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RESUMO

O consumo e transporte de petrdleo estd diretamente ligado a
contaminagdo ambiental por hidrocarbonetos em diversas regiGes do
mundo. Uma vez no ambiente aquatico, o petroleo e seus derivados
podem produzir alteragfes variadas nos organismos expostos, tais como
alteragdes bioldgicas de cardter molecular, celular, fisiolégico ou
ecologico, resultando em efeitos danosos as comunidades naturais,
incluindo os organismos destinados ao consumo humano. Desta forma, a
investigacdo dessas alteracfes é urgente como forma preventiva e de
avaliacdo de ambientes aquaticos contaminados. Nesse sentido, o
presente trabalho teve como principais objetivos avaliar os efeitos no
perfil de proteinas em ostras apds exposicdo a fracdo de 6leo diesel
acomodada em agua, buscar genes normalizadores em ostras expostas as
diferentes condigOes experimentais e avaliar os efeitos da contaminacdo
do derivado foto-oxidado de petréleo 6-hidroxicriseno em peixes Danio
rerio. Para atingir esses objetivos, primeiramente, ostras do mangue
Crassostrea brasiliana foram expostas a fracéo de dleo diesel acomodada
em agua durante 24h e 72h com intuito de identificar biomarcadores
moleculares. Entre as 11 proteinas expressas diferencialmente, podemos
destacar sete: citocromo P450 6A (CYP6A), NADPH citocromo P450
redutase (envolvidas no metabolismo lipidico / xenobi6tico), alfa e beta
tubulina (envolvidas na formacdo de fagossomo mediados por reticulo
endoplasmaético - RE), tiorredoxina e proteina ubiquitina ligase E3
(envolvidas no processamento e degradacdo de proteinas no RE). A
avaliacdo de respostas em compartimentos subcelulares mostrou-se
bastante sensivel e vidvel para estudos ecotoxicoldgicos, além de auxiliar
na compreensdo dos mecanismos que envolvem o RE frente a exposicao.
Esses dados indicam um papel promissor da avaliagdo do RE em
programas de biomonitoramento ambiental. Entretanto, como muito
pouco é conhecido sobre a biologia molecular de C. brasiliana, surgiu a
necessidade de utilizar genes normalizadores ideais para diferentes
condicdes experimentais para adequada analise da transcrigdo génica.
Neste trabalho foram identificados diferentes conjuntos de genes
adequados para a normalizacdo de dados de PCR quantitativa em tempo
real (QRT-PCR) em cada desenho experimental testado. O gene anquirina
teve maior estabilidade de transcricdo e foi considerado candidato
promissor como gene normalizador em estudos posteriores. Por fim, com
0 intuito de aumentar as informages sobre os efeitos de compostos foto-
oxidados do petrdleo, avaliou-se a exposicao de embrides de D. rerio ao
6-hidroxicriseno. Foram observadas respostas dos genes relacionados



com transportadores idnicos (nckl e kchna), associadas a bioacumulagao
e deformidades cardidcas nos animais nas fases de desenvolvimento
embrionario de 74 hpf de exposigéo.

Palavras-chave: protebmica, PCR quantitativo em tempo real (QPCR-
RT), Danio rerio, Crassostrea brasiliana, FAD, criseno.



ABSTRACT

The consumption and transportation of petroleum are directly linked to
the contamination by hydrocarbons in many regions around the world.
Once in the aquatic environment, petroleum and its derivatives can
produce many alterations to exposed organisms such as biological,
cellular, physiological or ecological biological alterations, resulting in
harmful effects to natural communities including organisms destined for
human consumption. Then, it is urgent the investigation of these impacts
in an attempt to prevent and evaluate contaminated aquatic environments.
In this context, the main goal of this work was to evaluate the effects of
diesel oil water accommodated fraction on the proteomic profile in
oysters, search for normalizing genes in oysters submitted to different
experimental conditions, and evaluate the effects of photo-oxidized
petroleum derivative 6-hydroxycrysene in D. rerio. In order to achieve
these goals, firstly, the mangrove oyster C. brasiliana were exposed to
diesel oil water accommodated fraction for 24h and 72h. Among the 11
differentially expressed proteins, we pointed out seven: cytochrome P450
6A (CYP6A), NADPH cytochrome P450 reductase (involved in lipid /
xenobiotic metabolism), alpha and beta tubulin (involved in the formation
of RE-mediated phagosome), tioredoxin containg-protein and ubiquitin
ligase E3 protein (involved in the processing and degradation of proteins
in RE). Subcellular compartments responses had shown to be sensitive
and feasible for ecotoxicological studies, besides helping to understand
the mechanisms that involve ER in relation to exposure. These data
indicate a promising role for ER evaluation in environmental
biomonitoring programs. However, few studies had focused on molecular
biology of C. brasiliana, there is a necessity to use select normalizing
genes ideal for different experimental conditions for adequate analysis of
gene expression. In this work, different sets of genes suitable for the
normalization of qRT-PCR data were identified in each experimental
design tested. The ankyrin gene had greater transcriptional stability and
was considered a promising candidate as a normalizing gene in later
studies. Finally, in order to increase the information about the effects of
photo-oxidized petroleum derivative compounds, the exposure by 6-
hydroxychrisene in the embryonic development of D. rerio was
evaluated. In summary, the responses of the genes related to the ionic
transporters (nckl and kchna), together with chemical aspects of
bioaccumulation, have been shown to play an important role in the cardiac
deformities generated during morphogenesis in the embryonic
development stages in 74 hpf of exhibition.



Keywords: proteomics, quantitative real-time PCR (qPCR-RT), Danio
rerio, Crassostrea brasiliana diesel-WAF, chrysene.
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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL

Grande parte da populacdo mundial (aproximamente 40%)
encontra-se localizada em areas costeiras (UNEP, 2005). A migracdo da
populacdo para essas regides esta associada as atividades turisticas e de
veraneio, transporte maritimo, fonte de alimentos e, por fim, a instalacdo
de atividades industriais em busca de consumidores. No Brasil, nas
Gltimas cinco décadas, tem se intensificado o nUimero de parques
industriais préximos ao litoral. O crescimento populacional associado a
estas atividades acarretam em um aumento na contaminacao de efluentes,
0s quais sdo lancados diretamente ao mar, comprometendo a biota
aquatica (NETO et al., 2008).

Dentre as industrias que vém crescendo no Brasil, destaca-se a
indGstria petrolifera com alto desenvolvimento tecnolégico para
exploracdo de combustiveis fésseis (FILHO, 2006). O crescimento da
exploracdo do petrdleo esta associado ao aumento de seu consumo.
Atualmente, a principal fonte energética mundial é o petréleo, que
corresponde a 90% de todo o combustivel utilizado nos transportes e
acredita-se que esse valor seja mantido pelos proximos anos de acordo
com a Agéncia de Energia Internacional (AIE) (FILHO, 2006;
(CHAVEZ-RODRIGUEZ; NEBRA, 2010). Em um cenario mais
otimista, especula-se que os combustiveis fosseis irdo corresponder a 50%
da matriz energética mundial em 2050 (CHAVEZ-RODRIGUEZ;
NEBRA, 2010). De acordo com o Ministério de Minas e Energia, o
petrdleo e seus derivados estdo entre as principais matrizes energéticas do
Brasil, sobretudo o 6leo diesel que compreende 47,3% do consumo de
energia nos transportes e 19,1% no consumo final de energia (industrias,
etc.) (BRASIL, 2007, 2012) (Figura 1). Nos transportes, o 6leo diesel é
amplamente utilizado como combustivel por grandes embarcagdes,
maquinas, veiculos rodoviarios, entre outros (KENNISH, 1992; BRASIL,
2012).
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Consumo de energia nos transportes Consumo final de energia por fonte: 2011

Gas natural T Outras fontes 3
Outras 136%
2w 4,6% Querosene Oleo diesel ¥
4 6%

F 1
Querosene de aviagio Gleo combustivel e
20

Eletricidade

Etanol 18,1%

Oleo diesel o
473%

Lenha
7.2%

Gis natural
2%

Gasolina

27.2% Gasolina 2 Bagago de cana

todesel 9,1% 9%

Figura 1. Principais matrizes energéticas utilizadas no pais de acordo com o
consumo de energia nos transportes e consumo geral de energia por fonte.
Legenda: 1Biodiesel; 2Gasolina da (automotiva); 3gas de refinaria, coque de
carvdo mineral e carvao vegetal, dentre outros. FONTE: Balanco energético
2012, ano base 2011 pelo Ministério de Minas e Energia - MME e Empresa de
Pesquisa Energética - EPE (BRASIL, 2012).

Apesar do papel fundamental da industria na economia
mundial, as indistrias petroliferas destacam-se por constituirem um fator
de risco ambiental. Elas sdo utilizadas na producdo de energia e no
fornecimento de matéria-prima para outros tipos de inddstria, porém, sua
atividade esta ligada a geragdo de impacto ambiental por derramamentos
de petréleo e por descargas do consumo de combustiveis (FILHO, 2006).
Segundo a Resolugdo n°273 do CONAMA (2000) as instalagfes de
sistemas de armazenamento de derivados de petréleo configuram-se em
empreendimentos potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores
de acidentes ambientais (CONAMA, 2000). Neste contexto, a recente
descoberta de reservas petroliferas em aguas brasileiras, conhecidas como
pré-sal, projetou o pais como um dos maiores produtores mundiais de
petroleo bruto (CHAVEZ-RODRIGUEZ; NEBRA, 2010). Com isso tem
sido observado um aumento no nimero de projetos relacionados com
exploracdo, producéo e transporte de petréleo. Cada vez mais vem se
tornando necessario o monitoramento das atividades petroliferas devido
a grande possibilidade de contaminagdo e exposi¢ao de animais marinhos
ao petroleo e seus derivados (WERTHEIM, 2009).

Os impactos ambientais da indUstria petrolifera podem ser
causados por uma exposi¢do aguda ou crénica dos seus efluentes. Os
acidentes ambientais decorrentes de derrames de petréleo estdo
relacionados a efeitos danosos na biota aquatica e nos ecossistemas como
um todo (HOLDWAY, 2002). Dados recentes mostram que 196 mil
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toneladas de 6leo foram despejadas entre 2010 e 2016 de acordo com
International Tanker Owners Pollution Federation (ITOPF). No mapa da
Figura 2 é possivel verificar alguns dos maiores acidentes com
derramamento de 6leo e o volume derramado em diversas regifes do
mundo. Em escala mundial, destacam-se alguns acidentes: em julho de
1979, a coliséo entre os petroleiros Atlantic Empress e Aegean Captain
ocasionou o derramamento de 287.000 m? de dleo na regido de Trinidad
e Tobago; em 1989 o petroleiro Exxon Valdez derramou sua carga de
aproximadamente 37.000 m® de petréleo na costa do Alasca; o
rompimento do tanque Prestige na costa da Espanha, em 2002, causando
0 vazamento de mais de 60.000 m® de 6leo combustivel (ITOFL, 2010).
Entretanto, o caso mais alarmante foi o acidente da plataforma Deepwater
Horizon (DWH) no Golfo do México nos Estados Unidos. A plataforma
explodiu, resultando no vazamento de cerca de 780.000 m? de petrdleo
entre os meses de abril e julho de 2010. Diversos autores consideram este
como o maior desastre ambiental envolvendo a industria do petréleo,
tendo em vista a localizac¢do do acidente e a ampla dispersdo do produto
(ANTONIO; MENDES; THOMAZ, 2011; BARRON, 2012).

No Brasil, os acidentes envolvendo atividades petroliferas
também receberam destaque na midia e estdo mostrados na Figura 3.
Entre estes destacam-se : em 1993, 2,7 milhdes de litros de 6leo
alcangaram a praia de Maresias (S8o Paulo) decorrente de vazamento de
oleoduto; em 2009, ocorreu o derrame de 20 mil litros de combustivel no
Rio Porus (Acre) e formou-se uma mancha de 6leo com mais de 300 km
na regiao; em 2012, o vazamento do oleoduto derramou 1,2 mil litros em
Morretes (Parand); em 2012, o tombamento de um caminh&o-tanque na
rodovia SP-55, causando o derrame de 15 mil litros de dleo diesel em um
corrego que atingiu a costa na praia de Maresias (Sdo Paulo); em 2012, o
trem que carregava mais de um milhdo de litros de Oleo diesel
descarrilhou em Bauru (Sao Paulo) contaminando solos e rios da regido;
na regido entre Guarapuava e Cascavel (Parand), ocorreu o
descarrilhamento de 12 vag0es de trens derramando um milh&o de litros
de dleo diesel em 2013; entre outros (acessos em junho de 2014 em
http://g1.globo.com/). Apesar dos derramamentos de petr6leo serem
amplamente divulgados na midia, a contaminagdo cronica é a principal
fonte de contaminacdo por petréleo no ambiente aquatico com pequenos
e continuos vazamentos de tanques de armazenagem em grande
guantidade, que atingem aguas subterrdneas e posteriormente rios
(FILHO, 2006).
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Trem que carregava
mais de 1 milhdo de
litros de oleo diesel
descarrilhou em Bauru
(SP).
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2010
Plataforma da companhia Vale do Rio
Doce afundou no Porto da Madeira no
Maranhao pesando duas toneladas.

/30 mil litros 2012

3 Tombamento de um caminhao-
tanque na rodovia SP-55,
préximo a um coérrego. O odleo
. diesel atingiu 30% da costa.

1993

2009
Derramamento de  combustivel  por
embarcagao, onde formou-se uma mancha
com mais de 300 km na regido

Vazamento de
oleoduto.

2013

Posto de abastecimentovazamento de
oleo diesel que contaminaramo soloe o
lencol freatico da regido.

Figura 3. Resumo de alguns acidentes por petréleo no Brasil. Os acessos foram realizados em julho de 2014.
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1.1 CONTAMINACAO AQUATICA POR OLEO DIESEL E SEUS
DERIVADOS

O oleo diesel é constituido tipicamente por hidrocarbonetos
alifaticos (como parafinas) e apenas uma pequena por¢do de
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA) que compreendem de
0,2% a 7,0%. Em geral, a maioria dos HPA que constituem o 6leo séo
monociclicos ou BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos), que
apresentam apenas um anel aromatico seguido pelos policiclicos com dois
a quatro anéis aromaticos fusionados (HPA). Destes, 05 mais
representativos sao aqueles que contém de dois a quatro anéis. Dentre 0s
HPA, o naftaleno e fenantreno e seus derivados metilados e/ou alquilados,
sdo os mais frequentemente encontrados no dleo diesel (NEFF, 2002).

Os HPA possuem alta hidrofobicidade e baixa tendéncia a
degradacdo microbiana, o que contribui para a sua persisténcia no
ambiente. Além disso, os HPA em geral sdo facilmente bioacumulaveis e
podem gerar toxicidade para alguns organismos aquéaticos (BURGESS;
AHRENS; HICKEY, 2003). Devido a seu carater carcinogénico e
mutagénico, dezesseis HPA sdo considerados prioritarios pela Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (U.S. Environimental Protection Agency
- EPA) (FAKSNESS; JOHAN; SYDNES, 2008), os quais estao listados
na Figura 4.
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Figura 4. Estruturas moleculares dos 16 HPA prioritarios na lista da Agéncia de
Protecdo ambiental americana (Environmental Protection Agency-EPA).

O carater carcinogénico é devido a posicao relativa entre 0s
anéis benzénicos condensados, sendo que 0s mais potentes cancerigenos
possuem uma regido concava formada pela ramificacdo na sequéncia do
anel benzénico (Figura 5). Esta configuragdo molecular fornece um alto
grau de reatividade bioquimica com as macromoléculas biol6gicas como
DNA e proteinas (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). De acordo
com a Resolugdo CONAMA n° 357/2005 alguns HPA estéo listados com
valores que podem ser encontrados na agua salobra para cultivo e pesca
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(Classe 1) como criseno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno, benzo(k)fluoranteno, benzo(b)fluoranteno e
indeno(1,2,3cd)pireno no valor de até 18 ng.L*. Na dgua potavel o nivel
de HPA é por volta de 5 ng.L™.

Neolvee!
e endie oo

7 6 7 L)

Criseno Benzo(a)pireno

Figura 5. Regido concava formada pela ramificagdo na sequéncia do anel
benzénico em alguns HPA carcinogénicos (indicada pela seta).

Entre os diferentes tipos de poluentes, o estudo da toxicidade
de alguns derivados de petrdleo é relevante para ecotoxicologia aquatica
em funcdo das propriedades ja citadas como persisténcia no ambiente,
propriedades cancerigenas e/ou mutagénicas de alguns congéneres e
devido aos acidentes recorrentes (BURGESS; AHRENS; HICKEY,
2003). Devido a baixa solubilidade em agua do 6leo diesel, a investigacdo
dos seus efeitos em laboratoério envolve a preparacao de fragdes. A fragéo
acomodada em agua (FAD) consiste na fragdo soltvel dos HPA que ficam
na parte inferior de uma mistura 6leo/agua, na parte superior forma-se um
filme insollvel. De acordo com o Férum de Pesquisas sobre os Efeitos
Ecoldgicos e Quimicos por Derramamento de Petréleo (CROSERF), a
FAD ¢ definida como “solucédo preparada em laboratério com produtos
de petroleo (6leo) e agua, derivado de um processo de baixa energia
(pouco vortex) sendo que as particulas livres sdo bem diminutas, ou seja,
menores que 1 pum” (HOKSTAD et al., 1999). A CROSERF desenvolveu
0 protocolo de preparacdo de FAD para a padronizagdo de metodologias
para a determinagdo da toxicidade aguda em organismos aquaticos
(FAKSNESS; JOHAN; SYDNES, 2008). Considera-se que a preparacao
de FAD contém a maior concentracdo de hidrocarbonetos derivados de
petroleo na fracdo sollivel esperada em um derrame por petroleo
(FAKSNESS; JOHAN; SYDNES, 2008).
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Para tentar elucidar as respostas celulares geradas em animais
aquaticos expostos aos contaminantes ambientais de origem petrogénica,
estudos em laboratdrios envolvendo a exposicdo de animais a FAD vem
sendo realizados. Trabalho com o peixe Prochilodus lineatus expostos a
FAD por 6h, 24h, 96h e 15 dias, mostraram ativacdo de vias de
biotransformagdo e uma relagdo tempo-dependente com a atividade
enzimatica da glutationa S-transferase (GST) (SIMONATO; GUEDES;
MARTINEZ, 2008). Além disso, foi observada uma redugéo nos niveis
de hemoglobina, aumento dos niveis de glicose e quebras na molécula de
DNA. Os o¢rgdos mais afetados foram as branquias e o figado
(SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008). Saco-Alvarez (2008) e
colaboradores avaliaram a toxicidade de FAD no mexilhdo Mytilus
galloprovincialis e no ourico-do-mar Paracentrotus lividus com 6leos
oriundos de diferentes fontes de contaminagdo. A concentracdo de FAD
gue causa efeito em 50% dos organismos testados (EC50) foi de 13% para
mexilhdo e 10% para ouri¢o-do-mar (6leo oriundo da Prestige) e de 50%
e 20% com testes de 6leo de outro local para ourico e mexilhdo,
respectivamente (SACO-ALVAREZ et al., 2008). No trabalho de Mattos
e colaboradores (2010) o peixe Poecilia vivipara foi exposto a 2,5%, 5 %,
10% e 20% de FAD por 96h e ndo apresentou nenhuma letalidade.
Diversos marcadores bioquimicos foram avaliados e verificou-se
alteragdo na atividade de enzimas de biotransformacao e em menor grau
de enzimas antioxidantes (MATTOS et al., 2010). Com concentra¢Ges
similares de FAD (2,5%, 5%, 10% e 20%), a ostra Crassostrea brasiliana,
exposta por 96h, apresentou bioacumulagdo de maneira dose-dependente
com maior proporcéo de HPA de dois anéis aromaticos (como naftaleno)
e com trés anéis (como o fenantreno). Nas branquias, foi verificada a
inibicdo de enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) de maneira dose-dependente. Proteinas de estresse como a HSP60
e a enzima gama-glutamiltranspeptidase (GGT) apresentaram um
aumento em sua expressao avaliada por western blotting (LUCHMANN
etal., 2011).

Em ambiente marinho, o petrdleo pode sofrer alteracGes
causadas por fatores abidticos como temperatura, pressdo € raios
ultravioleta que podem modificar sua estrutura fisico-quimica, podendo
resultar em compostos com maior toxicidade (TANSEL et al., 2011).
Neste contexto, a foto-oxidagdo pode desempenhar um papel importante
na degradacdo do petrdleo no ambiente marinho com intensa radiacéo
solar e temperaturas mais elevadas. A oxidacdo fotoquimica resulta na
formagé&o de fotoprodutos oxigenados que tém efeitos toxicos maiores do
gue os compostos parentais em ambiente marinho (SAEED et al., 2011).
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Em geral, os HPA e os hidrocarbonetos heterociclicos podem absorver a
energia da radiacéo e transferi-la para uma molécula de oxigénio, criando
um radical hidroxila capaz de causar danos a0 DNA e/ou a membrana
plasmatica através da peroxidacdo lipidica (SACO-ALVAREZ et al.,
2008). Os produtos da foto-oxidacdo exercem efeitos adversos sobre
diversos organismos como algas (LACAZE; VILLEDON DE NAIDE,
1976), bactérias (PENGERUD et al., 1984), invertebrados marinhos e
peixes (BERTILSSON; WIDENFALK, 2002).

