gene analisado em branquia e
glandula digestiva de ostras expostas a fenantreno 1000pg.L™
apresentaram uma inducdo de 12 e 3 vezes, respectivamente, logo apés
24h de exposicdo (LUCHMANN et al., 2013). Da mesma forma, os
estudos de hibridizacdo in situ mostraram que a branquia e a glandula
digestiva apresentaram uma transcricdo de CYP2AUl desde o0s
primeiros dias de exposicdo enquanto que 0 manto somente apresentou
um aumento significativo apds 10 dias de exposi¢do (REIS, 2014). O

aumento na transcricdo de CYP2AUL é mais tardio no manto, em
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relacdo aos outros tecidos, no entanto, este fato pode estar associado aos
niveis mais elevados de bioacumulacdo de fenantreno nos outros

tecidos.

Interessantemente, este gene codifica uma proteina que tem cerca
de 73% de identidade com a isoforma CYP2AU2 de C. gigas, que
apresentou uma elevada transcricdo no manto, seguida do mdsculo
adutor, glandula digestiva, brdnquia e palpos labiais dos animais
mantidos em local contaminado por esgoto doméstico (PINO-GOMES,
2013).

Outros genes CYPs que apresentaram alteracdes transcricionais
foram os gene CYP3A-like e CYP17A1-like, sendo 0 gene CYP3A-like
aquele que apresentou a maior inducdo de 2,5 vezes nos animais
expostos por 5 dias a concentragio de 1000ug.L”’ e o gene do
CYP17A1-like apresentou um aumento de 1,2 vezes, nos animais

expostos por 1 dia a 1000pg.L™.

Os resultados dos transcritos do gene CYP3A-like sdo similares a
resultados obtidos por Giuliane e colaboradores (2013) em estudos
realizados em mexilndes Mytilus galloprovincialis expostos a
sedimentos contaminados. Foi observado aumento de 4,7 vezes, na
transcricdo deste gene associada a presenca de hidrocarbonetos no
sedimento e bioacumulagdo pelos animais. No entanto LUCHMANN et
al. (2014), ndo observaram alteracGes neste gene em branquias de C.

brasiliana expostas a fenantreno.

Em mamiferos as isoformas de CYP3A estdo entre as mais

abundantes isoformas de CYP e estdo envolvidas na biotransformacéo
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da grande maioria dos farmacos e, também, no metabolismo de
esterdides (GUENGERICH, 1999). No entanto em invertebrados ainda
ndo esté claro se fungbes bioldgicas semelhantes estdo associadas a estas
isoformas. Estudos realizados com o mexilhdo Mytilus edulis mostraram
uma maior transcrigdo de algumas isoformas de CYP3A-like em animais
injetados com beta-naftoflavona, um classico agonista de CYP1A
(ZANETTE, 2009). Além disso foi observada uma maior transcricdo
deste gene nos palpos labiais desta espécie, um drgéo responsavel pela
selecdo do alimento, 0 que sugere um papel importante desta isoforma
neste tecido (ZANETTE, 2009).

Os dados do gene CYP17Al-like (=CYP356A1-like) apresentaram
somente um aumento significativo (1,2 vezes) no manto, apés 24 h de
exposicio a 1000 pg.L™ de fenantreno, apesar de haver uma tendéncia
de maior transcricdo nos demais periodos de exposicdo a esta
concentracdo. Lichmann e seus colaboradores (2014) observaram que
animais expostos por 24h a condi¢cdes semelhantes apresentaram um
aumento de 9 wvezes na transcricdo deste gene nas branquias,
evidenciando uma resposta maior deste gene neste tecido. Resultados
obtidos com a isoforma CYP356A1 em C. gigas mostraram niveis
transcricionais aumentados em animais mantidos em locais
contaminados por esgoto (MEDEIROS et al.,, 2008; PINO-GOMES,
2013).

Considerando que o CYP356Al1 de C. gigas tem 77% de
identidade com a CYP17Al-like de C. brasiliana, pode-se inferir que
esta isoforma esteja associada a metabolizacdo de esterdides e que o

aumento da transcricdo deste gene esteja associado a uma possivel
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desregulacdo enddcrina causada pela exposicdo a altas concentragfes de
fenantreno. No entanto, estudos subsequentes necessitam ser realizados

para confirmar esta hipétese.