Entre os HPA encontrados no petréleo bruto, o criseno é um
dos mais persistentes na coluna d"agua e pode sofrer foto-oxidacdo,
produzindo derivados potencialmente oxigenados tais como 6-hidroxi-
criseno (6-OHCHN) (Figura 6). O criseno foi considerado o HPA mais
estavel na coluna de dgua oriundo do derramamento de dleo da Deepwater
Horizon (DWH) no golfo do México. Sua meia-vida em aguas rasas é de
mais de 2,5 anos, enquanto nas aguas profundas é de quase 5 anos
(TANSEL et al., 2011).

A B OH

Figura 6. Estrutura molecular do criseno (A) e 6-hidroxicriseno (B).

Os efeitos dos HPA em embrides de peixes estdo bem descritos
na literatura, os quais revelam uma série de efeitos letais e sub-letais
comuns como edema pericardico e no saco vitelinico, reducdes da
mandibula, defeitos esqueléticos descritos como lordose ou escoliose
(curvatura dorsal) e anormalidades do desenvolvimento do sistema
nervoso (INCARDONA et al., 2014). No entanto, pouco se sabe sobre os
efeitos moleculares causados HPA hidroxilados (OHHPA) em animais
aquaticos. Os HPA podem ser hidroxilados pelo processo de
biotransformagdo gerando metabdlitos hidrofilicos em figado de peixes,
0s quais sdo posteriormente armazenados na bile para excrecédo intestinal
(D’ ADAMO, R;PELOSI S; TROTTA, P.; SANSONE, 1997). Nesse
caso, 0s HPA hidroxilados resultantes séo fortemente associados a lesdes
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e neoplasias hepaticas em peixes bentbnicos (BAUMANN;
HARSHBARGER, 1995).

Tendo em vista a complexa contaminagdo do meio aquatico por
fontes de petréleo, atualmente, hd uma crescente demanda por
ferramentas sensiveis para avaliagdo dos impactos antropicos nas
populagcbes naturais ameagadas. Neste contexto, programas de
biomonitoramento ambiental sdo propostos com o intuito de alertar e
prevenir danos nos ecossistemas.

1.2 BIOMONITORAMENTO JAMBIENTAL COM ANIMAIS
AQUATICOS

A avaliacdo do risco ambiental (ERA) baseia-se principalmente
na determinagdo dos niveis de contaminantes e andlise dos possiveis
efeitos nos varios compartimentos do ecossistema, € na comparacdo
destas concentragdes com valores estabelecidos legalmente ou em normas
de seguranca ambiental (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Existe
uma tendéncia crescente em avaliar o comportamento dos poluentes
(biodisponibilidade, bioacumulacdo e biotransformagdo), bem como os
efeitos causados pela poluicdo nos organismos aquaticos para avaliar ou
prever o impacto dos produtos quimicos nos ecossistemas aquaticos
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; ZAGATTO, P.A;
BERTOLETTI, 2006). Essa avaliacdo se realizada em varias espécies de
diferentes grupos taxonémicos de um determinado ambiente seria
demasiado longa. Assim, alguns grupos taxonémicos tém sido utilizados
como modelo na avaliacdo da qualidade ambiental. Van Gastel e Van
Brummelen (1994) definiram os termos "biomarcador”, "bioindicador" e
"indicador ecolégico”, ligando-os a diferentes niveis de organizacdo
bioldgica. Eles consideraram um biomarcador como qualquer resposta
bioldgica a uma substancia quimica ambiental no nivel sub-individual,
avaliada dentro de um organismo ou em seus produtos (urina, fezes, pelos,
etc.). O bioindicador é definido como um organismo que fornece
informacgBes sobre as condigBes ambientais de seu habitat por sua
presenca ou auséncia ou pelo seu comportamento identificando potenciais
alteragdes ao longo do tempo e o indicador ecoldgico é um pardmetro do
ecossistema que descreve a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

No ambiente aquético, dois grupos de animais sdo
predominantemente utilizados como bioindicadores de contaminagéo:
peixes e moluscos bivalves, devido a seus mecanismos de bioacumulacéo
e biomagnificagdo. Os peixes podem ser encontrados praticamente em
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todo 0 ambiente aquatico e desempenham um papel ecoldgico importante
na cadeia trofica (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A sua posicao
evolutiva em relagdo a outros vertebrados e a sua capacidade de adaptacdo
a uma grande variedade de ambientes tornam-nos ideais para estudar a
evolugdo e biologia molecular. Uma série de outras caracteristicas
tornam-se excelentes modelos experimentais para estudos em
embriologia, neurobiologia, endocrinologia, biologia ambiental e outras
areas (revisado por POWERS, 1989). Por outro lado, os bivalves séo
amplamente utilizados por apresentarem ampla distribuicdo geogréfica,
comportamento séssil e habito filtrador, que se reflete na bioacumulacéao
de xenobidticos e boa capacidade de resposta (MELWANI et al., 2014).

Nos projetos de biomonitoramento no Brasil a ostra de mangue
Crassostrea gasar (sin Crassostrea brasiliana, LAZOSKI et al., 2011)
tem se destacado, devido a ocorréncia natural ao longo do litoral brasileiro
(GALVAO; PEREIRA; HILSDORF, 2013) e seu interesse econdmico. A
classificacdo do género Crassostrea segue a seguinte ordem filogenética:
Reino — Animalia; Filo — Mollusca; Classe — Bivalvia; Ordem —
Ostreoida; Familia — Ostreidae e, por fim, género Crassostrea (ANGELL,
1986). As ostras C. brasiliana ocorrem em regifes de manguezais,
estuarinas ou intra-marés (GALVAO; PEREIRA; HILSDORF, 2013) e
suportam temperaturas entre 16,1 e 26,6°C e salinidades entre 8 e 34,1 %o
(MENZEL, 1991). Esses organismos podem experimentar impactos
antropogénicos diretos e indiretos (ZHANG et al., 2012). A éarea de
habitat sobreposta com atividades potenciais relacionados a exploracéo,
transporte ou uso do petroleo e seus derivados torna a espécie C.
brasiliana um organismo modelo importante para 0 monitoramento. De
fato, as ostras tém a capacidade de bioacumular grandes quantidades de
compostos toxicos, 0 que as torna organismos sentinelas em programas
de biomonitoramento (LACROIX et al., 2014).

Os peixes ocupam uma posicdo de destague no campo da
toxicologia. O entendimento da absor¢do, comportamento e respostas em
peixes expostos a ambientes contaminados apresenta uma alta relevancia
ecoldgica. Pode-se avaliar os impactos da contaminacdo na dindmica da
populacdo, na estrutura de comunidades e na deteccdo de alteracGes a
nivel celular. Essa Ultima abordagem tem tido grandes avangos em que 0s
mecanismos de toxicidade vém vendo elucidado em peixes-modelos
(GIULIO et al., 2008).

O peixe Danio rerio (Hamilton, 1822) conhecido como
paulistinha ou peixe zebra oferece diversas vantagens como modelo
animal e da biologia do desenvolvimento, pois apresenta fertilizacdo
externa, rapido desenvolvimento e transparéncia de seus embriGes. Além
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disso, mesmo na auséncia total de circulacdo sanguinea, esses peixes
recebem oxigénio por difusdo passiva para sobreviver e continuar a
desenvolver-se de uma forma relativamente normal durante varios dias,
permitindo assim uma andlise detalhada de animais com graves defeitos
cardiovasculares (GOLDSTONE et al., 2010).

1.3 BIOMARCADORES MOLECULARES DE CONTAMINAGAO
AMBIENTAL

As respostas hioldgicas as agressdes ambientais podem ser
evidenciadas em qualquer nivel de organizagdo desde ecossistemas até
compartimentos subcelulares ou reagfes bioquimicas intracelulares
(WALKER et al., 1996). Uma forma de prever os danos causados pelos
xenobidticos nos ecossistemas € por meio da analise das alteragdes
moleculares e bioquimicas. Efeitos nesse nivel podem detectar alteractes
precoces de uma perturbacdo ambiental antes que ocorram danos
irreversiveis nos niveis superiores de organizacdo bioldgica. Portanto, a
utilizacdo de técnicas em niveis moleculares caracteriza-se como
preventiva (ZAGATTO, P.A.; BERTOLETTI, 2006). Denton e
colaboradores (1994) mostraram que os efeitos nos organismos podem
ser observados em concentracdes bem abaixo daquelas determinadas
pelos testes de toxicidade, sugerindo que essas abordagens ndo sao
seguras para prever 0s impactos gerados aos animais aquaticos. Assim, o
uso de biomarcadores tem se intensificado como metodologias mais
sensiveis e precoces em organismos €expostos a contaminantes
ambientais. Os biomarcadores séo indicadores bioquimicos, celulares,
histol6gicos ou fisiologicos de exposi¢cdo a xenobidticos (HUGGETT,
1992).

O biomarcador de exposicdo auxilia na avaliacéo dos efeitos do
xenobi6tico ao organismo. Ha diversos exemplos de biomarcadores de
exposicdo como: (i) inducdo de metalotioneinas frente & exposicdo a
metais; (ii) inducdo do citocromo P450 1A (CYP1A) por HPA planares;
(iii) vitelogenina por estrogénio. Em geral, procura-se identificar
biomarcadores especificos ao referido contaminante. No caso, 0s genes
de CYP1A s&o responsivos a HPA planares, mas também a uma ampla
gama de xenobidticos como as bifenilas policloradas (PCB) entre outros.
O uso de mais de um biomarcador juntamente com anélise quimica
seriam necessérios para definir os efeitos da exposicdo (SCHLENK,
1999).

Em contato com animais aquaticos, os HPA sdo absorvidos
pelas branquias, pela boca (livremente) ou adsorvidos em alimentos,
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atingindo a circulagdo sanguinea onde sao distribuidos pelo organismo.
Nesse processo ocorre a absorcdo, distribuicdo, armazenamento,
biotransformacéo e eliminacao de xenobidticos pelo organismo. Como os
HPAs sdo lipofilicos essa caracteristica garante a passagem através das
membranas celulares por difusdo passiva. Nas exposices por HPA, essas
moléculas sdo metabolizadas pelo processo de biotransformacdo de
xenobidticos é formado por enzimas de fase I, 1l e Ill. Entre as enzimas
de fase I, estdo as monooxigenases, constituidas, principalmente, pelo
sistema citocromo P450 (CYP) e flavina-monoxigenases (FMOs)
(NIYOGI et al., 2001) que desempenham papel central na metabolizagdo
de xenobidticos lipofilicos, tornando-os hidrofilicos atraves de reacfes de
detoxificacdo ou bioativacdo (OMIECINSKI et al., 2011). Essas enzimas
estdo localizadas no reticulo endoplasmatico liso e agem sobre a regido
de elevada densidade eletrnica ou angular na molécula de HPA (Figura
4). Nas reacdes de fase Il, o composto pode interagir com grupamentos
mais hidrofilicos tais como acido glicurdnico, sulfatos, glutationas, entre
outros, produzindo um derivado mais sollvel e menos reativo que pode
ser excretado rapidamente. Se ele interagir com a glutationa -S-
transferase (GST) serd produzido um conjugado de Glutationa (GSH),
resultando em produtos mais hidrossollveis, permitindo que o sistema de
transporte de fase Il elimine estes conjugados para o meio extracelular.
Na fase Ill, proteinas de membrana, componentes do sistema de
resisténcia a maltiplos xenobidticos (multixenobiotic resistance — MXR),
transportam os xenobidticos para o meio extra-celular (LUCKENBACH;
EPEL, 2008), os quais s&o eliminados através da urina na forma de tio-
ésteres (NETTO et al., 1999).

No ambiente intracelular os HPA podem interagir com fatores
de transcricdo chamados receptor de hidrocarboneto de arila (AhR)
localizados no citosol (Figura 7). O AhR encontra-se inativado por
chaperonas (HSP90) no citosol. Logo apo6s a ligacdo do agonista, ocorre
heterodimerizagdo do AhR com a proteina translocadora nuclear de
receptor de aril hidrocarboneto (ARNT). O heterodimero AHR-ARNT &
translocado ao nicleo celular, onde se liga a regides reguladoras
especificas no genoma chamadas de elementos responsivos a dioxinas
(DREs), onde diversos genes envolvidos com o metabolismo de
xenobioticos sdo transcritos como as CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 e UDP-
glicoronosil transferase, entre outros genes (ZAGATTO, P.A;
BERTOLETTI, 2006). No citosol, essas proteinas sdo traduzidas e
conduzidas ao reticulo endoplasmatico (ER), as quais vdo desempenhar
atividades de monooxigenases do citocromo P450 (CYPs).
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Figura 7. Mecanismo de ativacdo de genes por HPA. Fonte: adaptado de
(LOSSES; LARGER, 2016).

Alguns dos subprodutos gerados pela fase | da
biotransformacéo sdo espécies reativas de oxigénio (EROS) tais como: o
radical anion superéxido (O2"), peréxido de hidrogénio (H20) e o radical
hidroxil (OH). A toxicidade associada a biotransformacdo de
xenobi6ticos organicos esta relacionada com a producdo de EROS, os
guais podem reagir com biomoléculas como DNA, proteinas e lipidios,
gerando processos oxidativos. Em contrapartida, as células possuem um
complexo sistema de defesa para se proteger de EROS, o que inclui
processos ndo enzimaticos e principalmente pela atuacdo de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPX). Exposicdes de moluscos e peixes a HPA, como
benzo(a)pireno, e & PCBs, podem causar alteracBes significativas nas
atividades das enzimas antioxidantes (ORBEA et al., 2002). Em bivalves,
diferentes pardmetros tém sido utilizados como biomarcadores em
programas de biomonitoramento ambiental, como glutationa S-
transferases (FITZPATRICK; SHEEHAN; LIVINGSTONEB, 1995),
chaperonas (DOMBROWSKI; MARTIN, 2009), teste do cometa
(STEINERT, 1999), atividade da acetilcolinesterase e inducdo de
metalotioneinas (LEHTONEN et al., 2006).
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Entre as novas perspectivas da toxicologia ambiental esta a
identificacdo de novos biomarcadores utilizando metodologias da era pos-
gendmica (DOWLING; SHEEHAN, 2006; SANCHEZ; RALSTON-
HOOPER; SEPULVEDA, 2011). A triagem em grande escala
proporcionada por abordagens de OMICs (por exemplo, protedmica)
pode fornecer uma analise global do perfil de expressao protéica (PEP)
em determinada condicdo celular ou fisioldgica (LIU; WANG, 2012;
SANCHEZ; RALSTON-HOOPER; SEPULVEDA, 2011). Nos bivalves,
esta metodologia tem sido adotada em estudos com animais expostos ao
petroleo bruto (LISKA et al., 2004; MI; APRAIZ; CRISTOBAL, 2007)
esgoto urbano (FLORES-NUNES et al., 2015), nanomateriais (GOMES
et al., 2014b), contaminacdo marinha e metais (LIU; WANG, 2012;
MEILLER; BRADLEY, 2002).

Em 2013 cerca de 7361 artigos em protebmica foram
publicados no PubMed, sendo 115 com destaque a area de ecotoxicologia
que visaram a caracterizacdo de vias de toxicidade, a identificacdo de
biomarcadores e 0s danos adversos a saude (GE et al., 2013). Além disso,
0 projeto europeu de investigacdo dos Efeitos Bioldgicos da Poluicdo
Ambiental e Ecossistemas Marinhos (BEEP) publicou em uma edicdo
especial 0 uso de biomarcadores em organismos marinhos como meio de
avaliacdo da contaminacéo, sendo que uma das maneiras de investigacao
incluiu estudos de prote6bmica com eletroforese em gel bidimensional
(géis 2-DE) (PAMPANIN et al., 2006). Verificou-se que nos estudos com
protedmica ambiental h4d 0 mesmo percentual de publicagdes utilizando
técnicas com géis bidimensionais quanto andlises diretas de
espectrometria de massas. 1sso mostra que a metodologia de eletroforese
em gel bidimensional é ainda promissora neste campo de estudo (GE et
al., 2013).

1.4 PROTEOMICA AMBIENTAL

A protedmica pode auxiliar na identificacdo de novas proteinas
biomarcadoras de contaminacdo ambiental, sem a necessidade de
qualquer conhecimento prévio dos mecanismos de a¢do do xenobidtico
(DOWLING; SHEEHAN, 2006; SANCHEZ; RALSTON-HOOPER;
SEPULVEDA, 2011; WETMORE; MERRICK, 2004).

Manduzio e colaboradores (2005) avaliaram a expressdo
diferencial de proteinas do mexilho azul Mytilus edulis expostos a éleo
bruto e a agua de producdo offshore. Com a exposi¢do ao 6leo foram
detectadas 19 proteinas alteradas, porém somente cinco foram
identificadas, sendo que quatro delas mostraram expressdo reprimida
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(actina, tropomiosina, frutose bisfosfato aldolase, malato desidrogenase),
enquanto uma proteina delas foi super-expressa, a proteina ligantes a
metal pesado (MANDUZIO et al., 2005).

Ensaios in vitro com exposicdo por arsénico mostraram
diversas proteinas alteradas utilizando a técnica de 2-DE acoplada a
espectrometria de massas: alfa-enolase, HSP90B, piruvato quinase,
aldolase redutase, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), SOD
e tioredoxina; filamentos intermediarios, citoqueratinas 14 e 8. Peixes
curimbatd, Prochilodus scrofa, tratados com 3 metilcloranteno (3-MC)
apresentaram alteracdo nas isoenzimas do sistema microssomal P450
hepéaticos como CYP1Al e CYP1A3 (GE et al., 2013).

Atualmente as pesquisas com protedmica tém focado em duas
areas principais: protedmica de expressao, a qual quantifica os niveis de
proteinas em determinadas condi¢des e a protedbmica funcional,
caracterizada por separar proteinas oriundas de organelas e complexos
(DUCLOS; DESJARDINS, 2011). A protedmica de expressdo envolve a
investigacdo de proteinas alteradas em um estado, por farmaco ou
molécula na busca de diagnosticos e alvos terapéuticos (SHEVCHENKO;
VALCU; JUNQUEIRA, 2009). Entretanto, proteomas totais ndo sdo
representativos de todas as proteinas contidas em uma célula, pois,
proteinas de baixo peso molecular sdo dificeis de serem identificadas.
Uma técnica comumente utilizada para contornar essa situacdo é o
isolamento de compartimentos subcelulares. Utilizando os métodos de
centrifugacdo diferencial, fragdes enriquecidas de diferentes organelas
podem ser isoladas e resolvidas por protedmica. Este método é
particularmente Util na investigacdo de organelas especificas que sdo
afetadas pela exposi¢cdo a contaminantes (DUCLOS; DESJARDINS,
2011), e também em condicdes patoldgicas (WONG; ADELI, 2009).

O proteoma de compartimentos subcelulares tem muitas
vantagens em relacédo as abordagens tradicionais usando células inteiras,
porque permite uma analise mais detalhada de uma organela particular e
suas funcdes bioldgicas correspondentes (JUNG, 2000; WONG; ADELI,
2009).

Os microssomas consistem em um conjunto de membranas
continuas as quais incluem o reticulo endoplasmético rugoso e liso,
porcao de reticulo endoplasmatico com complexo de Golgi (RE-GOLGI),
complexo intermediario (RECG) e pelo complexo de Golgi (CG). O
trafego de proteinas e lipideos nos microssomas é mediado por vesiculas
gue brotam do reticulo (WONG; ADELI, 2009). As proteinas que
constituem o sistema microssomal endoplasmatico e fusionam-se ao lado
cis do complexo de Golgi sdo: citocromo P450 (CYP), citocromo b5 (cit
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b5), e a enzima NADPH citocromo P450 redutase (NCR) (OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003). Entretanto, estudos recentes tém
revelado a identificacdo de novas proteinas microssomais, bem como
proteinas associadas ao complexo de microssomas por meio da técnica de
protedmica. Especificamente, 141 proteinas foram identificadas no RE
(KNOBLACH et al., 2003), 24 proteinas do RE-CG (BREUZA et al.,
2004) e mais de 400 proteinas no CG (WU et al., 2004).

1.5 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (gPCR-RT)

Os estudos de transcrigcdo génica tém sido muito utilizados na
identificagdo de genes, vias e redes subjacentes aos processos celulares e
de desenvolvimento (FENG et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa esta
atualmente realizando estudos, a nivel transcricional, para identificar
genes alterados por diferentes condicdes estressantes e desenvolver novas
ferramentas de biomarcadores moleculares que possam ajudar a elucidar
0S mecanismos associados a perturbacdo do metabolismo causada por
xenobidticos em C. brasiliana (LUCHMANN et al., 2011, 2012, 2015).

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR-RT) tem sido
amplamente utilizada para a analise da transcricdo génica devido a sua
alta sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e alto rendimento
(MORI et al., 2008; YANG et al., 2015). Uma deficiente normalizagéo de
dados de transcricdo pode causar uma quantificacdo imprecisa e
conclusdes incorretas (CHAPMAN; WALDENSTROM, 2015). Muitos
métodos de normalizagdo de dados estdo disponiveis para gRT-PCR
(revisdo em Liu et al., 2015), mas o mais comumente utilizado baseia-se
na normalizagdo com genes de referéncia que apresentem uma transcri¢éo
estavel entre as condicOes testadas. Entretanto, varios relatos destacam
algumas dificuldades na identificacdo de um gene normalizador na
andlise de gRT-PCR devido a variabilidade inerente do padrdo de
transcricdo génica em diferentes tecidos, género (FILBY; TYLER, 2007)
e no desenvolvimento (TANG et al., 2007). Portanto, a selecdo de genes
normalizadores de referéncia € critica para a precisdo da analise de qRT-
PCR (CHAPMAN; WALDENSTROM, 2015; LIU et al., 2015). Varias
metodologias tém sido utilizadas para avaliar a estabilidade dos dados de
transcricdo de genes de modo a auxiliar na selecdo de um gene
normalizador ideal. Os métodos mais empregados utilizam os softwares
(VANDESOMPELE et al., 2002a), NormFinder (ANDERSEN; LEDET-
JENSEN; ORNTOFT, 2004), BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), delta Ct
(ACT) (SILVER et al., 2006) e RefFinder (XIE et al., 2012).
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1.6 OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

O objetivo desta tese foi investigar e avaliar respostas
bioguimicas e/ou moleculares de C. brasiliana e D. rerio frente a
exposicdo a diferentes xenobiodticos com o intuito de identificar novos
biomarcadores de contaminagdo, bem como auxiliar na elucidagdo de
alguns mecanismos celulares e moleculares envolvidos na toxicidade.
Sendo assim, trés contaminantes ambientais foram escolhidos: fracdo de
6leo diesel acomodada em agua, representante de uma mistura complexa
de hidrocarbonetos; exposicdo a fenantreno em diferentes temperaturas
e/ou salinidades, e por fim, 6-hidroxicriseno representando um HPA foto-
oxidado que pode ocorrer no ambiente.

Os capitulos desta tese foram separados de acordo com o
desenho experimental, metodologia, resultados e discussdes realizados
com hase nos objetivos propostos para cada projeto.

O Capitulo 1 apresenta a introducédo geral da tese. O estudo
apresentado no Capitulo 2 contém uma lista de proteinas microssomais
expressas em C. brasiliana tratadas com 10% FAD, constituindo um
perfil de proteinas diferencialmente expressas, que potencialmente,
podem ser utilizadas como biomarcadores de exposicdo, bem como,
contribuir para desvendar as respostas moleculares associadas &
exposicdo a FAD no reticulo endoplasmatico. Essas analises foram
conduzidas em branquia de ostras expostas por 24h e 72h a FAD.

O Capitulo 3 aborda a selecdo de genes normalizadores para
andlise transcricional por PCR quantitativo em tempo real (qQPCR-RT).
Os resultados sdo provenientes da analise de quatro softwares comumente
utilizados na selecdo de genes normalizadores. Os nove genes de
referéncia foram analisados em trés diferentes condi¢des experimentais:
(i) exposicdo a 10% FAD; (ii) exposicdo a fenantreno, combinado com
diferentes temperaturas e (iii) exposicdo a fenantreno, combinado com
diferentes salinidades.

O Capitulo 4 compreende os resultados obtidos em estudos
sobre os efeitos do HPA fotooxidado, 6-hidrocriseno, sobre o
desenvolvimento de Danio rerio, utilizado como animal modelo. Nesse
projeto, foram avaliados pardmetros de mortalidade e sobrevivéncia,
além de parametros moleculares nos animais nos diferentes estagios de
desenvolvimento embrionario-larval.

O Capitulo 5 contém o resumo das principais conclusdes dos
Capitulos 2, 3, 4, bem como destaca as consideracoes finais deste estudo.
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ABSTRACT

Microsomes are the most active cell membranous structure involved in
the synthesis, sorting and secretion of proteins. Moreover, microsomes
play a vital role in the detoxification of many endogenous and xenobiotics
compounds. Besides inducing morphological and functional changes in
reticulum endoplasmic (ER), little is known about the mechanisms by
which petroleum by-products can inflict microssomal toxicity in oysters.
The aim of this study was to investigate changes in protein expression
profiles (PEP) of microssomal-enriched fractions from gills of oysters
Crassostrea brasiliana (= C. gasar) exposed to 10% of diesel fuel water-
accommodated fraction (FAD) for 24 and 72 h hours. Results show that
FAD exposure induced major changes in the protein expression profile in
the time-course exposure at 24 and 72h, as shown by the number of
induced proteins. Overall, thirteen proteins were found to be up-regulated,
whereas other sixteen were down-regulated. Distinctive sets of
differentially- expressed proteins were found in 24h and 72h, suggesting
different time-dependent mechanisms involved upon exposure to FAD
Eleven differentially-expressed proteins were identified by MALDI-TOF
and/or MALDI-TOF-TOF. Among them, 7 were ER related, including:
phagosome ER-mediated (a-tubulin, B-tubulin and 14-3-3 proteina zeta),
protein processing in ER (thioredoxin domain-containing protein),
whereas four others were related to distinct processes, such as: xenobiotic
and lipid metabolism (cytochrome P450 6A and NADPH-cytochrome
P450 reductase), ubiquitin pathway mediated proteolysis (E3 Ubiquitin-
protein ligase MIB2) and energetic metabolism (beta-1,3-
galactosyltransferase 1). The proteomics analysis in this study provided
additional knowledge of FAD effects in gill microsomes at the protein
level. The microssomal protein pattern (PEP) reported here, after
confirmation and validation, can be used as putative new biomarker in
ecotoxicological studies and environmental biomonitoring.

Keywords: diesel oil, toxicoproteomics, microsomes, Crassostrea
brasiliana.
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RESUMO

Os microssomas consistem em um conjunto de membranas continuas as
quais incluem o reticulo endoplasmatico rugoso e liso, e, complexo de
Golgi (CG) e desempenham um papel vital na desintoxicacéo de muitos
compostos enddgenos e xenobidticos bem como na sintese, triagem e
secrecdo de proteinas. Além de induzir alteragdes morfoldgicas e
funcionais no RE, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais 0s
subprodutos de petréleo podem infligir toxicidade microssomal em
ostras. O objetivo deste estudo foi investigar as alteracdes nos perfis de
expressdo protéica (PEP) de microssomos de branquias de ostras
Crassostrea brasiliana (= C. gasar), expostas a fragdo de 6leo diesel
acomodada em agua 10% (FAD 10%) durante 24 e 72 h. Os resultados
mostram alteracbes no perfil de proteinas expressas em funcdo da
exposicdo a FAD por 24 e 72h. Um conjunto de onze proteinas com
expressdo diferencial foram identificadas por MALDI-TOF e / ou
MALDI-TOF-TOF. Entre estas, sete mostraram-se relacionadas com o
RE, incluindo: fagossomo mediado por ER (a-tubulina, B-tubulina e 14-
3-3 proteina zeta), processamento de proteinas em ER (proteina com
dominio de tiorredoxina), enquanto outras foram relacionadas a processos
distintos, como metabolismo de xenobidticos e de lipideos (citocromo
P450 6A, NADPH-citocromo P450 redutase), protedlise (E3 Ubiquitina-
proteina ligase MIB2) e metabolismo energético (beta- 1,3-
galactosiltransferase 1). A analise protedmica neste estudo forneceu
conhecimento adicional sobre os efeitos de FAD em microssomos de
branquias de C. brasiliana em nivel de proteinas. O padrdo de expressao
de proteinas microssomais (PEP) aqui relatado, ap6s confirmacdo e
validagdo, pode ser usado como um conjunto de novos biomarcadores
putativos em estudos ecotoxicoldgicos e no biomonitoramento ambiental.

Palavras-chave: 6leo  diesel, toxicoprotedbmica, microssoma,
Crassostrea brasiliana.
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2.1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, 0s ecossistemas costeiros estiveram
sujeitos a efeitos toxicos provocados por derrames de petrleo em nivel
mundial (BEJARANO et al., 2006; INCARDONA et al., 2014). O 6leo
diesel é a principal fonte de energia para a indUstria, 0 transporte e demais
atividades com fins agricolas e comerciais, em nivel mundial, incluindo o
Brasil (BRASIL, 2007, 2012). Devido a demanda excessiva, Varios
acidentes estdo relacionados a exploracdo, producdo e transporte de
petréleo, impactando particularmente os ecossistemas costeiros e levando
a exposicdo de organismos aos compostos petroquimicos (GOLSTEIN et
al., 2011; SIMONATO et al., 2008) Ha, portanto, uma necessidade
urgente de previsdo e avaliacdo dos efeitos do petréleo bruto e seus
subprodutos nos organismos aquaticos para a realizacdo de estudos de
avaliag&o de risco.

Estudos de biomonitoramento geralmente envolvem anélise
guimica de &agua e medicdo de biomarcadores bioquimicos em
organismos expostos. Contudo, estes parametros sdo insuficientes para
avaliar os efeitos celulares contra produtos petroliferos (ARUKWE et al.,
2008). Além disso, os parametros de monitoramento utilizam um pequeno
nimero de biomarcadores com base na Toxicologia Humana e
apresentam-se limitados para estudos com moluscos (FORBES;
PALMQVIST; BACH, 2006). Entender a biologia dos bivalves e a sua
susceptibilidade aos poluentes tornou-se uma questdo importante para o
desenvolvimento de ferramentas mais sensiveis para o dignostico da
qualidade ambiental, além dos métodos analiticos tradicionais
(CAJARAVILLE et al., 2000; GOMES et al., 2014). Neste contexto, a
procura de novos biomarcadores em diferentes condi¢bes ambientais esta
entre 0s horizontes da toxicologia ambiental na era pds-gendmica
(DOWLING; SHEEHAN, 2006; GE et al, 2013; SANCHEZ
RALSTON-HOOPER; SEPULVEDA, 2011). Assim, a triagem em
grande escala proporcionada por abordagens de OMICs (por exemplo, a
protebmica) permite a realizacdo de uma analise global de proteinas
expressas, as quais podem fornecer padrdes de expressao protéica (PEP)
determinados, superando as desvantagens tradicionais de biomarcadores
de parametro Unico (LIU; WANG, 2012). Nos bivalves, esta metodologia
tem sido explorada em exposi¢cdo ao petréleo bruto (MI; APRAIZ;
CRISTOBAL, 2007), esgoto urbano (FLORES-NUNES et al., 2015),
nanomateriais (GOMES et al., 2014a), polui¢cdo marinha e metais (LIU;
WANG, 2012; MEILLER; BRADLEY, 2002).
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O proteoma de compartimentos subcelulares tem muitas
vantagens em relacdo as abordagens tradicionais que utilizam células
inteiras, uma vez que permite mais detalhamento da anélise do proteoma
de uma organela particular e de suas fungGes bioldgicas correspondentes
(JUNG, 2000; WONG; ADELLI, 2009). Microssomas sdo estruturas de
membranas consideradas bastante ativas, estando envolvidas na sintese,
classificacdo e secrecdo de proteinas, desempenhando, ainda, um papel
vital na desintoxicacdo de muitos compostos enddgenos e xenobidticos
(WONG; ADELLI, 2009). Os microssomas sdo derivados principalmente
do reticulo endoplasmatico (RE) e séo alvos ideais para investigar o
metabolismo de compostos, as fungdes enzimaticas ligadas @ membrana,
as interaces lipideo-proteinas, e as interagdes medicamentosas (PENG et
al., 2012). Entre as respostas celulares de organismos a contaminagéo
ambiental, analises subcelulares mostraram que o 6leo pode induzir
mudanc¢as morfolégicas e funcionais no RE (BACH; BAKER, 1991).
Alguns estudos mostraram alteracdes de proteinas no contetdo
microssomal na presenca de compostos organicos (JONSSON et al.,
2006a) e dioxido de silicio (TANANOVA et al., 2014). Outro estudo
utilizou perfis de expressdo protéica peroxisomal (PEP), associados a
exposicdo a poluentes marinhos, como uma ferramenta para a descoberta
de biomarcadores (Ml et al., 2005) e poluentes na avaliacdo de risco no
ambiente marinho (Ml et al., 2005; MI; APRAIZ; CRISTOBAL, 2007).

Devido a natureza altamente responsiva aos contaminantes
ambientais, tém-se enfatizado a utilizagdo dos bivalves como
biomonitores de aguas costeiras em todo o mundo ha mais de 30 anos
(MELWANI et al., 2014). Esta caracteristica resulta da sua capacidade de
bioacumulagédo e concentragdo de poluentes orgénicos, habito de filtracdo
na alimentacdo, além de serem sedentarios, abundantes e apresentarem
ampla distribuicdo geografica. Neste contexto, a ostra de mangue
Crassostrea brasiliana (= Crassostrea gasar, LAZOSKI et al., 2011)
ocorre naturalmente ao longo de todo o litoral brasileiro (GALVAO;
PEREIRA; HILSDORF, 2013). Devido a essa ampla distribuicdo, as
ostras estdo sujeitas a uma vasta gama de influéncias antropogénicas,
diretas e indiretas (ZHANG et al., 2012).

O objetivo deste estudo foi avaliar alteracdes nos perfis de
expressao protéica (PEP) de fragdes microssomais enriquecidas, obtidas
a partir de amostras de branquias de ostras C. brasiliana expostas, em
concentracdes subletais, a 10% FAD (fracdo de 6leo diesel acomodada
em agua), por 24h e 72h. Os resultados identificaram um conjunto de
proteinas expressas diferencialmente, associadas as fungdes do RE e a
outras vias metabdlicas, permitindo novos insights sobre a toxicidade do
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petroleo em microssomas de ostras, ndo relatados anteriormente. As
proteinas que compdem os PEP podem contribuir para a compreensao dos
mecanismos moleculares associados a exposi¢do a FAD no RE, bem
como, podem vir a ser utilizadas como biomarcadores de exposicdo a
FAD em bivalves.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo identificar alteragdes
no perfil de proteinas microssomais em branquias da ostra C. brasiliana
frente & exposicéo a 10% da fracdo de 6leo diesel acomodada em agua
(FAD), a fim de contribuir para o delineamento do conjunto de respostas
moleculares no reticulo endoplasmatico, associadas a exposi¢do por uma
mistura complexa de hidrocarbonetos.

2.2.2 Objetivos especificos

= Determinar o perfil diferencial de proteinas expressas no
microssoma de branquias de ostras C. brasiliana expostas a 10%
de FAD durante 24h e 72h;

= |dentificar as proteinas expressas diferencialmente, visando
relaciona-las com respostas moleculares e/ou vias metabdlicas
determinadas associadas a exposicdo a FAD no reticulo
endoplasmatico de C. brasiliana;

= Propor alvos proteicos como biomarcadores moleculares a
serem, potencialmente, utilizados como ferramentas para o
monitoramento de ambientes contaminados com 6leo diesel e/ou
derivados de petréleo;
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Animais

Ostras do mangue adultas, C. brasiliana, com comprimento de
concha similares (4.0 £ 1.0 cm) foram obtidas no cultivo experimental de
ostras na praia do Sambaqui (Laboratério de Moluscos Marinhos - LMM,
UFSC), localizado na cidade de Floriandpolis, SC, regido sul do Brasil.
Apos a coleta, os animais foram imediatamente transportados para o
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Aqudtica e
Imunoquimica - LABCAI, UFSC. As ostras foram transferidas para
aquarios de 40 L com agua do mar filtrada a 0,45 um (um animal por 1 L
de agua do mar) e mantidas sob aeracao constante, a temperatura de 21 °
C e salinidade a 25 ppt. As ostras foram alimentadas com microalgas
Chaetoceros muelleri e Isochrysis galbana duas vezes por dia, nas
densidades de 3,3 x 10° células mL™! e 2,2 x 10° células mL?,
respectivamente. A agua foi trocada diariamente durante o periodo de
aclimatacdo por uma semana antes das exposicoes.

2.3.2 Preparacao de FAD e condigdes experimentais

A fracdo de 6leo diesel acomodada em agua (FAD) foi preparada
de acordo com Singer e colaboradores (2000), com pequenas
modificacdes (SINGER et al., 2000). Resumidamente, uma parte (1 L) de
combustivel diesel foi diluida com nove partes (9 L) de dgua do mar
filtrada com 0,45 um (salinidade 25 ppt) num frasco de vidro fechado de
14 L protegido da luz para minimizar a evaporacao e degradacéo dos
componentes do combustivel. A mistura de diesel-agua foi agitada
durante 23 h com 0 homogeneizador de tecido Glas-Col a 1600 rpm a uma
temperatura constante de 21 ° C (Figura 8). Apds 1 h, a fase aquosa foi
recolhida e transferida para aquarios para 0s experimentos de exposicao.
A diluicdo de FAD (10%) foi preparada adicionando a quantidade
apropriada da solucdo de reserva a &gua do mar filtrada (1:9). A
concentracdo de FAD foi escolhida com base em um estudo prévio em C.
brasiliana em que 10% de FAD foi capaz de produzir respostas
trancricionais e enziméticas sem causar letalidade aos animais
(LUCHMANN et al., 2011, 2012).
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Figura 8. Representacdo ilustrativa do sistema de preparacdo da fracdo de dleo
diesel acomodada em agua (FAD).

Ao final do periodo de aclimatacdo, as ostras foram entdo
divididas aleatoriamente em aquarios para exposi¢do (um animal por 1 L
de &4gua do mar), a qual ocorreu apds um periodo de 24 h sem alimentacéo.
Durante os periodos de exposicao, as ostras dos grupos controle e exposto
ndo foram alimentadas para evitar a bioacumulacdo potencial via
alimento. A exposicéao foi realizada em duplicata (para cada tempo) em
aquarios com capacidade para 40 litros, com 30 ostras em cada aquario,
sob as mesmas condicdes de temperatura 21.0 + 2.0 ° C, salinidade de 25
ppt, aeracdo minima e fotoperiodo, conforme apresentadas anteriormente.
Um grupo controle também foi utilizado, no qual os animais foram
expostos somente & agua do mar. Ap6s cada periodo de exposicdo (24 e
72 h), as branquias de 10 ostras de cada réplica foram coletadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, totalizando 20 ostras
por grupo experimental, para as analises moleculares e bioquimicas
posteriores (Figura 9). Para as analises protedmicas foram reservadas
cinco branquias de cada grupo experimental. Estes procedimentos foram
aplicados tanto para 0s organismos do grupo controle, como do exposto.
Os ultimos 10 animais de cada aquario foram coletados para as analises
guimicas.
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Figura 9. Esquema representativo do experimento de exposic¢do de ostras
C.brasiliana a FAD por 24h e 72h.

Os niveis de HPA individuais e totais bioacumulados ap6s a
exposicdo a FAD, estdo resumidos em (LUCHMANN et al., 2011), assim
como as analises de biomarcadores bioquimicos e moleculares oriundos
deste experimento foram publicados nos trabalhos do grupo
(LUCHMANN et al., 2011; LUCHMANN et al., 2012; LUCHMANN et
al., 2015).

2.3.3 Preparagio da amostra

As branquias de cinco ostras (de cada grupo experimental) foram
pesadas individualmente e agrupadas, totalizando 100 mg (pool). O pool
foi homogeneizado narelagdo 1: 4 (w:v) em tampéo gelado (20 mM Tris-
HCI pH 7,6 contendo 0,5 M sacarose, 0,15 M KCI, 0,1 mM PMSF e 1uL
/ mL coquetel inibidor de protease - GeHealthcare), utilizando o
homogeneizador de tecido Tecido -Tearor ™ (JONSSON et al., 20063,
2006b). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g durante 20
min a 4°C, seguido de uma segunda centrifugagdo da fracdo sobrenadante
(S-10) a 100.000 x g durante 1h a 4°C para obtencdo da fracdo
microssomal. O conteddo microssomal foi preparado seguindo dois
passos de ultracentrifugacdo para evitar qualquer contaminacéo cruzada
com outras organelas. Em seguida, o sedimento microssomal foi
ressuspenso em tampdo gelado (20 mM Tris pH 7,6 contendo 20%
glicerol e 0,1 M EDTA) (JONSSON et al., 2006a, 2006b). A
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homogeneizacdo e a centrifugacdo dos grupos controle e expostos foram
realizadas simultaneamente. A quantificacdo das proteinas microssomais
foi realizagdo com 2-D Quant Kit (GE Healthcare) seguindo as instrucdes
descrito pelo fabricante. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -
80 ° C para analise protedmica.

2.3.4 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE)

O procedimento experimental para os géis 2-DE foi feito
simultaneamente para ambos 0s grupos, controle e exposto. A partir de
cada pool de branquias, foram obtidas trés extracbes de proteinas
(triplicata biolégica) as quais seguiram para as demais etapas
experimentais em duplicata (duplicata técnica) (Figura 10). Um total de
300 pg de proteinas microssomais foram ressuspensas em tampéo de
reidratacdo (7 M Uréia, 2 M Tiouréia, 4% (w/v) (3 - [(3-cholamidopropyl)
dimethylammonio] -1 propanosulfonado - CHAPS), 0.5% de anfélitos
IPG buffer pH 4-7 (GE Healthcare), 40 mM 1,4-dithiothreitol (DTT),
0.002% (w/v) Azul de bromofenol e 0.5% Triton X-100) (JONSSON et
al., 2006, adaptado).