Os genes GST-microssomal 1-like e GSTz-like da fase Il de
biotransformacdo ndo apresentaram aumento nas suas transcrigdes nos
animais expostos independente das concentragcbes ou do tempo de

exposicdo ao fenantreno (Figura 6).

Mesmo que 0s genes de GST ndo tenham apresentado diferenca
significativa, ainda assim apresentam resultados interessantes, pois
demonstram uma relacdo similar nos tempos e concentragdes,
apresentando um aumento moderado da transcricdo até 5 dias de
exposicdo. Neste contexto 0 mesmo ocorreu com 0s genes relacionados
aos CYPs, que apresentaram diferencas significativas principalmente em

1 e 5 dias de exposicao.

Estudos anteriores realizados por Lichmann et al. (2014) em C.
brasiliana, mostraram uma maior transcricdo de genes de GSTs Q2 e
GST microssomal 3 na branquia dos animais tratados por 24 a 1000
ug.L™ de fenantreno. Por outro lado, estes genes ndo foram alterados na

glandula digestiva destes animais.

Igualmente ao presente estudo, a isoforma #GST ndo apresentou
alteracdo nas branquias e na glandula digestiva de C. brasiliana
expostas a fenantreno (LUCHMANN et al., 2014). No entanto,
mexilhGes expostos a sedimentos contaminados apresentaram um
aumento (1,6 vezes) na transcri¢ao desta isoforma de #GST (GIULIANI

et al., 2013). Da mesma forma, Boutet e colaboradores (2004),
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observaram niveis transcricionais mais elevados de GST em C. gigas
expostas a hidrocarbonetos. Medeiros et al. (2008) observaram resposta
similar em ostras C. gigas expostas a esgoto sanitario. Estas diferencas
no padrdo de resposta entre as espécies pode estar relacionada ao tipo e
concentragdo do contaminante, tempo de exposi¢do, ou mesmo a uma
diferenca interespecifica no mecanismo molecular de inducdo na

transcricdo destes genes.

O resultado mais esperado era que houvesse inducgdo destes genes
de fase Il pelo fato de que estas enzimas tem a funcéo de conjugacdo
dos compostos para serem eliminados dos organismos, por isso s&o
enzimas atuantes durante a detoxificacdo de xenobidticos (HANNAM et
al., 2010).

Além da associacdo a biotransformagéo, o aumento de transcritos
de GST, pode estar ligado aos sistemas de defesa contra o estresse
oxidativo, ja& que é considerada uma enzima auxiliar no sistema
antioxidante e de reparo celular, juntamente com outros genes, tais
como a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e a glutationa
peroxidase (GPX).

No presente estudo ndo foi observado um aumento na transcri¢do
da SOD-like no manto das ostras. Nenhuma alteracdo foi observado no
gene da Catalase-like também. Estudo realizado anteriormente por
BOUTET et al. (2004) mostraram um aumento na transcri¢do da SOD,
na glandula digestiva em ostras C. gigas expostas por 21 dias, a uma
mistura de hidrocarbonetos. No entanto, GIULIANI et al. (2013) ndo
observou alteragdo na transcricdo deste gene na glandula digestiva de
mexilhGes, 0 mesmo foi observado por GONZALEZ-REY et al. (2014)
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na glandula digestiva e na branquia de mexilhdes tratados com

diferentes xenobiéticos.

Trabalhos anteriores com a ostra do mangue C. brasiliana
exposta a fenantreno ndo mostraram diferencas nos niveis de transcritos
da CATALASE-like na branquia ou na glandula digestiva (LUCHMANN
et al., 2014), assim como nos nossos resultados. Entretanto em
mexilhdes a CAT apresenta alteracbes na branquia e na glandula
digestiva, sendo significativamente induzida (GIULIANI et al., 2013;
GONZALEZ-REY et al., 2014; NAVARRO et al., 2011).

Gonzalez-Rey et al. (2014) sugerem que em relagdo a estes
genes, essas respostas sdo obtidas devido a concentracdo de enzima
requerida, onde quando ha a necessidade por parte da célula em
sintetizar mais proteina € induzida a transcricdo, mas quando existe o
suficiente para realizar a eliminagdo de EROs, o gene passa a ser

reprimido.