Devido ao grande contetdo lipidico presente nas membranas
microssomais, o0 qual pode alcancar 49% da fracdo proteica total
(AMAR-COSTESEC et al, 1974), podem ocorrer problemas
significativos na solubilizacdo das proteinas nessas amostras (Ml et al.,
2005). Portanto, para otimizar a resolucdo de géis 2-DE, foram realizados
diversos ajustes metodologicos referentes a extracdo proteica,
solubilizacdo e configuracdo de parametros eletroforéticos. Foram
testados trés métodos diferentes de extracdo de proteinas, com base em
acetona (GORG, 2004), TCA / acetona (WESTERMEIER & NAVEN
2002, adaptado) e nas condi¢des do 2-DE Clean Up Kit (Ge Heathcare).
As proteinas precipitadas com 2-DE Clean Kit foram hidratadas em tiras
de IPG (pH 4-7, GE Healthcare) passivamente a temperatura ambiente em
aparato IPGphor (GE Healthcare). A focalizagdo isoelétrica (IEF) foi
executada no sistema Ettan IPGphor 111 (GE Healthcare) a 20°C com uma
corrente maxima total de 50 pA / tira. O protocolo foi definido da seguinte
maneira: Passo-1 100V; Grad-2 500V-500V; Grad-3 8000V- 8000V;
Grad-4 8000V-70667V com tensdo total de 80767 V / h. Ap6s a IEF, as
tiras de IPG foram incubadas com tampdo de equilibrio (75 mM Tris—
HCI, pH 8,8, 2 % (w/v) SDS, 6 M Uréia, 30 % (v/v) Glicerol, 1 % Azul
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de bromofenol) por 2 vezes durante 15 min cada. No primeiro passo,
foram adicionados 10 mg / ml de DTT, e no segundo passo 25 mg / mL
de iodoacetamida. Apo6s a IEF, a separagdo por massa molecular (segunda
dimens&o) foi realizada por eletroforese em géis de poliacrilamida (2-DE)
12,5% (p / v), utilizando o sistema Ruby Hoefer SE 600 (GE Healthcare).
Os géis foram submetidos a eletroforese vertical a 30 mA / gel, utilizando
tampado de eletroforese Tris-Glicina (125 mM Tris base, 0,96 mM Glicina,
0,5 % SDS). A Figura 10 resume como as corridas eletroforéticas foram
organizadas a fim de reduzir as varidveis da técnica. Imediatamente ap6s
a eletroforese, os géis foram fixados durante 1h (8% de acido fosférico e
50% de etanol) e corados utilizando Azul de Coomassie Brilliant Blue G-
250 coloidal (Bio-Rad) (5% Coomassie Blue G-250, 20% metanol, 10%
sulfato de aménio e 2% acido fosférico) durante 48h em agitador, sendo,
posteriormente, escaneados ou digitalizados utilizando ImageScanner 111
(GE Healthcare).

Ao final, foram gerados seis géis (n= 6) por tratamento (24C -
controle 24h; 24E -exposto 24h; 72C-controle 72h; 72E - exposto 72h),
totalizando 24 géis 2-DE. As imagens dos géis foram exportadas e
posteriormente normalizadas com o software Image Master Platinum
v.7.0 (GE Healthcare). Resumidamente, os dados de volume (%) foram
normalizados utilizando a formula NVol% = Ln (vol.% + 1), em que
NVol. % representa o percentual de volume normalizado obtido para cada
spot individualmente. A reprodutibilidade entre as seis repeti¢des (n = 6)
foi realizada comparando-se as proteinas em cada condicdo analisada
(intragroup) pelo coeficiente de correlacdo (R?) do gréfico de dispersdo
(% de volume versus% de volume). Considerou-se um fator de correlacdo
significativo como sendo maior que 0,7, e como referéncia o gel controle
com maior nimero de spots.



63

Iriplicata biologica Triplicata biolégica

o

c

=

=

&

'_|_ '_I_ al

.

Ed

Corrida 1 2
=]

&

=

5

3

I—I— I—‘— 5

2,

E

Corrida 2 =
[+

o

c

9

g

'_|_ I_I— =

=2

2

Corrida 3 E
5]

Figura 10. Representacdo esquematica das eletroforeses para separacdo das
proteinas por massa molecular em géis de poliacrilamida (2-DE). Cada corrida
eletroforética foi realizada com quatro géis, sendo dois do grupo controle e dois
do grupo exposto do mesmo tratamento (24h ou 72h). Ao final, foram realizadas
trés corridas eletroforéticas para cada tratamento, sendo 12 géis correspondentes
aos animais tratados por 24h (seis géis controle e seis géis exposto) e 12 géis
correspondentes aos animais tratados por 72h (seis géis controle e seis geéis
exposto), totalizando 24 géis bidimensionais.

2.3.5 Andlise estatistica

As diferencas entre o nivel de expressdo proteica nas branquias
das ostras dos grupos controle e exposto foram comparadas por meio da
andlise paramétrica do teste t de Student. O nivel de significancia foi
estabelecido em 95%. Os dados foram analisados utilizando o pacote de
software Statistica 7 (StatSoft) e as diferencas foram consideradas
significativas quando p <0,05. A significancia estatistica foi baseada na
presenca de proteina em todos 0s seis géis correspondentes a exposi¢do e
condicdes de controle.

2.3.6 Digestdo triptica in-gel e espectrometria de massas (MS)

A excisdo de spots foi realizada manualmente, utilizando
ponteiras plasticas, cujas pontas foram previamente cortadas para facilitar
a retirada do pedaco do gel correspondente ao spot de interesse, como
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descrito por SHEVCHENKO et al. (2006) com algumas modificacdes. As
proteinas com alteracdes equivalentes a 1,0 vez ou mais foram excisadas
do gel. Os fragmentos dos géis assim obtidos foram submetidos trés
etapas de descoloracdo em solugdo (50 mM Bicarbonato de aménio e 50%
Acetonitrila), sendo posteriormente desidratadas (100% de Acetonitrila).
Apdbs secagem, os fragmentos de gel foram reidratados em gelo com
solucdo de tripsina (25 ng / uL de tripsina Sequencing Grade Modified -
Promega, 25 mM Bicarbonato de amoénio, 10% Acetonitrila). O
fragmento de gel reidratado em solugdo tripsina foi mantido a 37 ° C
durante 16 h. Apds este periodo de incubagdo, os peptideos tripticos foram
extraidos em trés etapas com tampao de extracdo (50 % Acetonitrila e 5
% Acido trifluoroacético -TFA) durante 30 min. Finalmente, os peptideos
extraidos foram concentrados a vacuo (sistema de vacuo Speedvac®
,Eppendorf) e ressuspendidos com 0,1 % TFA. Em seguida, a 1 uL da
solucdo de peptideos foi misturadol pL de uma solugdo saturada de
matriz de 4cido alfa-ciano 4-hidroxicinamico (5 mg/ mL em TFA a 0,1%
em Acetonitrila / Metanol 1: 1), sendo 1 ul da mistura adicionado a placa
MALDI, na qual a cristalizacdo ocorreu a temperatura ambiente. A
espectrometria de massa (MS) foi realizada no espectrdometro MALDI-
TOF-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os
espectros foram adquiridos em modo de refletor linear para MALDI-TOF,
método Peptide Mass Fingerprint (PMF) com um modo automatizado e
manual, utilizando o software Flex Control. Utilizou-se tensdo de
aceleracdo de 20 kV e 50 Hz de frequéncia de laser com tempo de extracdo
de atraso de 140 ns. A calibracdo interna foi realizada utilizando-se uma
mistura de peptideos contendo sete peptideos padrdo com [M + H] + ions
de Angiotensina Il, Angiotensina I, substancia P, Bombesina, ACTH clip
1-17, ACTH clip 18-39 e Somatostatina 28 (Bruker Daltonics). Os
espectros das amostras foram obtidos por dados de acumulagéo de 1000-
3000 tiros e analisados pelo software FlexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics). Ap6s a medicdo de todas as amostras no modo MS, os
peptideos de intensidade elevada foram selecionados para subsequente
fragmentacdo por dissociagdo induzida por colisdo (CID) e analise em
tandem (MS / MS), utilizando 0 modo LIFT-TOF / TOF (os ions foram
acelerados para 8 - 19 kV).
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2.3.7 ldentificacdo proteica

A lista de massa experimental derivada dos peptideos tripticos
foi analisada pelo software BioTools 2.2 (Bruker Daltonics), seguido de
pesquisas em banco de dados, através do MASCOT. Uma base de dados
personalizada contendo de sequéncias proteicas preditas a partir de
transcriptoma de C. brasiliana e Crassostrea gigas (LUCHMANN et al.,
2015) foi construida internamente visando melhorar a anotacdo devido a
falta de sequéncias de proteinas de ostras na base de dados MASCOT. A
confianca no match do perfil de massas de pepetideos (PMF) foi baseada
em 95% e pontuacdo> 40 (C. gigas), enquanto que para pepetideos
sequenciados por MS/MS foi considerada a pontuagdo> 27 (C. gigas). Foi
ainda realizada uma segunda pesquisa junto ao banco de dados de
sequencias de proteinas ndo-redundantes de Crassostrea sp (taxid: 6564)
utilizando o Blastp no NCBI para averiguar a identificacdo da proteina.
Para a correspondéncia de peptideos a partir de MS e MS / MS, foi
considerado um minimo de trés peptideos, um maximo de uma clivagem
perdida, modificacbes de peptideos por carbamidometilcisteina
(modificacbes fixas), metionina oxidada (modificacfes variaveis) e,
ainda, carga peptidica de 1MH +. A tolerdncia maxima para a
correspondéncia de massa peptidica foi limitada a 200 ppm em modo MS
ealDaemMS/MS.

A confiabilidade da identificacdo foi atribuida a varios critérios
como: (i) todas as proteinas possuiam pelo menos uma regido de dominio
anotada nos seguintes bancos: Protein Families Database (PFAM) (FINN
et al., 2016), Simple Modular Architecture Research Tool (SMART)
(SCHULTZ et al., 1998), Clusters of Orthologous Groups of proteins
(COG) (TATUSOV; KOONIN; LIPMAN, 1997) ou Conserved Domains
and Protein Classification (CDD) (MARCHLER-BAUER et al., 2015),
utilizando configuragBGes de pesquisas padrdo no National Center for
Biotechnology Information (NCBI); (ii) 98% da sequéncia proteica
identificada mostraram homologia com C. gigas ou espécie relacionada;
(iii) a maioria das proteinas tiveram ao menos um peptideo sequenciado
por MALDI-TOF/TOF; (iv) e-values e escores significativos foram
considerados para cada proteina putativa em ambos o0s bancos de dados
(MASCOT e NCBI); (v) & maioria das proteinas candidatas a
identificacdo eram atribuidas funcdes bioldgicas relacionadas com
proteinas microssomais.
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2.3.8 Anédlise funcional no KEEG

Para identificar os processos bioldgicos associados as proteinas
identificadas realizou-se a busca de informacdo por ontologias de
proteinas retiradas da base de dados do Universal Protein Resource
(UNIPROT) disponivel em <http: //www.uni prot.org> e da Enciclopédia
de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) disponivel em <http: // www.
Genome.jp/kegg/>. As anotacdes de proteinas foram obtidas a partir da
base de dados online UNIPROT, incluindo o nome da entrada, funcéo,
atividade catalitica e localizacdo subcelular. Além disso, com intuito de
complementar as funcdes bioldgicas, encontradas no UNIPROT, utilizou-
se a "ferramenta de pesquisa" on-line para mapear proteinas-alvo em vias
metabdlicas por meio do KEGG disponivel no enderego eletrénico
<http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathwayl.html>. Por meio dos
identificadores de referéncia do KEGG de C. gigas foi possivel visualizar
a via bioquimica da base de dados KEGG com destaque para as proteinas
identificadas e classificadas com base nos seus processos biolégicos. A
visualizagdo da via foi baseada no servico de mapeamento de vias
fornecido no préprio KEGG. Os numeros e simbolos da nomenclatura
adotada pela Comissdo de Enzima (E.C.) da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) foram utilizados para
representar enzimas.
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2.4 RESULTADOS
2.4.1 Alteragdo no Perfil de Expressdo Proteica (PEPS)

Os geis bidimensionais (2-DE) do conteddo microssomal de
branquias de C. brasiliana expostas a FAD resultaram nos seguintes
perfis de expressdo de proteinas (PEPS), os quais foram analisados
comparativamente: grupo controle 24h comparado ao grupo exposto por
24h e grupo controle 72h comparado ao grupo exposto por 72h (Figuras
11-13). Realizou-se também a comparacgéo entre 0s grupos exposto 24h e
exposto 72h, conforme incluido Anexo 1. Porém, vale ressaltar que a
comparagdo ente os controles 24h e 72h ndo constam nessa tese.

Aproximadamente, 458 + 60 proteinas foram detectadas nos géis
2-DE, sendo que 250 proteinas foram combinadas (match) nas replicatas
dos 24 géis. Os geis 2-DE foram considerados reprodutiveis entre as
replicatas de cada tratamento, sendo os valores de dispersdo dos spots e 0
coeficiente de variacdo correspondentes mostrados na Tabela 2. Os
ajustes técnicos dos pardmetros de extragdo e precipitacdo de proteinas
estdo resumidos na Figura 14, assim como 0s pardmetros de focaliza¢éo
isoelétrica estdo compilados na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo da deteccdo e comparacdo (match) de cada spot nas seis
replicatas de géis (2-DE) de cada grupo experimental.

CV (%) SD Inclinacéo Coeficiente de

da reta correlacdo (R?)
24C 17,8 98 0,85 0,90
24E 9,3 56 0,80 0,93
72C 17,0 53 0,94 0,94
72E 4,94 58 0,80 0,91

CV (%) = coeficiente de variacdo em percentagem;

SD = desvio padrao;

A inclinagdo da reta e o coeficiente de correlacéo foram calculados com base nos
desvios padrdo a cada dois geis, comparando-se gel exposto como gel de
referéncia de cada grupo experimental, 24 h ou 72 h;

C = controle; E = exposto.
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MW (kDa)

Figura 11. Gel bidimensional (2-DE) representativo contendo as proteinas
microssomais de branquias de C. brasiliana com expressao diferencial p<0,05,
conforme a anélise comparativa entre grupo controle (C) e grupo exposto (E) e a
10% de fragdo acomodada em agua (FAD), em 24 e 72h de exposicdo: 24Cx24E
e 72Cx72E (Master gel). As massas moleculares (MW) com valores na faixa entre
220 a 14,4 estédo indicadas ao lado esquerdo do gel e o gradiente de pH 4-7 esta
indicado acima do gel. O contetido do extrato total protéico soluvel com 300 pg
foi separado por isoeletrofocalizacdo em strip de 13 cm (pH 4-7), a qual foi
seguida por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %, sendo o gel fixado, e,
posteriormente, corado com CBB G-250. Os circulos vermelhos representam as
proteinas diferencialmente expressas no grupo 24h exposto comparado ao grupo
controle 24h; os circulos amarelos representam as proteinas expressas
diferencialmente no grupo 72h exposto comparado ao grupo controle 72h
(p<0,05, test t de Student).
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Figura 12. Gel bidimensional (2-DE) representativo contendo as proteinas
microssomais de branquias de C. brasiliana que apresentaram expressdo
diferencial (p<0,05) entre os grupos controle 24 h comparados ao grupo exposto
a 10% de fragcdo acomodada em agua (FAD) por 24h. As massas moleculares
(MW) com valores entre 220 a 14,4 kDa estdo indicadas ao lado esquerdo do gel
e o gradiente de pH utilizado (pH 4-7) esté indicado acima do gel. O contetido do
extrato protéico total sollivel correspondente a 300 pg foi separado por
isoeletrofocalizag@o em strip de 13 cm (pH 4-7) seguida por eletroforese em gel
de poliacrilamida 12,5 %. Ap0s a fixacdo, o gel foi corado com CBB G-250. Os
nlmeros representam as proteinas diferencialmente expressas no grupo 24h
exposto comparado ao grupo controle 24h (p<0,05, test t de Student).
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Figura 13. Gel bidimensional (2-DE) representativo, contendo as proteinas
microssomais de branquias de C. brasiliana que apresentaram expressao
diferencial (p<0,05) na analise comparativa entre 0s grupos controle 72 h e o
grupo exposto a 10% de fracdo acomodada em agua (FAD) por 72 h. As massas
moleculares (MW), com valores entre 220 a 14,4 kDa, estdo indicadas ao lado
esquerdo do gel, enquanto o gradiente de pH (pH 4-7) esta indicado acima do gel.
O conteldo do extrato protéico total soltvel correspondente a 300 pg foi separado
por isoeletrofocalizagdo em strip de 13 cm (pH 4-7), seguida por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12,5 %. Apo6s fixacéo, o gel foi corado com CBB G-250.
Os nlimeros representam as proteinas diferencialmente expressas no grupo 72h
exposto comparado ao grupo controle 72h (p<0,05, test t de Student).
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Tabela 2. Protocolos testados para separacgdo de proteinas por ponto isoelétrico (IEF).

Passos Voltagem Tempo Funcéo Referéncia
Aplicada
1  Stepl 500 V +2h Eliminag&o de sais s = GORG,
GRAD 2 1000V - 8000V +1h30min  Separacdo das proteinas % Y. 2004
GRAD 3 8000V -11300V +1h Separacao das proteinas '_: : .
GRAD4 8000V -2900V #1h Separacao das proteinas LA
Total 15500 V 9h28 min ; Ly
(50pA/Strip) Obs. épdts:

Strip 13 cm, pl 3-10 Disformes;

Efeito em espelho;

2 Stepl 500 vV +1h Eliminacdo de sais €3 | PENG et
GRAD 2 1000V +1h Separacdo das proteinas g + al, 2012
GRAD 3 8000V x1lh Separagdo das proteinas  _ !

Total 71551V 10h50 min . s
50pA/Strip Obs. R - e |
Strip 13 cm, pl 3-10 s Tlvweiea 1
Spots:
Disformes;

Efeito em espelho;
Listras horizontais;
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Stepl
GRAD 2
GRAD 3
GRAD 4
Total

100V

500V-500 V
8000V — 8000 V
8000 V - 70667 V
80767 V
50uA/Strip

16h00min
+1h
+1h
+8h
26h50 min

Eliminag8o de sais

Separacdo das proteinas
Separacdo das proteinas
Separacdo das proteinas

Obs.
Strip 13 cm, pl 4 -7

-

s A
L i S TR
- - 'u’ts; ik U

Spots:

Boa resolugdo

Boa distribuicdo no
gel;

WESTERM
EIER
& NAVEN,
2002,
(Adaptado)
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Figura 14. Separacdo de proteinas em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE), referente a ajustes metodolégicos envolvendo a
extracdo proteica e a solubilizagdo das proteinas. (A) Gel SDS-PAGE referente a
extracéo e solubilizacdo das proteinas. Trés métodos diferentes de extracdo de
proteina foram realizados com base na utilizacdo de 100% acetona (linha 2), 2-
DE Clean Up Kit (linha 3) e 20% TCA / acetona (linha 4), e comparados visando
a preparacgdo do conteudo de proteinas microssomais. A analise comparativa foi
baseada no perfil obtido através de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
10%, no qual foi utilizada a mesma quantidade de proteina (12,5 ug) para cada
um dos homogenatos obtidos. Nota-se a diferenca qualitativa e quantitativa do
perfil polipeptidico de proteinas microssomais na faixa entre 30-50 kDa. (B)
Mapa protedmico representativo obtido apés focalizagdo isoelétrica na faixa de
pH entre 3-10 (13 cm), seguida por eletroforese em SDS-PAGE a 12,5%. Os géis
foram corados por CBB. Nota-se a sobreposicéo de spots na regido 50 - 100 kDa
na faixa de pl 4 - 7.

Onze foram identificadas com base no perfil de massas e/ou
sequenciamento de peptideos. Todas as informacfes sobre as proteinas
gue mostraram alteracdes significativas nos seus niveis de expressao em
microssoma de ostras expostas a 24 h e 72 h estdo em destaque nos mapas
proteicos na Figura 11 e Tabela 3. Entre as proteinas expressas
diferencialmente, oito foram identificadas em 24 h de exposicdo a FAD
(trés induzidas e cinco com expressao reprimida), e sete em 72 h (trés
induzidas e quatro com expresséo reprimida) (Figura 15).

A analise comparativa dos géis 2-DE entre todos os grupos,
controle (24h e 72h) e tratados com 10% de FAD (24h e 72h) esta
apresentada na Figura 15, tendo sido observadas oito proteinas, cuja
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expressdo foi induzida, e cinco cuja expressdo mostrou-se reduzida. As
13 proteinas adicionais estdo listadas na Tabela 1 incluida no Anexo 1.
Essas estdo relacionadas a expressao de proteinas alteradas entre todos os
grupos, porém, devido a auséncia da comparagao entre 0s grupos controle
ndo foi possivel determinar se as diferencas observadas sdo devido a
exposicdo a FAD e/ ou devido ao periodo do tempo de exposicéo,
sobretudo ao jejum.
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Figura 15. Diagrama de Venn representando o numero de proteinas
diferenciamente expresas (p<0,05, test t de Student) entre os géis 2-DE de
microssoma de branquias de C. brasiliana entre grupos controle (C) (24h e 72h)
e grupos expostos (E) a 10% de FAD (24h e 72h). Os dados apresentados de cada
grupo experimental (24C, 24E, 72C, 72E) sdo resultado da analise de seis géis
(N=6) (triplicatas bioldgicas e duplicatas técnicas) no programa Image Master
Platinum v.7.0 (GE Healthcare). Legenda: Setais azuis representam e proteinas
com expressao induzida; Setas amarelas representam proteinas com expresséo
reprimida; Os retangulos cinzas estdo em destaque as proteinas exclusivas em
cada tratamento.

De um modo geral, verificou-se que as proteinas identificadas
neste estudo apresentaram expressao reprimida frente a exposicéo a FAD,
nos dois tempos de exposicdo, 24h e 72h, em comparagdo com 0 grupo
controle (Tabela 3).

Com relagdo as diferencas qualitativas na expressao de proteinas
observaram-se trés spots exclusivos. Um deles, spot n® 50, presente em
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todos os seis mapas de repeticdo de cada grupo exposto a FAD por 24h,
foi identificado como sendo actina (Tabela 3, Figura 11). Um spot
exclusivo foi observado em géis oriundos de 72h de exposicao (spots n®
70), porém, este spot ndo foi identificado neste estudo.

Um resumo comparativo das alteracdes no nivel de expressdo de
algumas das proteinas microssomais de branquias de C. brasilana apés a
exposicdo a 10% FAD esta mostrado na Figura 16, sendo as mesmas
associadas a niveis maiores ou menores de expressdo, ou seja, expressao
induzida e expressao reprimida, respectivamente.
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Figura 16. Numero de alteracdo da expressdo das proteinas diferencialmente
expressas (p<0,05, test t de Student) identificadas nesse estudo em microsomsas
de branquias de C. brasiliana expostas a FAD por 24 e 72h. A quantidade de
alteracdes foi avaliada de acordo com o percentual de volume (%Vol) de proteina
comparado entre 0s grupos controle e exposto das seis replicadas de géis
bidimensionais (2-DE) em cada tratamento (N=6). A inducdo refere-se a maior
expressdo de uma dada proteina em comparagdo ao respectivo controle (24h ou
72h), e, de froma analoga, repressdo refere-se a diminui¢do da expressdo de uma
dada proteina quando comparada ao respectivo controle (24h ou 72h). Proteinas
consideradas significantemente alteradas (p<0,05) foram avaliadas pelo
programa Image Master Platinum v.7.0. Legenda: Thr-tiorredoxina; MIB2-
ubiquitina ligase E3 (MIB2); PEPCK - fosfoenolpiruvato carboxiquinase;
GALAC - beta-1,3-galactosyltransferase; CYP6A — citocromo P450 6A;
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CYPRED — NADPH citocromo P450 redutase; ATUB- alfa-tubulina; BTUB-
beta-tubulina; 14-3-3-proteina zeta; GELSO — Gelsolin; RECEPGLU- receptor
de glutamato;
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Tabela 3. Proteinas microssomais de C. brasiliana, identificadas por perfil de massas de peptideos (PMF; MS) e

seqlienciamento de peptideos (MS/MS), ap6s exposicao a 10% FAD por 24 e 72h.

N° Nome da Espécie e TE; M Mascot BLASTp Dominio Sequéncia do(s)
Spot proteina Codigo de Ne W/ Score Identidade protéico’ peptideo (s)
Acesso Vezes PI e-value E-value
(UNIPROT)
Identificagdo com MS (p>0,05; Mascot score >59; C. gigas) e MS/MS (p>0,05; Mascot score >27; C. gigas)
31 a-Tubulina Crassostrea 72h 49 132 216 pfam03953/ R.AVFVDLEPT
gigas 13x 52  2.6e-009 2e-70 pfam00091  VVDEVR.T/
K1PTU5 R.FPGQLNADL
R.K
32 B-Tubulina Crassostrea 72h 58 189 213 pfam03953/  K.LAVNMVPFP
gigas 13X 5.0 7.5e-16 1e-66 €d02187 R.L
K1QAJ5
142 14-3-3 proteina Crassostrea 72h 24 65 8.0e-03 pfam00244/  R.YLAEFATGT
zeta gigas 13x 5.0 1.90e-3 COG5040 DR.K
K1PHMS
107  Citocromo P450 Drosophila 72h 25 49 32 pfam00067/  R.FSNLAPLGIP
6A8 (CYP6A) melanogaster ~ 11.6x 6.0 1.90e+00 4e-66 C0G2124 R.R
Q27593
Identificacdo com MS (p>0,05; Mascot score >59; C. gigas)
256 Beta-1.3- Crassostrea 24h 53 68 75 pfam01762/ 0
galactosyltransfer gigas 11.5x 4.9 1.20e-02 3e-16 PLNO03133
ase 1 K1PQP1
357 Receptor de Crassostrea 24h 22 60 45 CD685 0
Glutamato 4 gigas 11,6 4,2 4,20e-02 5e-18

KIQNL6
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16 Tiorredoxina 11 Crassostrea 24h 43 64 68 pfam00085
(Thrll) gigas 11,5x 5,2 4,50e-02 9e-10 PTZ00102
K1QDC1
Identificacdo com MS (p>0,05 Mascot score <59)
67 Fosfoenolpiruvato  Gallus gallus 24h 55 57 52 PF00821
carboxiquinase P05153 11,2x 56  1,90e-01 5e-113
(PEPCK)
50 Gelsolin-like Lumbricus 72h 48 58 100 cd11290
terrestres 11.5x 5.6 1.00e-02 3e-45
Q8MPM1
363 Ubiquitina ligase Crassostrea 24h 52 50 97 pfam06701
E3 (MIB2) gigas 11.6x 55  4.70e+00 9e-25
K1Q222
108 NADPH-- Crassostrea 72h 24 41 28 pfam00043
Citocromo P450 gigas 11,5x 6,00 4,90e-01 5,4e-01
redutase K1QHU4
(P450 RED)
174 Glioxilato Crassostrea 24h 34 46 58 pfam02826
redutase gigas 12,2x 5,79  1,00e+00 3e-11
K1QLB1
126 Proteina de Crassostrea 72h 20 36 124 pfam05428
ligagdo ao fator gigas 14x 5,02  3,50e-01 le-36
liberador de K1PB66
corticotropina
58  Transportador de Crassostrea 24h 15 36 83 cd11498
glicina gigas 11,5x 6,34 1,60e+00 8e-19
dependente de K1QN64

sodio e cloreto 2




454 Fatty acyl- Xenopus 24h 28 33 97 PF07993
CoA laevis l1,6x 570 3,20e+00 le-171
reductase 1 Q7ZXF5

TE = Tempo de exposigao.
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2.4.2 Funcéo das proteinas identificadas por KEGG

Para determinar a funcdo proteica de cada uma das proteinas
diferencialmente expressas foram utilizadas as anota¢Oes referentes ao
banco de dados UNIPROT, KEGG e/ou por meio do dominio proteico
correspondente. Considerou-se, sobretudo, as proteinas identificadas com
valores de pontuacao significativos (MS >40 e MS/MS >27), isto &, sete
proteinas. No entanto, foram adicionadas a analise outras trés proteinas
com baixos valores de pontuacdo, mas que possuem funcgdes correlatas
aquelas com identificagéo significativa, totalizando, assim, onze proteinas
(Tabela 3). Essas proteinas foram associadas a seis classes funcionais: (i)
metabolismo lipidico / xenobidtico, (ii) fagossomo mediado pelo reticulo
endoplasmatico (RE), (iii) processamento de proteinas no RE, (iv)
degradacdo de proteinas via ubiquitina, (v), metabolismo energético, (vi)
processamento de informacdo ambiental e transportador de soluto (Figura
17).

Em geral, as funcdes de sete das 11 proteinas-alvo (64%) sdo
mediadas pelo RE, sendo duas estdo relacionadas ao metabolismo
energético (18%), e duas relacionadas a outros processos celulares (18%).
As vias mediadas pelo RE de algumas proteinas identificadas nesse
estudo estdo apresentadas na Tabela 4.

Precessamento de informagGes
oriundas do meio ambiente
18%

Metabolismo energético
18% ~3 Processamento de
proteinas no RE

18%

Degradagdo de proteinas
via ubiquitina
9%

Metabolismo de lipidios e
xenobidticos
18%

Figura 177. Classificacdo funcional geral das onze proteinas identificadas, em
funcéo de vias/processos celulares, com base nas descri¢cbes do KEGG e Uniprot.
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Tabela 4. Vias bioquimicas mediadas pelo reticulo endoplasmatico (RE) de algumas das proteinas de Crassostrea brasiliana

identificadas nesse estudo.

Via mediada pelo RE Identificadores das Nome da proteina Organismo Identificagéo por
proteinas MS/MS
KEGG/ UNIPROT

A. Fagossomo mediado por crg04145 K1R473 Tubulina alpha (TUBA) Crassostrea +
RE (Mapa A) K1RTUS5  Tubulina beta (TUBB) gigas +
B. Processamento de crg04141 K1QDC1 Tiorredoxina 11 (Thrll) Crassostrea -
proteinas no RE (Mapa B) gigas -
C. Degradacéo de proteinas Né&o K1Q222 Ubiquitina ligase E3 (MIB2) Crassostrea -
via ubiquitina encontrado gigas

D. Metabolismo de lipideos Q27593 Citocromo P450 6A8 (CYP6A) Crassostrea +
/xenobidticos K1QHU4 NADPH-- Citocromo P450 gigas

redutase
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Figura 18. Mapas das vias mediadas pelo reticulo endoplasmatico (RE)
envolvendo duas proteinas identificadas nesse estudo. O mapa gerado pelo
KEGG, incorporou as proteinas identificadas (vermelho) em mapas de vias
metabdlicas do KEEG de C. gigas (verde).
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2.5 DISCUSSAO

A abordagem protedmica é uma ferramenta importante por
fornecer uma visdo geral das respostas moleculares causadas pelo estresse
ambiental, como, por exemplo, a avaliacdo dos efeitos do 6leo diesel em
nivel proteico. As alteragdes de proteinas podem ser avaliadas por meio
do perfil de expressdo de proteinas (PEP) que refletem mudangas na
sintese (traducdo), ou ainda, na pds-traducdo ou degradacdo de proteinas
frente a exposicdo a poluentes (PASQUEVICH et al., 2013). Até o
momento, ndo ha relatos de alteragfes de proteinas microssomais em
bivalves. Portanto, o presente estudo teve como principal objetivo
analisar as alteragdes protedmicas nas brénquias da ostra nativa,
Crassostrea brasiliana, apds exposicdo a FAD por 24h e 72h, visando a
identificagdo de novos biomarcadores moleculares de exposicéo ao 6leo
diesel.

Onze proteinas expressas diferencialmente foram identificadas
nas ostras expostas a FAD. Com base na analise do KEGG, as proteinas
identificadas foram associadas a seis classes funcionais: (i) metabolismo
lipidico/xenobiotico, (i) fagossomo mediado pelo reticulo
endoplasmatico (RE), (iii) processamento de proteinas no RE, (iv)
degradacgdo de proteinas via ubiquitina, (v) metabolismo energético, (vi)
processamento de informacdo ambiental e transportador de soluto (Figura
4). Entre estas proteinas, apenas duas foram identificadas como estando
diretamente envolvidas na biotransformacéo de FAD, ou seja, a proteina
citocromo P450 6A8 (CYP6A) e NADPH citocromo P450 redutase (P450
RED). Verificou-se que o nivel de expressdo do citocromo P450 6A
(CYP6A, spot n° 107) aumentou (1,6 vezes), enquanto que a proteina
NADPH-citocromo P450 redutase (spot n°® 108) teve sua expressao
reduzida (1,5 vezes) ap6s 72 h de exposicdo (Tabela 3, Figura 11). A
principal funcéo da superfamilia do citocromo P450 (CYP) é catalisar a
conversdo metabolica de xenobidticos, promovendo a sua conversao em
derivados mais polares que podem ser facilmente excretados pela via de
biotransformacdo por enzimas de fase | de biotransformacdo ou
transportadores de farmacos (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
Tradicionalmente, membros da superfamilia P450, encontrados na fragéo
microssomal, sdo utilizados como biomarcadores de exposi¢do. Além do
tradicional uso da CYPL1A como biomarcador em estudos de expressao
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génica e atividade enzimatica (EROD) frente a exposicdo a
hidrocarbonetos halogenados e hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos
(HPA), outras isoenzimas do CYP, como a CYP6A, desempenham um
papel chave na bioativacdo ou metabolizacdo de xenobioticos. Apesar das
familias de CYP6 em invertebrados terrestres demostraram ter um papel
na desintoxicacdo de xenobidticos e resisténcia metabdlica a inseticidas
(CIFUENTES et al., 2012; MUSASIA et al., 2013; SUN et al., 2014), por
outro lado, a resposta de CYP6 em invertebrados aquaticos a poluentes
ambientais tem sido pouco estudada. Um estudo com invertebrados
terrestres mostrou a avaliagdo da expressdo de CYP6gl na tolerancia a
toxicidade de metilmercirio (MeHg) durante o desenvolviemento de
moscas. Este estudo também revelou que este gene é homdlogo ao
CYP3A4 em humanos, e, portanto, sugere-se que a inducdo deste gene
pode influenciar a susceptibilidade a MeHg em seres humanos (RAND;
LOWE; MAHAPATRA, 2012). Um estudo recente identificou diferentes
isoformas de CYP6 responsivas a exposicdo por fenol em larvas do
mosquito aquatico Chironomus kiinensis, as quais na sua maioria,
mostraram uma Vvaria¢do significativa tanto na atividade enzimaética,
como na expressao de mRNA correspondente, ap6s a exposicao ao fenol
(CAO et al., 2016). De maneira semelhante, a inducdo do gene CYP6d1
foi observada na exposicdo a fenobarbital no crustaceo Daphinia pulex
(KARIMULLINA et al., 2012). No presente estudo, foram observadas
alteracdes significativas na expressdo da proteina CYP6A em
C.brasiliana, apés 72h de exposicdo a FAD sugerindo um possivel
mecanismo dependente do tempo de exposi¢ao ao xenobidtico na familia
CYP6A.

As proteinas do citoesqueleto apresentaram as maiores alteraces
nos niveis de expressao nas ostras expostas a FAD. Dois spots diferentes,
identificados como tubulinas (spots n © 31 e 32), tiveram sua expressdo
alterada em C. brasiliana expostas a FAD, conforme observado no tempo
de 72h de exposicdo (Tabela 3). As tubulinas desempenham um papel
essencial em vérios processos celulares como o transporte celular,
motilidade, divisdo celular, posicionamento intracelular de organelas e
polimerizagdo do microtubulos (BADALA; NOURI-MAHDAVI;
RAOOF, 2008). A fosforilagdo da tubulina foi descrita como estratégia
para prevenir a despolarizacdo da actina e para regular a formagdo de
microtUbulos sob estresse oxidativo (DALLE-DONNE et al., 2001).
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Com base nos dados de MS/Mascot, o spot n°50 foi identificado
como gelsolina (spot), outra componente chave do citoesqueleto. Os
niveis de expressdo diferencial deste spot foi 1,5 vezes maior nas
branquias das ostras expostas ao FAD por 72h. Cabe destacar que a
alteracdo na expressdo de proteinas de citoesqueleto pode refletir sua
abundancia relativa, sua prevaléncia em bancos de dados ou, ainda, o fato
de poderem constituir os  principais alvos de estresse oxidativo
relacionado a poluentes (RODRIGUEZ-ORTEGA et al., 2003). As
proteinas relacionadas a estrutura e funcdo do citoesqueleto sdo o
primeiro alvo do estresse oxidativo em bivalves, destacando uma ligagédo
direta entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
desregulacdo do citoesqueleto (MCDONAGH; TYTHER; SHEEHAN,
2005). A actina e a tubulina foram anteriormente implicadas na resposta
ao estresse oxidativo (MI; APRAIZ; CRISTOBAL, 2007).

Nos ultimos anos foram atribuidas novas funcGes ao RE ligadas
a formacdo de fagossomos em resposta as particulas na superficie celular.
Acredita-se que membranas do RE sdo recrutadas préximo a superficie
celular, onde se fundem com a membrana plasmatica e se abrem no local
de contato dessas particulas, sendo, assim, responsaveis pelo
alongamento dos pseuddpodes (DESJARDINS, 2003). Devido a alta
densidade do RE, especula-se que a migragdo do mesmo ocorra
provavelmente prendendo-se a rede de microtabulos actina e tubulina
(ROGERS; FOSTER, 2007). Entretanto, o papel exato do RE na
fagocitose estd longe de ser elucidado em mamiferos (ROGERS;
FOSTER, 2007), bem como em invertebrados. De fato, as células
epiteliais de branquias sdo cercadas por células de defesa, como
macréfagos e hemdcitos, que podem atuar como efetores imunes e
participar dos mecanismos de defesa antimicrobiana em invertebrados
(BACHERE et al., 2015). Em geral, o comprometimento da fagocitose é
considerado uma resposta imunotdxica, podendo ser afetada por
exposicdo ao 6leo e aos HPA e parece ser importante no sistema imune
de invertebrados (BARRON, 2012). As alteragdes na expressdo das
proteinas actina e tubulina, e/ou suas isoformas, encontradas neste estudo,
podem indicar seu possivel envolvimento como mediadores da formacgéo
do fagossomo via RE, 0 que sugere uma reposta imunotoxica apos
exposicdo ao FAD. Os impactos ecoldgicos resultantes da
imunotoxicidade podem incluir a diminuicdo da resisténcia as doencas e
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0 aumento do parasitismo que podem levar a uma recuperacao mais lenta
de uma populagdo sujeita a impactos ambientais (BARRON, 2012).

O RE é uma organela multifuncional, que, além de garantir a
estrutura correta das proteinas, possui um papel chave na sintese de
lipideos e de esterdis, atuando, ainda, na manutencdo do calcio
intracelular (FAGONE; JACKOWSKI, 2009). Desta forma, o RE ¢
sensivel a perturbacdes na homeostase celular que sdo desencadeadas por
diferentes tipos de estresse (KNOBLACH et al, 2003). Essas
perturbacGes podem causar alteracdes na estrutura das proteinas
nascentes, levando ao acimulo de proteinas mal enoveladas no RE, uma
condigdo denominada estresse do RE (FERRARI; SOLING, 1999). Nas
células eucaridticas, essa condi¢do é detectada por diferentes sensores
residentes na membrana do RE, os quais desencadeiam uma via de
transdugdo de sinal que induz a expressdo de chaperonas e foldases,
componentes do sistema de degradagdo associado ao RE (ERAD), além
de aumentar a sintese de fosfolipidios, causando um aumento do volume
da organela de forma a contribuir para a recuperacdo da homeostase. A
ativagdo coordenada dos sensores constitui uma resposta especifica ao
estresse do RE, a qual foi denominada de resposta a proteinas
malformadas ou UPR (Unfolded Protein Response) (HUSSAIN;
RAMAIAH, 2007; SANO; REED, 2013).

As proteinas ndo enoveladas adequadamente sdo retidas no
interior do RE. O acimulo de proteinas nestas condicfes, sinaliza o
recrutamento de chaperonas, que possuem a finalidade de reestabelecer a
homeostase celular de proteinas mal enoveladas, tais como binding
protein (BiP), heat shock 70 kDa protein 5 (HSPA5), ERp57,
calreticulina, calnexina PDI (do inglés, protein disulfide isomerase) e
p58. As proteinas PDIs contém o dominio tiorredoxina responséavel por
catalisar reagdes redox tiol, podendo atuar na formacdo de ligaches
dissulfeto (oxidase), bem como clivar tais ligacbes (redutase) em
proteinas (HIGA et al., 2014; KNOBLACH et al., 2003). Devido ao seu
papel essencial no estresse do RE, a proteina PDIA3 foi selecionada como
biomarcador de estresse celular para tratamento da fibrose hepéatica em
ratos (ZHANG et al., 2016). Um estudo anterior mostrou que a expressao
génica de PDIA3 foi encontrada super-expressa no figado do salméo do
Atlantico submetido a hiperodxia crénica, a qual mostrou-se como redox-
sensivel na resposta adaptativa de células ao estresse oxidativo (HUANG
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et al., 2009). Outro estudo mostrou que a PDIA5 contribuiu para o
rearranjo de ligacGes dissulfeto sob condicbes de estresse, conduzindo
assim a ativacdo de genes-alvo relacionados com a quimio-resisténcia em
células cancerosas (HIGA et al., 2014). No presente estudo, entre as
proteinas relacionadas com a resposta ao estresse no RE, foi identificada
a repressao da proteina tiorredoxina apés 24h de exposigdo a FAD (spot
n° 65, Tabela 3). A repressdo da expressdo da tiorredoxina pode indicar
gue provavelmente o estresse do RE esteja apenas no inicio, sendo
necessario um intervalo de tempo maior para a sua ativacdo. A indugédo
posterior da proteina tioredoxina neste estudo poderia ser um indicativo
da restauracdo do enovelamento proteico, através do rearranjo das
ligacGes dissulfeto, como uma tentativa de restaurar a homeostase no RE
frente a exposicdo a FAD. Estudos anteriores mostraram que a exposicao
A FAD no foi capaz de produzir alteragdes significativas nas enzimas
antioxidantes GPX, GR, G6PDH, GST e SOD em branquias de C.
brasiliana (LUCHMANN et al., 2011). Essas ezimas podem atuar com o
intuito de eliminar as EROS geradas pelo contaminate, mas também, as
alteragBes da atividade dessas enzimas representam uma importante
adaptacdo ao estresse induzido por poluentes.