Ao mesmo tempo em que 0s xenobidticos induzem os sistemas de
biotransformacéo e defesas antioxidantes, podem também interferir em
outros processos celulares essenciais como no desenvolvimento,
proliferacdo celular, no ciclo celular e na apoptose. Inicialmente ocorre a
interacdo do xenobidtico com receptores de hidrocarbonetos aromaticos
(Ah), que se ligam a uma proteina citosolica formando o complexo
AhR-ligado, o qual é transportado para o nicleo e liga-se a regibes
especificas do DNA e inicia a transcricdo dos genes requisitados
(STEGEMAN & LECH, 1991; REGOLI & GIULIANI, 2014). Esta via
de inducdo pelos xenobidticos é caracterizada em animais vertebrados,

mas em bivalves ainda ndo esta comprovada. Sabe-se que estes animais
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apresentam respostas ao estimulo, mas ndo sdo conhecidos todos os
passos da cascata sinalizadora (REGOLI & GIULIANI, 2014).

Assim sendo nossos resultados apresentam a indugdo de alguns
genes que codificam proteinas essenciais ndo s para a biotransformacao
e defesas antioxidantes, mas também para genes relacionados com a
apoptose. Em relagdo a isso, foram analisados cinco genes referentes a
apoptose, sendo que destes, trés (Caspase 8-like, Caspase 7-like e p53-

like) apresentaram niveis transcricionais aumentados.

O gene anti-apoptotico Bcl-2 ndo sofreu alteragdes significativas,
este gene é importante na apoptose, por codificar proteinas reguladoras
da apoptose pela via intrinseca. O fato de ndo haver alteracdo na sua
transcricdo sugere que as proteinas traduzidas sejam suficientes e que
mesmo ap6s 10 dias de exposicdo ndo haja alteracfes em seus niveis.
No entanto em peixes-zebra expostos a Carbendazim o gene Bcl-2 foi
reprimido (JIANG et al., 2014), o mesmo ocorreu em cultura de células
HepG2 tratadas com extrato de vegetais comestiveis (KYUNG-A et al.,
2011), mas em hemdcitos de ostras C. gigas alimentadas com
Alexandium catenella téxica na concentracio de 1x10° cel/L, o gene da
Bcl-2 apresentou aumento significativo em sua transcrigdo
(MEDHIOUB et al., 2013).

KYUNG-A et al. (2011) mostraram um aumento significativo
nos niveis transcricionais da proteina supressora tumoral p53
possivelmente associado a diminui¢do da Bcl-2, demonstrando a relagéo
de regulacdo da p53 sobre a Bcl-2, ja que uma das fungdes da proteina

p53 é regular a via intrinseca da apoptose, por ligar-se a uma das
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proteinas da familia Bcl-2 e alterar a permeabilidade da membrana

mitocondrial, iniciando a via.

Assim nosso resultado mostra que somente depois de 10 dias de
exposicdo é que os niveis apresentaram alteracBes significativas, e a
transcricdo € induzida, contudo a p53 pode estar sendo recrutada para
modular a transcrigdo de genes envolvidos no reparo ao dano no DNA.
No entanto, trabalhos com mexilhGes mantidos em locais contaminados
ndo apresentaram alteracGes significativas na p53 da branquia e glandula
digestiva (LACROIX et al., 2014).

Ao contrario dos genes anti-apoptdticos e da via intrinseca, as
caspases apresentaram indugdes significativas durante a exposigédo de 1
e 5 dias. Em vertebrados 0s xenobidticos estimulam a apoptose pela via
extrinseca, sendo as caspases as iniciadoras e executoras principais desta
via (MEDHIOUB et al., 2013), o mesmo pode ocorrer em invertebrados
expostos a xenobidticos. Na C. brasiliana os resultados mostram
aumentos significativos nos niveis transcricionais dos 2 genes avaliados,
demonstrando uma forte inducdo da via dependente das caspases. As
caspases também apresentaram inducdo significativa em hemécitos de

ostras C. gigas, sugerindo o estimulo desta via em ostras.