O RE também desempenha um papel vital no controle da
qualidade de proteinas celulares, através da remoc¢do e degradacéo de
proteinas que ndo estdo corretamente enoveladas em complexos ativos
(BUCHBERGER; SCHINDELIN; HANZELMANN, 2015; TSAlI;
WEISSMAN, 2010). Este processo é conhecido como degradacdo de
proteinas por ER (ERAD) que garante que apenas as proteinas
corretamente enoveladas sejam transportadas para seus destinos finais
(KLEIZEN; BRAAKMAN, 2004; TSAIl; WEISSMAN, 2010). O
processo de ERAD se inicia quando chaperonas reconhecem proteinas
mal enoveladas, sinalizadas pela manosidase I, e as direcionam para sitios
especificos na membrana do RE, onde sdo transportadas, através da
membrana, do limen desta organela para o citoplasma. A ubiquitina
ligase E3 est associada a membrana do RE onde catalisa a polimerizagdo
de cadeias de ubiquitina, as quais sdo adicionadas ao substrato a ser
degradado (YE et al., 2004). Isto permite que o substrato seja retirado da
membrana do RE pela ATPase citosolica p97/VCP, que em conjunto com
cofatores, direciona o substrato para 26S proteossoma, onde €, entdo,
degradado (MEUSSER et al., 2005; VEMBAR; BRODSKY, 2009). A
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modificacdo covalente de proteinas com adicdo de moléculas de
ubiquitina (denominada "ubiquitinacdo™) regula diversos processos
essenciais nas células eucaridticas, controlando essencialmente a
degradacdo de proteinas. No presente trabalho, foi observada a inducéo
da expressdo da ubiquitina ligase E3 (1,6 vezes) apds 24h de exposicdo a
FAD (Tabela 3). A regulacdo da expressdo desta proteina provavelmente
esta ligada a condigdes tanto temporais, quanto espaciais, entretanto ha
ainda pouca compreensdo desta dinamica em nivel molecular
(BUCHBERGER; SCHINDELIN; HANZELMANN, 2015). No entanto,
poder-se-ia especular que a alteracdo significativa observada na expressao
desta proteina seja causada por um aumento de proteinas mal enoveladas
em decorréncia da exposicdo ‘a FAD, as quais estariam sendo conduzidas
para o proteossoma 26S para posterior degradacao.

Em resumo, postulamos que a indugdo do CYP6A ocorra durante
a biotransformagdo dos componentes do FAD. A proteina NAPDH
citocromo P450 redutase atua na transferéncia de elétrons restaurando o
estado redox do CYP6A, aparentemente de forma tempo-depende (72 h).
O processo de biotransformagao assim desencadeado gera a formacéao de
EROS, causando estresse oxidativo. O estresse oxidativo provoca um
aumento na quantidade de proteinas mal enoveladas no RE,
estabelecendo, assim, uma condi¢do conhecida como estresse do RE, a
qual pode desencadear uma resposta orquestrada por chaperonas para
recuperacdo da funcdo microssomal. Por outro lado, alteragGes
significativas nos niveis de expressdo das proteinas tiorredoxina e
ubiquitina ligase E3 atuam para reduzir o ndmero de proteinas mal
enveladas no RE e restabelecer a homeostase em contraponto ao estresse
no RE, o que j& ocorre apds 24h de exposicdo a FAD. Verificou-se
também a alteragdes relacionadas com proteinas de citoesqueleto no
microssoma de branquias de C. brasiliana em 72h de exposicdo a FAD,
0 que poderia estar refletindo um incremento da resposta fagocitica, e,
consequentemente, um aumento da imunotoxicidade, e, ainda, alteracéo
no movimento vesicular por actinas e tubulinas. Além disso, a este quadro
poderia estar associado que um aumento do estresse oxidativo
relacionado com o incremento de alteragdes pds-traducionais em
proteinas do citoesqueleto. Em suma, as alteracdes de proteinas
encontradas neste estudo em resposta a exposicdo a FAD revelaram um
conjunto de respostas moleculares interessantes decorrente de sua
toxicidade; conjunto este envolvendo o enovelamento, processamento e
degradacdo de proteinas no RE, entre outros processos relacionados a



90
dindmica  desta  estutura  celular, conforme representado
esquematicamente na Figura 19.
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Figura 19. Representagdo esquematica dos precessos gerados na branquia de Crassostrea brasiliana apds exposicdo a 10% FAD.
Esses processos foram propostos de acordo com as proteinas identificadas neste estudo, cujo nivel de expresséao foi alterado frente
a exposicao, e com base nas suas respectivas fungdes, juntamente com dados j& reportados na literatura. Ap6s a exposicdo,
componentes da FAD atingem o meio intracelular por meio de difusdo. Em seguida, a indugdo de CYP6A ocorre durante a
biotransformagédo. A proteina NAPDH citocromo P450 redutase atua na transferéncia de elétrons, restaurando o estado redox do
CYPGBA, aparentemente de forma tempo-depende (72 h). O processo de biotransformacdo gera a formacdo de EROS gerando
estresse oxidativo. AlteracOes significativas na expressdo das proteinas tiorredoxina e ubiquitina ligase E3 atuam para reduzir o
numero de proteinas mal enoveladas no RE e, desta forma, restabelecer a homeostase proteica contra o estresse no RE ja em 24h
de exposi¢do a FAD. Alteracfes observadas no nivel de expressao de proteinas de citoesqueleto no microssoma estdo relacionadas
ao incremento de resposta fagocitica, e consequente aumento da imunotoxicidade, bem como com alteragbes no movimento
vesicular por actinas e tubulinas em 72h. Além disso, poder-se-ia sugerir que 0 aumento do estresse oxidativo também possa estar
relacionado com o incremento de alteragdes pds-traducionais em proteinas do préprio citoesqueleto.
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2.6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo exploratorio revelou pela primeira vez a utilidade da
protedmica para avaliar as diferencas na expressao proteica da fracdo
microssomal de branquias de ostras, Crassostrea brasiliana, expostas a
FAD, e forneceu a primeira avaliacdo dos potenciais efeitos do 6leo diesel
em nivel proteico, sobretudo no reticulo endoplasmatico (RE). Das onze
proteinas expressas diferencialmente identificadas neste estudo, sete
apresentam potencial de utilizacdo como perfil de expressédo proteica
(PEP) em branquias de ostras. Estas proteinas foram categorizadas em
trés vias funcionais distintas, tais como: metabolismo lipidico /
xenobidtico (CYPBA e P450 RED), fagossomo mediados por RE
(tubulina) e processamento e degradacéo de proteinas no RE (tiorredoxina
e ubiquitina ligase E3). Estas proteinas representam novos biomarcadores
potenciais de exposicdo ao FAD no RE de branquias de ostras, 0s quais
podem ser utilizadas em estudos posteriores. Concluiu-se que a analise de
proteinas microssomias representa uma poderosa ferramenta para avaliar
os efeitos de derramamento de éleo no ambiente aquatico, bem como para
compreender os mecanismos que envolvem o RE frente a exposicao a esta
classe de xenobiotico. Além disso, recomenda-se a realizacdo de estudos
adicionais para confirmar e validar o uso das proteinas aqui identificadas
como novos bhiomarcadores putativos da exposicdo & FAD numa
perspectiva de avaliacdo de risco e exposi¢cdo ambiental mais realista.
Estudos futuros também s3o necessarios para investigar mais
detalhadamente alguns dos mecanismos aqui apontados e/ou sugeridos,
como sendo impactados ou responsivos frente a exposicao a FAD.
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2.7 PERSPECTIVAS

Visando dar continuidade ao estudo realizado, sugerimos as
seguintes perspectivas:

Analisar as eventuais modificacbes pds-tradicionais das
proteinas aqui relacionadas, utilizando espectrometria de massa. Analisar,
ainda, 0s mapas proteicos de géis bidimensionais, apds coloracdo com
corantes especificos de forma a expor as modificacBes pos-traducionais
especificas, estabelecendo, assim, fosfoproteomas e glicoproteomas em
amostras oriundas de ambientes contaminados por 6leo diesel.

Com base nas proteinas identificadas, realizar novos estudos,
envolvendo, por exemplo, analise da expressao génica por meio de gRT-
PCR e avaliacdo individual da expressdo de proteinas-alvo por western
blotting ou dot blot.

Confirmar/validar estas proteinas como biomarcadores
moleculares, visando sua utilizagdo no biomonitoramento ambiental
utilizando amostras oriundas de ambientes contaminados. Uma das
estratégias poderia envolver a quantificacdo destas proteinas via ensaios
de ELISA, por meio da producéo de anticorpos especificos.

Realizar a analise estrutural por modelagem computacional,
difracdo por raio X e/ou ressonancia magnética nuclear (RMN) de
proteinas-alvo identificadas nesse estudo, de modo a contribuir para o
conhecimento relacionado com a interacdo proteina-proteina em ostras C.
brasiliana.
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ABSTRACT

Bivalves are of major importance in aquatic ecosystems and for using in
aquaculture. They show remarkable plasticity to environmental changes
and are proposed as sentinel organism in biomonitoring programs. Studies
related to transcriptional analysis using quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) in these organisms have notably increased, imposing a need to
identify and validate adequate reference genes for an accurate and reliable
analysis. A systematic evaluation of reference genes under different
environmental stressing conditions and contaminant challenges is
required. In the present study, nine commonly used reference genes were
selected from transcriptome data of Crassostrea brasiliana in order to
identify its suitability as gRT-PCR normalizer genes. The transcriptional
pattern of these genes were analyzed in gills of oysters under three
different experimental conditions: (i) different temperatures (18°C, 24°C
or 32°C) and phenanthrene (100 pug/L) combined exposure; (ii) different
salinities (10, 25 or 35) and phenanthrene (100 pg/L) combined exposure
and (iii) 10% of diesel fuel water-accommodated fraction (disel-FAD)
exposure. Reference gene stability was calculated using four algorithms
(geNorm, NormFinder, BestKeeper, comparative delta Ct), and ranked by
RefFinder tool. Different sets of genes were suggested for gRT-PCR data
normalization, according to the experimental conditions. Transcripts of
ankyrin-like (ANK), GAPDH-like and a tubulin-like (TUBA) genes
showed minor changes in different temperatures and PHE combined
exposures. Transcripts of ANK, B actin-like and S tubulin-like genes
showed better results in oysters kept at different salinities and exposed to
PHE, and ANK, TUBA and 28S ribosomal protein-like genes showed the
most stable transcription pattern in oysters exposed to diesel FAD
exposure. This study constitutes the first systematic analysis on reference
genes selection for qRT-PCR normalization in C. brasiliana. Throughout
all experimental conditions and durations of exposure, ANK and TUBA
genes showed the lowest global variability. These reference genes could
be employed in differential transcription studies using gRT-PCR analysis
under the same or similar experimental conditions.

Keywords: quantitative PCR, normalizing genes, mangrove oyster,
polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH), abiotic stress.
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RESUMO

Os bivalves sdo de grande importancia nos ecossistemas aquaticos e na
aquicultura. Eles possuem uma plasticidade notavel para as mudancas
ambientais e sdo propostos como organismo sentinela em programas de
biomonitoramento. Estudos relacionados a analise transcricional usando
PCR quantitativa em tempo real (gRT-PCR) nesses organismos
aumentaram notavelmente, impondo a necessidade de identificar e validar
genes de referéncia adequados para uma anélise precisa e confiavel. E
necesséria uma avaliacdo sistematica de genes de referéncia sob
diferentes condicGes de estresse ambiental e desafios de contaminantes.
No presente estudo, foram selecionados nove genes de referéncia
comumente utilizados a partir de dados transcriptémicos de Crassostrea
brasiliana para identificar sua adequacdo como genes normalizadores
gRT-PCR. Os transcritos destes genes foram avaliados em branquias de
ostras sob trés condi¢Bes experimentais: (i) exposicao a fenantreno (100
ug/L) em diferentes temperaturas (18°C, 24°C ou 32°C) e; (ii) exposi¢do
ao fenantreno em diferentes salinidades (10, 25 ou 35%o) e (iii) exposi¢ao
a 10% de fracdo de Oleo de diesel acomodada em &gua (FAD). A
estabilidade do gene de referéncia foi calculada utilizando quatro
algoritmos (geNorm, NormFinder, BestKeeper, delta Ct comparativo) e
classificada pelo software RefFinder. Diferentes conjuntos de genes
foram sugeridos para a normalizagéo dos dados de qRT-PCR, de acordo
com as condi¢Bes experimentais. Transcritos de ankyrina-like (ANK),
GAPDH-like e a tubulin-like (TUBA) mostraram pequenas alteracdes em
exposicbes de PHE combinadas com diferentes temperaturas. Os
transcritos génicos de ANK, p-actina-like e p-tubulin-like mostraram
melhores resultados em ostras mantidas em diferentes salinidades e
expostas a PHE; ANK, TUBAe 28S ribossomal apresentaram melhor
estabilidade em ostras expostas a FAD. Este estudo constitui a primeira
andlise sistematica sobre a selecdo de genes de referéncia para
normalizacdo de gRT-PCR em C. brasiliana. Em todas as condiges
experimentais, os genes ANK e TUBA apresentaram a menor
variabilidade global. Estes genes de referéncia poderiam ser utilizados em
estudos de transcricionais utilizando a andlise de qRT-PCR sob as
mesmas condicdes experimentais ou semelhantes.
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Palavras-chave: PCR quantitativa em tempo real, genes normalizadores,
ostra de mangue, hidrocarboneto aromatico policiclico (PAH), estresse
abidtico.
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3.1 INTRODUCAO

A ostra Crassostrea brasiliana (Crassostrea gasar, LAZOSKI
et al., 2011) estd amplamente distribuida ao longo da costa brasileira
(GALVAO et al., 2013) e desempenha um papel fundamental como
filtradora nos ecossistemas estuarinos. Como organismos sésseis da zona
intermareal, as ostras sdo capazes de tolerar ambientes com significativas
e dindmicas variagdes nas condi¢fes ambientais. Fatores abidticos, como
temperatura e salinidade, variam amplamente nos ciclos diarios e
sazonais, até mesmo a distribuicdo dessa espécie esta relacionada as
condi¢des ambientais encontradas. A ostra de mangue suporta
temperaturas de 16,1 a 26,6 ° C e salinidades de 8%o a 34,1%0 (MENZEL,
1991). Esses organismos também experimentam uma ampla gama de
impactos antropogénicos diretos e indiretos, incluindo descargas de
contaminantes (ZHANG et al., 2012).

As areas de habitat desta espécie se sobrepdem com atividades
relacionadas ao petroleo tornando a C. brasiliana uma espécie importante
para 0 monitoramento do impacto do petrdleo. De fato, as ostras tém a
capacidade de bioacumular grandes quantidades de compostos toxicos, o
gue as capacita como organismos sentinelas para programas de
biomonitoramento (LACROIX et al., 2014).

Os estudos de transcri¢do de genes tém sido muito utilizado na
identificagdo de transcritos, vias e redes subjacentes aos processos
celulares e de desenvolvimento (FENG et al., 2013). Nosso grupo de
pesquisa estd atualmente realizando estudos, a nivel transcricional, para
identificar genes alterados por diferentes condigcdes estressantes e
desenvolver novas ferramentas de biomarcadores moleculares que
possam ajudar a elucidar os mecanismos associados a perturbacdo do
metabolismo causada por xenobidticos em C. brasiliana (LUCHMANN
etal., 2011, 2012, 2015).

A PCR quantitativa em tempo real tem sido amplamente
utilizada para a analise da transcricdo génica devido a sua alta
sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e alto rendimento (MORI
et al., 2008; YANG et al., 2015). Uma deficiente normalizacéo de dados
de transcricdo pode causar uma quantificagdo imprecisa e conclusfes
incorretas (CHAPMAN; WALDENSTROM, 2015). Muitos métodos de
normalizacéo de dados estdo disponiveis para qRT-PCR (revisdo em Liu
et al., 2015), mas o0 mais comumente utilizado baseia-se na normalizacao
com genes de referéncia que apresentem uma transcricao estavel entre as
condicBes testadas. Entretanto, varios relatos destacam algumas
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dificuldades na identificagdo de um gene normalizador na analise de gRT-
PCR devido a variagdo inerente do padrdo de transcricdo génica em
diferentes tecidos, género (FILBY; TYLER, 2007) e no desenvolvimento
(TANG et al., 2007). Portanto, a selecdo de genes normalizadores de
referéncia é critica para a precisdo da analise de gRT-PCR (CHAPMAN;
WALDENSTROM, 2015; LIU et al., 2015). Varias metodologias tém
sido utilizadas para avaliar a estabilidade dos dados de transcri¢do de
genes de modo a auxiliar na selecdo de um gene normalizador ideal. Os
métodos mais empregados utilizam os softwares (VANDESOMPELE et
al., 2002a), NormFinder (Andersen et al., 2004), BestKeeper (PFAFFL et
al., 2004), delta Ct (ACT) (SILVER et al., 2006) e RefFinder.

Existem poucos estudos sobre a caracterizacdo de genes
normalizadores em ostras (DU et al., 2013). O objetivo deste trabalho foi
pesquisar genes normalizadores que possam ser utilizados para analise de
transcricdo génica em ostras sob diferentes condi¢Ges experimentais.
Neste trabalho foram utilizadas as seguintes condi¢Oes: exposi¢do ao
fenantreno combinado com dois fatores abioticos (temperatura e
salinidade) e exposicdo a 10% FAD. Os genes relatados aqui constituem
uma ferramenta importante para futuros estudos quantitativos de
transcricdo génica avaliando os efeitos da exposicao a produtos derivados
de petr6leo como C. brasiliana como espécie sentinela.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar e selecionar

genes normalizadores para andlises trancricionais usando gPCR-RT em
C. brasiliana em trés diferentes condicdes experimentais: (i) exposicéo a
10% FAD; (ii) exposicdo a fenantreno combinado com diferentes
temperaturas e (iii) exposicdo a fenantreno combinado com diferentes
salinidades.

3.2.2 Objetivo especificos

Verificar a estabilidade de genes normalizadores por meio dos
programas matematicos geNorm, NormFinder, RefFinder, ACT
e BestKeeper em amostras de ostras submetidas a diferentes
condi¢des experimentais;

Estabelecer o nimero de genes normalizadores para realizar
andlise transcricional usando QqPCR-RT nas condicOes
experimentais testadas;

Selecionar genes normalizadores para cada condigdo
experimental;
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Animais

Ostras do mangue adultas, C. brasiliana, com tamanho de
concha similares entre 5 e 7 cm foram obtidas nas fazendas de ostras na
praia do Sambaqui (Laboratério de Moluscos Marinhos, UFSC) em
Floriandpolis, sul do Brasil e transportadas para o laboratério. Os animais
foram mantidos em aquarios de 40 L com agua do mar filtrada (0.45 um),
sendo 1 animal por 1 L de 4gua do mar, continuamente aerados. As ostras
foram alimentadas com microalga (Chaetoceros muelleri e Isochrysis
galbana) duas vezes por dia, com uma densidade de 3.3 x 106 cels mL™!
and 2.2 x 10° cels mL™%, respectivamente.

3.3.2 Experimentos de exposi¢do

3.3.2.1 Salinidade ou temperatura combinada com exposi¢do por
fenantreno (PHE)

Trés grupos de 80 ostras foram gradualmente aclimatados nas
salinidades de 10, 25 ou 35%o por sete dias. Outro grupo foi também
aclimatado nas temperaturas de 18°C, 24°C e 32°C por sete dias. Valores
de salinidade foram escolhidos com base na ocorréncia natural dessas
salinidades para C. brasiliana que representam condi¢cBes de
hiposalinidade (10 psu), controle (25 psu) e hipersalinidade (35 psu). Ao
longo da costa brasileira a temperatura pode variar de 25 a 32 °C, portanto,
tentou-se representar baixas temperaturas (18 °C), controle (24 °C) e altas
temperaturas (32 °C) (revisado em MENZEL, 1991).

As ostras foram mantidas nas temperaturas ou salinidades
descritas acima durante sete dias. Apés esse periodo de aclimatacéo, as
ostras foram divididas aleatoriamente em aquarios de vidro de 40 L e
colocadas nas temperaturas e salinidades selecionadas (40 animais por
tanque). O PHE foi dissolvido em sulféxido de dimetilo (DMSO) e em
seguida, adicionado a cada aquério de exposigdo (um para cada condicao
experimental de temperatura ou salinidade) para alcancar a concentragao
nominal de 100 pg/L. A méxima concentragdo de DMSO utilizada foi
0.002% (v/v). Cada aquério foi individualmente aerado e coberto com
tampa de vidro a qual foi selada para minimizar a evaporacéo de PHE. As
concentracbes de PHE foram escolhidas com base nas respostas da
transcricdo génica previamente observada em C. brasiliana



103
(LUCHMANN et al. 2015). Nos grupos controle (um por condicio
experimental de salinidade ou temperatura), os animais foram submetidos
as mesmas condigdes que 0s grupos expostos, exceto pela adicdo de
0.002% (v/v) DMSO sem PHE. Os periodos de exposicdo foram
selecionados com base na transcrigdo génica (24h) e atividade enzimatica
(96h), observados previamente em C. brasiliana exposta a PHE
(LUCHMANN et al. 2015). Durante a exposicdo, animais controle e
expostos ndo foram alimentados para evitar potencial bioacumulacdo de
PHE pela alimentacdo. Ao final de cada periodo experimental, 10 animais
de cada aquario foram mortos e as branquias foram imediatamente
dissecadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —80°C para
a realizacdo das analises moleculares.

3.3.2.2 Exposicéo a fracéo de 6leo diesel acomodada em agua (FAD)

As ostras foram aclimatadas por sete dias como descrito acima.
A preparacdo da fracdo FAD seguiu o protocolo descrito anteriormente
(SINGER et al., 2000). A concentracdo de 10% foi selecionada com base
nos resultados anteriores observados em C. brasiliana (LUCHMANN et
al., 2011). A exposicao foi realizada em duplicata (para cada tempo) em
aquarios com capacidade para 40 L, com 30 ostras em cada aquario,
durante 24 e 72h sob as mesmas condi¢Oes de temperatura, salinidade e
fotoperiodo apresentadas anteriormente. Um grupo controle também foi
utilizado, no qual os animais foram expostos somente a agua do mar. Os
animais nao foram alimentados durante o periodo de exposicdo. Apo6s 0s
periodos de exposicdo (24 e 72h), as branquias de 10 ostras de cada
réplica foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido, para posterior realizacdo de andlises moleculares. Estes
procedimentos foram aplicados tanto para os organismos do grupo
controle, como dos expostos. Logo apds o periodo de exposicdo, 10
animais de cada aquario foram mortos e as branquias imediatamente
dissecadas e armazenadas em freezer —80°C até a realiza¢do das analises
moleculares.

3.3.3 Selecdo de genes normalizadores e desenho de iniciadores

Nove genes candidatos a normalizadores foram escolhidos com
base em estudos de transcricdo génica realizados com bivalves nos
Gltimos anos. A Tabela 5 mostra a lista dos genes e a sequéncia de seus
iniciadores testados no presente trabalho, contendo genes
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tradicionalmente utilizados como a g actina like (ACTB, FENG et al.
2013; IZAGIRRE et al. 2014) e genes menos utilizados como anquirina
(ANK), envolvido na manutencgéo do citoesqueleto em C. gigas (ZHAO
et al., 2012). A sequéncia de iniciadores de o tubulina-like (TUBA) e S
tubulina-like (TUBB) foi escolhida a partir de estudos prévios
(LUCHMANN et al., 2012). Os demais iniciadores foram desenhados a
partir do banco de sequéncias nucleotidicas oriundas do transcriptoma de
C. brasiliana (LUCHMANN et al. 2015) usando o software
IniciadoresQuest® (https://www.idtdna.com/Scitools). Os parametros
utilizados foram: tamanho do produto amplificado 70-150 bp,
temperatura de fusdo entre 58 e 62°C, tamanho dos iniciadores de entre
20 e 26 pb e porcentagem de GC entre 40 e 60%. A detec¢do de dimeros
foi avaliada por meio do programa FastPCR (KALENDAR & LEE,
2014).

Em seguida, as sequéncias dos iniciadores foram submetidas ao
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra o banco de sequéncias nao
redudantes (nr database) do NCBI (e-value threshold of 1076), seguida
pela pesquisa por dominios proteicos conservados (protein-conserved
domains) utilizando o Conserved Domains Database (CDD)
(MARCHLER-BAUER et al., 2011). Esta etapa foi realizada para avaliar
a qualidade dos iniciadores gerados. Os iniciadores de ACTB continham
dominios conservados identificados pelo descritor cd00012 (NBD_sugar-
kinase_ HSP70_actin, Actin superfamily) e dominio encontrados na base
de dados Pfam (pfam00022/Actin). A ANK putativa foi identificada pelos
dominios ¢d00204 (Ankyrin repeats protein) e pfam12796 (Ank 2,
Ankyrin repeats). O gene 40S Ribosomal protein S9 like contém o0s
dominios PTZ00155 (40S ribosomal protein S9) e COG0522 (RpsD,
Ribosomal protein S4). No gene 40S Ribosomal protein S3 like foi
encontrado o dominiocd02413 (40S_S3 KH, domain of the eukaryotic
40S small ribosomal subunit protein S3) e pfam00189 (EF1_alpha_llI,
40S_S3_KH, Ribosomal protein S3). No gene eukaryotic elongation
factor a like (EF-a) foram identificados os dominios cd03705
(EF1_alpha_Il, Domain IIl of EF-1) e pfam00009 (GTP_EFTU,
Elongation factor Tu GTP binding domain). Finalmente, o gene
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) apresentou os dominios
pfam02800 (Gp_dh_C, Glyceraldehyde 3 - phosphate dehydrogenase, C
- terminal domain) e COGO0057 (GapA, Glyceraldehyde - 3 - phosphate
dehydrogenase/ erythrose - 4 -phosphate dehydrogenase).
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3.3.4 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido das branquias (aproximadamente 100
mg) dos dez individuos de cada grupo experimental utilizando 1 mL
reagente Qiazol (Qiagen), seguido da homogeneizacdo mecanica do
tecido utilizando o aparelho Tissue-Tearor® (BioSpec Products). Apos a
homogeneizacao, os tubos contendo 0 homogenizado foram mantidos em
temperatura ambiente por 1h. Cloroférmio foi adicionado ao
homogenizado para separar as fases organicas através de centrifugacéo.
O RNA contido na fase aquosa foi precipitado pela adi¢do de isopropanol,
esse precipitado foi lavado com etanol 75% antes da ressuspesao em agua
livre de RNAse. A concentracdo e pureza do RNA de cada amostra foi
analisada utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
(Thermo Scientific). Somente amostras com alto grau de pureza (OD
260/280 > 1.8, OD 260/230 > 1.8) foram processadas e imediatamente
armazenadas a -80°C. Logo apds, o RNA foi tratado com DNasel
(Qiagen) de acordo com instrugdes do fabricante. A transcricdo reversa
para a sintese de cDNA, a partir de 1 pug de RNA total, foi realizada
utilizando o QuantiTec Reverse Transcription Kit (Qiagen). A
quantificagdo do cDNA foi realizada como descrito anteriormente e a
amostra foi armazenada a -20°C para as anélises subsequentes.
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Tabela 5. Sequéncia de iniciadores utilizadas para as anélises de gRT-PCR.

Gene NUmero de acesso Sequéncia do iniciador 5'-3' Tamanho Funcéo Referéncia
(Abreviaco) ou ID do gene de (Senso and anti-senso) do produto Molecular
ostra amplificado
(bp)
B actina like NM_001308859.1 S:TTGGTGACGATGCCGTGTTCAATGG 122 Citoesqueleto  Este estudo
(ACTB) A:CCAGACATCAGGGTGTTATGGTTGGTATG
o tubulina like XM_013563113.1 S:TGA GGC CCG TGA AGA TCT TGCTGC 91 Citoesqueleto ~ Luchman et al.,
(TUBA) A:ACCACCCTCCTCTTCAGCTTCACCT 2012
B tubulina like XM_011415719.1 S:GGGCTAAGGGACACTACACAGAAGGAGC 146 Citoesqueleto ~ Luchman et al.,
(TUBB) ATGTTCCCATACCAGATCCGGTGCCA 2012
anquirina like XM_011434745.1 S:CATTGGTCGTCCTATTGAACAATCTAAA 84 Citoesqueleto  Este estudo
(ANK) A:AAGTGATAAAGGTAATTCTCACACAACC
28S ribosomal proteina EKC36428 S:CCCGAAGCCAAACACATTCAAGTGG 131 Subunidade Este estudo
like (28S) A:GGCTTTCCATTGCGGTCACCTTAG ribossomal
40S ribosomal proteina XM_011447431.1 S:CCTGTTATGGAGTGCTACGGTTTATC 78 Subunidade Este estudo
subunit S3 like A:CATTGACTTGGCTCTCTGTCCTC ribossomal
(40S3)
40S ribosomal proteina XM_011440006.1 S:CCTGTTCCCTTCTTGGCATTCTT 98 Subunidade Este estudo
subunit S9 like (40S9) ATGACTTCTCCCTCAGATCACCATAC ribossomal
Fator de alongamento 1-o NM_001305313.1 SIATTGACCAGAGAACCATCGCCAAGT 102 Sintese Este estudo
like (EFA) A:ACGCTCAGCCTTGAGTTTGTCCAATA proteica
Gliceraldeido-3-fosfato XM_011446602.1 S:CAGTCCTTGTTACTGGGTCCATCTAC 122 Metabolismo Este estudo
desidrogenase (GAPDH) A:TGTCTAGCTCCTCTTGCGAAAGTTATT C energeético
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3.3.5 Analise de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A analise de qRT-PCR foi realizada com sete animais (n=7)
expostos a FAD, 10 animais (n = 10) expostos a PHE em diferentes
salinidades e 10 animais (n =10) expostos a PHE em diferentes
temperaturas. O nivel de transcricdo dos genes foi medido através de
reacOes de PCR em tempo real utilizando QuantiFast SYBR Green PCR
Kit (Qiagen). As reacOes de amplificacdo foram realizadas com 1 uM de
cada iniciador, 10 pL. QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen) e 8 uL.
de cDNA (100 ng/reaction) totalizando 20 uL de volume de reacdo. Em
seguida, essa reagdo foi adicionada ao termociclador Rotor-Gene TM
6000 real-time gRT-PCR system (Corbett Life Science) com o seguinte
programa: 5 min a 60°C, 40 ciclos de 10s a 95°C e 30s a 60°C, de acordo
com instrucdes do fabricante. O produto de PCR foi submetido & analise
da curva de temperatura de fusdo entre 55° a 95°C, sendo que a cada 1°C
adquire-se a florescéncia verde. No intuito de identificar a presenca de
produtos ndo especificos e dimeros de iniciadores, foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose 2%.

A eficiéncia da reacdo de PCR (E) foi determinada para cada
par de iniciadores através de uma curva de calibracdo de diluicdo seriada
com cinco concentragdes. Todas as curvas apresentaram R? superior a
0,98 e E entre 95% e 105%. Os valores de cycle threshold (Ct)
correspondem ao numero de ciclos em que a emissdo de fluorescéncia
monitorada em tempo real ultrapassa o limite superior (threshold limit) e
excede o valor de background de fluorescéncia. A transcricdo génica foi
determinada como o nimero de ciclos necessarios para a amplificacdo
alcancar a fase exponencial da reacdo de PCR. Ct e E foram obtidos
utilizando o software de sistema de gRT-PCR de Rotor-Gene 6000 em
tempo real (Tabela 6).

3.3.6 Analise da estabilidade génica

A estabilidade dos genes testados como normalizadores foi
avaliada através de quatro programas computacionais comumente
utilizados. geNorm calcula o valor de “M” para cada gene com base na
média de variacdo par-a-par entre o gene de interesse e todos 0s genes
controles (VANDESOMPELE et al., 2002b). NormFinder fornece um
valor de estabilidade para cada gene candidato visando identificar o gene
normalizador mais estavel (ANDERSEN; LEDET-JENSEN; ORNTOFT,
2004). BestKeeper usa correlacGes entre pares (PFAFFL et al., 2004) e 0
método comparativo A®T classifica a estabilidade do gene normalizador
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de acordo com a reprodutibilidade das diferencas de transcricdo génica
(SILVER et al., 2006). RefFinder (www.leonxie.com/referencegene.php)
baseia-se na classificagdo do gene normalizador fornecido para cada
programa e, em seguida, atribui um peso adequado a um gene individual
e obtém uma média geométrica de seus pesos para a classificacdo geral
final (XIE et al., 2012).
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Eficiéncia de amplificacéo de genes de referéncia por gPCR-RT

Os transcritos dos nove genes normalizadores testados (ACTB,
TUBA, TUBB, ANK, 28S, 40S3, 40S9, GAPDH e EFA) foram
selecionados para avaliacdo da estabilidade génica em trés condicGes
experimentais diferentes. As curvas de fusdo para todos 0s genes
demostraram um Unico pico confirmando a amplificacdo especifica. Os
valores dos coeficientes de correlagdo (R?) foram maiores que 0,99 e as
eficiéncias das corridas de gRT-PCR variaram entre 95% e 106% (Tabela
6). A andlise da transcricdo génica mostrou uma variacdo em média de
12,53 a 28,42 em todos os experimentos testados (Figura 20). Com
relacdo aos valores de Ct, o gene TUBB apresentou maior quantidade de
transcritos, enquanto que o 28S foi o que apresentou menores quantidades
(valores de Ct de 12,53 e 28,42, respectivamente).
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Tabela 6. Valores cycles threshold (Ct) e eficiéncias (E) da gRT-PCR dos genes de referéncias candidatos.

SAL + PHE TEMP + PHE 10% FAD
Genes Ct SD E (%) Ct SD E (%) Ct SD E (%)
ACTB 19,86 0,79 99 20,05 1,70 95 18,71 1,10 100
TUBA 20,86 1,08 100 21,95 0,52 99 20,88 0,98 106
TUBB 14,13 1,48 100 14,07 3,06 103 12,53 0,42 100
ANK 22,33 1,09 100 20,83 1,34 100 20,91 0,39 100
28S 23,63 1,12 99 27,01 2,75 100 28,42 1,10 100
40S3 17,00 2,18 98 18,26 4,20 102 13,99 0,25 100
40S9 13,49 0,46 100 19,79 5,02 100 17,39 0,24 100
EFA 15,90 3,11 100 17,50 2,72 100 17.27 0,33 100
GAPDH | 19,82 1,75 99 18,21 1,32 100 18,12 0,60 100

Cycles threshold (Ct): corresponde a média de Cts de cada gene em cada condicéo;

Standard curve (SD): corresponde ao desvio padrdo N = 7 (FAD), N = 10 (TEMP + PHE), N = 10 (SAL + PHE);
As eficiéncias (E) em (%): correspondem a eficiéncia quantitativa de qRT-PCR dos genes de referéncia candidatos,
calculados a partir de curvas padréo de cinco pontos utilizando uma série de cinco diluicbes de cDNA de C.
brasiliana em cada condigdo experimental.
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3.4.2 Anélise da estabilidade da transcricdo génica pelo método
RefFinder

As estabilidades da transcricao génica nas diferentes condigdes
estdo representadas nas Figuras 16-18, em que o0 menor ranking representa
maior estabilidade.

A ANK foi o Gnico gene que esteve entre 0s trés mais estaveis
nos trés diferentes tratamentos (Figura 21-23). Na exposicdo de
temperatura combinada com PHE, os genes mais estaveis foram ANK
seguida por GAPDH e TUBA (Figura 21A). A média geométrica dos
valores de ranking foram 1,41, 2,06 e 3,16, respectivamente. A ordem do
ranking segundo 0 refFinder foi
ANK>GAPDH>TUBBA>EFA>ACTB>40S3>TUBB>4059>28S nas
amostras dos animais expostos a PHE em diferentes temperaturas
exposicdo de temperatura combinada com PHE. Os trés genes que
apresentaram um padrdo de transcricdo génica mais estavel nos animais
expostos a PHE em diferentes salinidades, de acordo com o método
RefFinfer foram ANK, ACTB e TUBB com valores 1,57, 2,34 e 2,82,
respectivamente  (Figura  22A). O ranking obtido foi
ANK>ACTB>TUBB>GAPDH>4059>40S3>28S>EFA>TUBA. TUBA,
28S e ANK foram os genes normalizadores mais estaveis em ostras
expostas a FAD, com valores de 1,32, 2,00 e 2,71, respectivamente
(Figura 23A). Neste experimento o ranking dos genes foi
TUBA>285>ANK>40S3>ACTB>GAPDH>EFA>TUBB>40S9.

Os genes testados como normalizadores 28S, TUBB, EFA e
4089 ficaram entre os trés genes menos estaveis em pelo menos duas
condi¢des experimentais (Figura 21-23). Nos animais expostos a PHE em
diferentes salinidades o gene TUBA foi 0 menos estavel (Figura 22).
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entre 25 e 75. Tragos para baixo indicam o menor valor e para cima até o maior.
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Figura 21. Andlise da estabilidade da transcricdo dos genes testados como
normalizadores ap6s exposicdo a PHE em diferentes temperaturas. Os valores de
estabilidade dos nove genes foram avaliados em cada condicdo experimental e
calculados com RefFinder (A), GeNorm (B) e Normfinder (C). Os valores mais
baixos representam transcricdo génica mais estavel.
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3.4.3 Analise da estabilidade da transcricéo génica usando os demais
métodos matematicos

3.4.3.1 Método geNorm

A estabilidade génica gerada por geNorm foi muito similar aos
resultados obtidos pelo RefFinder, a ordem génica do ranking apresentou
pequenas diferengas. A combinagdo mais estavel de genes para analise da
transcricdo génica em ostras expostas a PHE em diferentes temperaturas
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foi ANK e GAPDH (valor = 1,41) (Figura 21B); em ostras expostas a PHE
em diferentes salinidades foi ACTB e TUBB (valor = 1,12) (Figura 22B)
e em ostras expostas a FAD foi TUBA e 28S (valor =1,31) (Figura 23B).

3.4.3.2 Método NormFinder

De acordo com o método NormFinder, o ranking de
estabilidade génica do mais estavel para o menos estavel foi
ANK>EFA>GAPDH>ACTB>TUBA>40S3>TUBB>4059>28S para ostras
expostas a PHE em diferentes temperaturas (Figura 21C). Na exposicéao a
PHE em diferentes salinidades, o ranking dos genes testados em ostras foi
ANK>GAPDH>ACTB>TUBB>40S3>40S9>28S>EFA>TUBA  (Figura
22C). Nos animais expostos a FAD, a sequéncia de estabilidade foi
TUBA>285>ANK>ACTB>GAPDH>40S3>EFA>TUBB>40S9  (Figura
23C).

3.4.3.3 Método Delta Ct

O ranking de estabilidade gerado pelo método ACt foi similar
ao obtido pelo NormFinder. Portanto, os trés genes mais estaveis em
ostras expostas a PHE em diferentes temperaturas foram ANK, EFA e
GAPDH, ja em ostras expostas a PHE em diferentes salinidades foi ANK,
ACTB e GAPDH, ¢, ostras expostas a FAD foi TUBA, 28S e ANK (Figure
24B).

3.4.3.4 Método BestKeeper

O ranking da estabilidade génica pelo método BestKeeper foi
diferente comparado aos demais resultados gerados pelos outros métodos.
BestKeeper identificou TUBA e GAPDH como sendo os genes mais
estaveis em ostras expostas a PHE em diferentes temperaturas; e 40S9 e
ANK em animais expostos a FAD. TUBA foi selecionado como o gene
com menor varia¢do dos nove genes candidatos, com SD de 0,54 e valores
de CV de 2,51 em ostras expostas a PHE em diferentes temperaturas
(Figure 24A).
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Figura 24. A analise de estabilidade da transcri¢do dos nove genes testados como
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Tabela 7. Classificagdo de acordo com a estabilidade dos nove genes de referéncia analisados pelo algoritmo RefFinder.

10 % FAD Temperatura + PHE Salinidade +PHE
Classificagdo Valor de Classificagdo Valor de Classificacdo Valor de
dos genes estabilidade dos genes estabilidade dos genes estabilidade
TUBA 1,32 ANK 141 ANK 1,57

28S 2,00 GAPDH 2,06 ACTB 2,34
ANK 2,71 TUBA 3,16 TUBB 2,83
40S3 3,66 EFA 3,31 GAPDH 3,81
ACTB 4,23 ACTB 3,46 4059 3,98
GAPDH 5,48 40S3 6,45 40S3 5,32
EFA 7,48 TUBB 7,48 28S 6,05
TUBB 7,48 4089 7,71 EFA 7,42
4059 9,00 28S 7,77 TUBA 8,13
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3.5 DISCUSSAO

A ostra do mangue Crassostrea brasiliana ocorre naturalmente
ao longo da costa brasileira em ambientes afetados frequentemente por
contaminantes antropicos, incluindo HPA. Estudos envolvendo a
exposicdo desses organismos a HPA, combinados com variagdes nos
fatores abidticos, podem ajudar a entender a influéncia de diferentes
fatores na resposta bioldgica dos animais e prever a suscetibilidade.
Recentemente, o transcriptoma de C. brasiliana foi publicado e diversos
genes foram anotados de acordo com suas categorias funcionais putativas
(LUCHMANN et al., 2015). O PCR quantitativo em tempo real (QRT-
PCR) é uma técnica confiavel e reprodutivel para avaliar alteracfes na
transcricdo génica, a qual requer a utilizacdo de genes normalizadores
para uma maior precisdo analitica. Uma vez que poucos genes
normalizadores foram sistematicamente avaliados em C. brasiliana,
identificamos neste estudo um conjunto de genes potenciais para serem
normalizadores em diferentes condi¢Bes experimentais de exposicdo a
misturas complexas de HPA, ou HPA isolados em diferentes codi¢Ges de
salinidade e temperatura da agua.

Em geral, os genes utilizados para a manutencdo da funcéo
celular basica sdo comumente empregados como genes normalizadores
porque tendem a ser transcritos em um nivel constante entre diferentes
tecidos, estados de doenca, ciclo celular e estagios de desenvolvimento
(KOZERA; RAPACZ, 2013). Para a selecdo de genes normalizadores, 0s
dados de qRT-PCR de nove genes candidatos foram analisados utilizando
algoritmos estatisticos (JACOB et al. 2013; LU et al. 2013; FENG et al.
2013; ZHU et al. 2014; ZHENG et al. 2014; LIU et al. 2015).

O algoritmo geNorm calcula o valor de estabilidade da
expressdo (M) para cada gene e, em seguida, faz uma variagdo em pares
(V) deste gene com o outro (VANDESOMPELE et al., 2002b). O
NormFinder leva em consideracdo a analise das variagfes intra e
intergrupo para normalizacdo (ANDERSEN; LEDET-JENSEN;
ORNTOFT, 2004). O BestKeeper usa dados brutos para determinar os
padrdes mais adequados e os combina pela variagdo de pares (PFAFFL et
al., 2004). Os rankings fornecidos por dois dos programas (NormFinder e
ACT) foram semelhantes entre si, enquanto que o BestKeeper
normalmente relatou resultados diferentes em comparagdo com 0s outros
programas.