MexilhGes expostos a poluentes apresentaram uma repressdo das
caspases (3 e 7) ou ndo sofreram alteragbes (caspase 8) (LACROIX et
al., 2014) e o mesmo ocorreu em peixe-zebra onde as caspases 3 € 8
foram reprimidas e a 9 ndo foi alterada (JIANG et al., 2014). Sendo
assim podemos observar que ostras submetidas a diferentes estressores,
sdo susceptiveis a inducdo de genes da via dependente das caspases na

apoptose.
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Os resultados apontam a sinalizacdo para o apoptose pela via
dependente das caspases, contudo ndo define que seja necessariamente
pela via extrinseca. Pois as caspases estdo envolvidas em ambas as vias,
e a inducdo significativa do gene p53-like, podem estar totalmente
ligados ao estimulo da via intrinseca. Os resultados indicam que a
apoptose esta sendo estimulada, podendo ser pela via intrinseca, devido
ao fato do excesso de EROs gerados pelos citocromos estar danificando

as mitocondrias, 0 que pode desencadear o inicio da apoptose.

Interessantemente os dados observados demonstram que, 0 manto
apresenta respostas tardias a exposicdo ao fenantreno, quando
comparado com a branquia e a glandula digestiva nesses animais. Isto
era esperado, pois é bem caracterizado que a branquia nesses animais é
0 Orgdo principal envolvido na biotransformagdo de xenobidticos, por

isso é susceptivel a apresentar respostas rapidamente.

Ao considerarmos todos os resultados apresentados acima,
podemos constatar que o fenantreno induz genes das vias de
biotransformacdo e genes relacionados com apoptose em ostras da
espécie de C. brasiliana. Porém é importante ressaltar que a transcricao,
a traducdo e a atividade catalitica dessas proteinas podem ou néo
estarem intimamente ligadas (REGOLI & GIULIANI, 2014). Neste
trabalho caracterizamos somente a transcricdo dos genes, sendo esta
resposta especifica e rapida, enquanto a traducéo e a atividade catalitica

podem apresentar uma resposta tardia.

Enfim todos os dados demonstram as respostas transcricionais
causados pelo fenantreno em ostras do mangue C. brasiliana, os quais

relacionam as formas de defesa do organismo contra este xenobiotico,
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buscando a sua eliminacdo ou sugerindo em alguns casos a morte das
células afeta. No entanto, mais estudos sdo necessarios visando entender
a atividade catalitica e todos os mecanismos de defesa das células de
ostras, pois este trabalho colabora apenas com alguns indicios dos

reflexos dos xenobioticos nesses organismos.
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6. CONCLUSOES

e O manto apresenta-se como um tecido susceptivel e responsivo
a fenantreno em ostras do mangue C. brasiliana e pode ser
proposto como 6rgdo complementar na avaliagdo dos efeitos

toxicos causados pela exposi¢do a hidrocarbonetos.

e Em termos gerais, a transcri¢do de genes que codificam enzimas
da fase | e fase Il da biotransformacdo, de defesa antioxidante e
relacionadas com a apoptose foi induzida no manto das ostras
expostas a fenantreno, principalmente nas maiores
concentragBes, sugerindo a existéncia de algum sistema de
sinalizacdo celular que coordena a inducdo destes genes para
desintoxicacdo do organismo, reparo de danos celulares ou
eliminacéo de células em situacdo de morte celular, de forma

semelhante ao que ocorre em mamiferos.

e [Este trabalho mostra que mesmo animais considerados
resistentes a exposicdo a hidrocarbonetos, como bivalves,
guando expostos a estes contaminantes, apresentam respostas
moleculares que evidenciam o potencial efeito tdxico destes

compostos ha homeostase do animal.

e Estudos subsequentes devem ser realizados para avaliar a
viabilidade de utilizacdo do grau de transcricdo dos genes
CYP450 2AU1, CYP450 17A1-like, CYP450 3A-like, Caspase

8, Caspase 7 e a p53 como biomarcadores de exposi¢do a
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fenantreno ou outro hidrocarboneto policiclico aromatico em

ambientes costeiros.

Sa0 necessarios estudos futuros com biomarcadores de efeito,
como perdxidacdo lipidica, dano ao DNA e citotdxicidade, para
avaliar os danos gerados pelo fenantreno, a fim de compreender

0S mecanismos usados pelo organismo.
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