O algoritmo do programa geNorm indicou o uso dos genes ANK
e GAPDH como mais estaveis nos animais expostos a PHE em diferentes
temperaturas. Ja os dados obtidos no NormFinder ¢ ACT indicaram a
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ANK e BestKeeper indicou 0 gene TUBA. A analise de GeNorm indicou
0 uso de ACTB e TUBB para os transcritos de ostras expostas a PHE em
diferentes salinidades. Neste experimento, o0 método NormFinder e ACT
indicaram a utilizacdo de ANK (Figura 17, A-C) e a andlise de BestKeeper
indicou 40S9 (Figura 19) como genes normalizadores. Nos animais
expostos a FAD, geNorm mostrou que 28S e TUBA foram os genes mais
estaveis, NormFinder e ACT indicaram TUBA (Figura 18, A-C) e
BestKeeper indicou 40S3 (Figura 19). Essas discrepancias entre a
determinacdo do algoritmo mais apropriado para a escolha do gene
normalizador também foram observadas em trabalhos anteriores e estdo
associadas & diferentes sensibilidades dos genes e eventual co-regulacéo
(LU et al. 2013; ZHENG et al. 2014). Entédo, para determinar o melhor
gene normalizador foi utilizado o programa RefFinder (XIE et al., 2012).
Este software classifica a estabilidade usando os dados de outros
programas computacionais (geNorm, Normfinder, BestKeeper) e o
método comparativo ACt.

As anquirinas sdo moléculas expressas ubiquamente associadas
ao citoesqueleto na base da espectrina e varias proteinas de membrana.
Possui diversas funcGes relacionadas a organizacdo estrutural celular
bésica, e apresenta interagdes protéicas com actina e tubulina
(BENNETT; BAINES, 2001). Zhao et al. (2012) observaram uma super-
expressdo da anquirina, tubulina e sugeriram que ela pode ser relevante
para o direcionamento de proteinas de transporte iénico e rearranjo do
citoesqueleto, visando a manutencdo do equilibrio da pressdo osmética
interna e externa no estresse salino. Por outro lado, no presente estudo,
todos os algoritmos testados indicaram que o gene da anquirina-like
(ANK) era um dos mais estaveis, sendo sempre classificado entre as trés
primeiras posi¢Oes em todas as condigdes experimentais testadas. Com
base nestes resultados sugere-se que este gene pode ser considerado em
futuros estudos como um gene normalizador para a analise transcricional
em bivalves sob condicOes experimentais semelhantes.

A proteina codificada pela 8 actina-like (ACTB) desempenha
um papel na contra¢do muscular, motilidade celular, divisdo celular e este
gene é frequentemente utilizado como um gene normalizador (LU et al.,
2013). ACTB foi recentemente utilizado como gene normalizador em um
estudo realizado para investigar os efeitos do estresse térmico associado
a exposicdo ao Cd em biomarcadores moleculares do sistema
endolisossdbmico na glandula digestiva do mexilhdo Mytilus
galloprovincialis (IZAGIRRE et al., 2014). ACTB também foi empregado
com sucesso como um gene normalizador para verificar a resposta ao
choque térmico e os processos de biotransformacdo em glandula
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digestivas de M. galloprovincialis expostas a benzo [a] pireno (B [a] P -
75 nM) e a diferentes temperaturas (18, 20 e 22 °C) (KAMEL et al., 2012).

Por outro lado, no presente trabalhno ACTB foi um dos genes
menos estaveis em quase todas as condi¢bes experimentais testadas,
incluindo exposi¢des de ostras a PHE em diferentes temperaturas, bem
como expostas a FAD. Resultados semelhantes demonstraram que ACTB
ndo foi estavel em ostras submetidas ao estresse térmico em C. gigas
(ZHANG et al., 2016) e Patinopecten yessoensis (FENG et al., 2013).

Em geral, os genes normalizadores associados & funcéo
ribossomal (28S, 40S3 e 40S9) apresentaram maiores variacdes nos seus
transcritos em todos os tratamentos. De acordo com RefFinder e
NormFinder, os transcritos dos genes 28S e 40S9 foram menos estaveis
em ostras expostas a PHE em diferentes temperaturas. Observou-se uma
resposta semelhante nas ostras expostas a FAD e expostas ao PHE em
diferentes salinidades. A maioria dos algoritmos mostrou que 40S9 era o
gene menos estavel.

GAPDH e EF-lo sdo comumente utilizados como genes
normalizadores em estudos trancricionais de muitos organismos,
incluindo C. gigas sob uma série de condicdes experimentais; estadios de
desenvolvimento embrionario e larval, exposicdo ao ar, choque térmico,
contaminagdo por hidrocarbonetos e desafio bacteriano (FABIOUX et al.,
2004; GONZALEZ et al., 2007; KAWABE & YOKOYAMA, 2011). A
enzima codificada pelo gene GAPDH desempenha um papel importante
no metabolismo energético e este gene é frequentemente referido como
"gene normalizador classico” (JONGE et al., 2007). Os transcritos de
GAPDH neste estudo foram variaveis dependendo das condices
experimentais. Kozera e Rapacz (2013) concluiram que a GAPDH
apresenta respostas transcricionais variaveis sugerindo que ela esta
envolvida ndo apenas no processo celular fundamental, mas também pode
ser significativamente influenciada por outros processos durante o
experimento (KOZERA; RAPACZ, 2013). O fator de alongamento a-like
(EFA) é uma das quatro subunidades da EF-1 eucari6tica e desempenha
um papel fundamental na traducdo de proteinas (BROWNE; PROUD,
2002). Com base nos resultados de ACt e NormFinder, verificou-se que o
gene EFA foi o gene mais estavel nos animais expostos a PHE em
diferentes temperaturas, comparado com os animais expostos a PHE em
diferentes salinidades ou expostos & FAD. O gene EFA foi classificado
como o0 quarto gene mais estavel nos animais expostos a PHE em
diferentes temperaturas e, de acordo com RefFinder foi sugerido como
gene normalizador. Resultados semelhantes foram observados em
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diferentes estadios de embrido / larva, enquanto em diferentes tecidos, foi
estavel em Yesso Scallop Patinopecten yessoensis (FENG et al., 2013).

O numero de genes normalizadores foi analisado para propiciar
uma normalizacdo acurada de gRT-PCR. Foi observado que dois genes
normalizadores foram suficientes para quantificar os valores de
transcri¢do pelo GeNorm em todos os desenhos experimentais testados.
De fato, é necessaria uma combinacao especifica de genes normalizadores
de referéncia quando sdo adicionadas mais amostras e / ou outras
varidveis a um estudo (ZHU et al., 2014). Conjuntos de amostras mais
complexas podem produzir uma maior variabilidade nos genes
normalizadores e é proposto que até dois genes sejam adequados para a
normalizacdo de dados de gRT-PCR. Resultados semelhantes foram
observados por Du et al. (2013), que definiram que a analise de dois genes
normalizadores (RL7 e RS18) por GeNorm eram suficientes em estudos
de transcri¢do genética em larvas de ostra (DU et al., 2013). Feng et al.
(2013) recomendou trés genes normalizadores para cada um dos dois
conjuntos de amostras entre os tecidos e embrides / larvas de vieira yesso
Patinopecten yessoensis.

Uma conclusdo importante deste estudo é que ndo existem
genes normalizadores universais que possam ser utilizados para a analise
de qRT-PCR em todos os tratamentos experimentais testados. Esses
resultados confirmam a necessidade de analisar a resposta transcricional
de varios genes normalizadores antes de realizar uma andlise adicional
dos genes alvo em C. brasiliana. Além disso, as condi¢Ges experimentais
devem ser consideradas porque também podem afetar a estabilidade na
transcricdo de genes normalizadores, tais como periodo de exposicdo, tipo
de tecido, estagio de desenvolvimento entre outros.

Para a quantificacdo de transcritos por gRT-PCR recomenda-
se, em concordancia com a literatura, o uso ideal de pelo menos 2 a 3
genes normalizadores e que sejam analisados por pelo menos 3 algoritmos
de estabilidade (JACOB et al., 2013).
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3.6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo é o primeiro a avaliar diferentes genes
normalizadores para analise de gRT-PCR em branquias de C. brasiliana
expostas a PHE em diferentes condicdes de temperatura e salinidade, ou
expostas a mistura complexa FAD. Identificamos diferentes conjuntos de
genes que sdo adequados para a normalizagdo de dados de qRT-PCR em
cada desenho experimental. Os transcritos de ANK, GAPDH e EFA foram
0s mais estaveis para as ostras expostas a PHE a diferentes temperaturas.
Os transcritos de ANK, ACTB e TUBB foram selecionados para as ostras
expostas a PHE em diferentes salinidades. E, os transcritos de TUBA, 28S
e ANK foram indicados para analise das ostras expostas a FAD. ANK foi
considerado candidato promissor como gene normalizador para estudos
posteriores. Os genes normalizadores aqui relatados poderdo ser Uteis
para a quantificacdo de outros genes importantes em varios processos
biolégicos em C. brasiliana, e também na selecdo de genes
normalizadores em outras espécies de ostras ou bivalves.
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3.7 PERSPECTIVAS

Para darmos continuidade aos resultados apresentados neste
capitulo, as perspectivas s&o:

Validacdo dos genes normalizadores sugeridos neste trabalho
nas analises de qPCR-RT em estudos de analise de transcri¢do génica em
C. brasiliana.

Realizar a triagem de novos genes em outras condi¢bes
experimentais por meio dos programas matematicos utilizados neste
trabalho.

Concentrar esforcos na selecdo de genes normalizadores de
acordo com as diferentes variaveis, tais como espécie, tecido, tempo de
exposicdo a contaminantes e estagio de desenvolvimento.



125

CAPITULO 4 - EFEITOS DA EXPOSICAO AO 6-
HIDROXICRISENO NO DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES
PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)

Gabrielle do Amaral e Silva Miiller!; Graciel Diamante?; Afonso Celso
Dias Bainy'; David Volz?; Daniel Schlenk?

! Departmento de Bioquimica, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis 88040-900, Brasil

2 Departmento de Environmental Sciences, Universidade da Califérnia,
Riverside, California 92507, Estados Unidos.

*Corresponding Author:
E-mail address: dschlenk@ucr.edu; Telephone number: + 1 951-827-
2018.

Os resultados deste capitulo (exposicdo com 6-hidroxicriseno) serdo
publicados juntamente com os resultados da tese de Graciel Diamente
(exposi¢do com 2-hidroxicriseno) do departamento de Environmental
Sciences da Universidade da Califérnia (USA).



126



127

ABSTRACT

The 2010 Deepwater Horizon disaster in the Gulf of Mexico was the
largest oil spill in the United States history. Studies about the effects of
oil pollution have been given high priority. In the marine environment oil
can undergoes several weathering processes (biotic and abiotic) that alter
its physical and chemical properties increasing its toxicity.
Photodegradation may play an important role in oil breakdown in the
marine environment with intense solar radiation and increased
temperature conditions at surface waters. However, limited research has
been performed on photochemical oxidation byproducts of polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) which can cause essentially toxicity effects
on embryo-larval developmental stages. Among the PAH found in crude
oil, chrysene is one of the most persistent in the water column and can
undergo photo-oxidation to produce oxygenated derivatives such as 6-
hydroxychrysene (6-OHCHN). In order to determine whether this type of
injury extends to fishes exposed to hydroxylated compounds, we used
zebrafish to compare the embryotoxicity and chrysene hydroxylated.
Exposure to 6-OHCHN caused 65% increased in the incidence of cardiac
deformities (pericardic edema) and 40% reduced embrio survival. We
observed that 6-OHCHN can cause severe cardiotoxicity and photo-
induced toxicity in zebrafish embryos mainly by misregulation of ionic
transporters pathway in cardiac development. We also verified an
increase in the fluorescence intensity in the yolk sac after treatment with
6-OHCHN compared to control, suggesting a bioaccumulation. Analyses
of embryos exposed during different developmental stages (at 2, 5, 10 and
24 hours post fertilization) provided additional insight into sensitive time
of these compound. These findings indicate that increased weathering of
crude oil, which shifts the parental composition of chrysene to
hydroxylated chrysene resulted in a greater toxic potency and a higher
frequency of malformations. This study shows for the first time the
regioselective impacts of hydroxylated PAH on cardiac development and
survival of fish embryos by hydroxylated PAH. Our findings raise the
need to identify mechanisms that are involved in the toxicity of these
compounds to assess the potential risks of oil spills on fish populations.

Keywords: Qil spill; Fish development; Heart morphogenesis; heart
gene;



128

RESUMO

O desastre da Deepwater Horizon 2010 no Golfo do México foi o maior
derramamento de petréleo na histéria dos Estados Unidos. Os acidentes
com petréleo representam uma grande ameaca para 0S Organismos
marinhos e, por conseguinte, os estudos dos efeitos da poluigcdo por
hidrocarbonetos séo considerados prioritarios. No ambiente, o éleo pode
sofrer alteragBes estruturais decorrentes do intemperismo modificando os
pardmetros fisico-quimicos, podendo causar um aumento de toxicidade.
A fotodegradacdo pode desempenhar um papel importante na degradagéo
do petréleo no ambiente marinho, entretanto, poucos estudos tém sido
realizados sobre fotoprodutos resultantes da oxidag¢do fotoquimica de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA). Entre os HPA
encontrados no petréleo bruto, o criseno é um dos mais persistentes na
coluna de &gua e pode sofrer foto-oxidacdo para produzir derivados
oxigenados como o 6-hidroxicriseno (6-OHCHN). Para determinar se
este composto pode causar lesbes aos peixes, utilizamos o peixe-zebra
para investigar toxicidade gerada durante o seu desenvolvimento embrio-
larval. Observou-se que a exposi¢cdo a 6-OHCHN pode causar um
aumento em 65% na incidéncia de deformidades cardiacas (edema
pericardico) e 40% de redugdo na sobrevivéncia de embrides. Verificou-
se também um aumento na intensidade de fluorescéncia no saco vitelinico
apos o tratamento com 6-OHCHN em relacdo ao controle, sugerindo uma
possivel bioacumulagdo deste composto. As andlises de embrides
expostos durante as diferentes fases de desenvolvimento (2, 5, 10 e 24
horas ap6s a fertilizacdo) mostraram que ap6s 2 hpf era a fase mais
sensivel a este composto. Os resultados deste estudo indicam que o 6-
hidroxicriseno possui maior toxicidade que o criseno, composto parental,
provavelmente devido a posicao seletiva da hidroxila. Verificou-se que a
toxicidade cardiaca pode ser mediada via desregulacdo de transportadores
ibnicos (sodio e calcio) nos tecidos em diferenciagdo. Esses resultados
levantam a necessidade de identificar os mecanismos que estdo
envolvidos na toxicidade desses compostos para avaliar 0s riscos
potenciais de HPA hidroxilados em populacGes de peixes.

Palavras-chave: derramamento de 6leo; desenvolvimento de peixes;
morfogénese do coracao; genes cardiacos;
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4.1 INTRODUCAO

O desastre da Deepwater Horizon (DWH) langou mais de 636
milhdes de litros de petréleo bruto no Golfo do México (GM) de 10 de
abril a 14 de julho de 2010 e afetou uma area de habitats criticos para
desova e criacdo de um grande nimero de espécies de peixes ecoldgica e
comercialmente importantes. Além disso, o periodo do ano coincidiu com
a janela de desova temporal de vérias espécies de peixes (AROCHA et
al., 2001; GRIMES et al., 1990; INCARDONA et al., 2014; LANG;
GRIMES; SHAW, 1994). Este fato é agravado, visto que embrifes de
peixe sdo especialmente sensiveis & exposi¢do ao 6leo e seu alvo primario
de acdo toxica é o coracdo em desenvolvimento (INCARDONA et al.,
2013).

No meio marinho, o 6leo pode sofrer intempéries que podem
alterar sua composicao fisica e quimica aumentando a toxicidade do 6leo.
Neste contexto, a fotodegradacdo pode desempenhar um papel importante
na degradacdo do petréleo em um ambiente que sofre intensa radiacdo
solar e condigdes de elevada temperatura, caracteristicas encontradas no
Golfo do México (INCARDONA et al., 2014; SAEED et al., 2011). A
oxidacdo fotoquimica resulta na formacdo de fotoprodutos oxigenados
com efeitos toxicos maiores do que 0s compostos parentais ao ambiente
marinho (SAEED et al., 2011). Estas moléculas, tais como os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e os hidrocarbonetos
heterociclicos, podem absorver a energia de radiacdo e transferi-la para
uma molécula de oxigénio, criando radicais de oxigénio capazes de
danificar o DNA ou as membranas celulares através da peroxidacdo
lipidica (SACO-ALVAREZ et al., 2008). Estudos concluiram que os
produtos de foto-oxidagdo exercem efeitos adversos sobre as algas
(LACAZE; VILLEDON DE NAIDE, 1976), bactérias (PENGERUD et
al., 1984), invertebrados marinhos e peixes (BERTILSSON;
WIDENFALK, 2002).

Entre os HPA encontrados no petrdleo bruto, o criseno é um
dos mais persistentes na coluna de agua e pode sofrer foto-oxidacdo para
produzir derivados oxigenados, tais como 6-hidroxicriseno (6-OHCHN).
O criseno foi considerado o HPA mais estavel na coluna de &gua oriundo
o derramamento da DWH. Por meio de analises computacionais preditas,
de acordo com as caracteristicas de temperatura e pressdo do Golfo do
México, a meia-vida do criseno nas aguas rasas foi calculada em mais de
dois anos e meio, enquanto nas aguas profundas foi em quase cinco anos
(TANSEL et al., 2011).
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Entre os efeitos letais e subletais comuns dos HPA sobre
animais marinhos estdo o edema do saco vitelino e edema pericardico,
reducdes da mandibula, defeitos esqueléticos descritos como lordose ou
escoliose (curvatura dorsal) e anormalidades no desenvolvimento do
sistema nervoso (INCARDONA et al., 2014). No entanto, pouco se sabe
sobre os efeitos de HPA hidroxilados (OHPAHS) em animais aquaticos.
Estudos in vitro com células de levedura mostraram que os OHHPAS com
2 a 6 anéis podem estimular ou antagonizar a atividade do estradiol
(HAYAKAWA et al., 2008). Neste contexto, alguns estudos observaram
uma atividade estrogénica de 2-hidroxicriseno  (2-OHCHN)
possivelmente pela ligagdo ao receptor de estrogénio humano (hER)
(VAN LIPZIG et al., 2005). Entretanto, o 6-OHCHN apresentou uma
atividade antiestrogénica devido a ligacdo a um local antiestrogénico no
receptor de estrogénio humano (hER) ou por mecanismos independentes
do hER (TRAN et al., 1996). O estrogénio esta criticamente envolvido
em muitos processos celulares relacionados a reproducdo,
desenvolvimento, manutencdo do sistema cardiovascular de vertebrados,
entre outros (ALLGOOD JR. et al., 2013). A desregulacdo da via
estrogénica pode, portanto, causar desenvolvimento anormal dos peixes,
incluindo doencas cardiovasculares (INCARDONA et al., 2014).

Apesar destas analises e dos achados consistentes entre
espécies, desconhecem-se 0S mecanismos precisos que conduzem a
malformagdes associadas a exposicdo e metabolismo de HPA e muito
menos decorrentes da exposi¢cdo ao OHHPASs. No entanto, as proteinas
contendo proteina 2 Hand2 e repeti¢bes ricas em leucina proteina
(LRCC10) pode desempenhar um papel no desenvolvimento de embrides
de peixe-zebra (KI-HYUN KIM, DAGMARA S. ANTKIEWICZ, LONG
YAN, KEVIN W. ELICEIRI, WARREN HEIDEMAN, 2007). A proteina
HAND2 parece controlar o miocardio durante a diferenciacdo e
morfogénese. Mutagdes deste gene produziram defeitos no
desenvolvimento do miocérdio (STAINIER, 2001). J4 o LRRC10 possui
papéis criticos na funcéo cardiaca e patogénese cardiaca. Estudos recentes
identificaram mutacfes do LRRC10 em miocardiopatia humana (KI-
HYUN KIM, DAGMARA S. ANTKIEWICZ, LONG YAN, KEVIN W.
ELICEIRI, WARREN HEIDEMAN, 2007).

Alguns estudos demonstraram que a ativagdo destes genes
poderia ser através da via estrogénica do receptor de estrogénio ligado a
proteina G 1 (GPER). Devido & atividade antiestrogénica de 6-OHCHN,
pode-se levantar a hipotese de que haja uma interacédo entre 0 6-OHCHN
com GPER na superficie da membrana, produzindo segundos
mensageiros (Ca*?), que por fim ativariam o fator de transcricdo GATA4
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e, posterior, regulacdo génica de HAND2 e LRRC10. A desregulacao
desses mensageiros secundarios pode afetar importantes fatores de
transcricdo que regulam genes criticos para o desenvolvimento cardiaco
(Figura 25).

Em peixe-zebra, foram atribuidas funcionalidades a um grande
numero de genes relacionados com formagdo de praticamente todos os
6rgdos com base na mutagénese de genes-alvos especificos (HAFFTER
et al., 1996). Consequentemente, os fenétipos resultantes da perda da
funcdo do gene através da mutacdo podem ser associados a malformacdes
resultantes da exposi¢do embriondria a contaminantes. Esta abordagem
"genética quimica" vem sendo usada para identificar mecanismos
especificos na embriotoxicidade (PETERSON, 2001).

Assim sendo, utilizando o peixe-zebra como modelo animal, os
objetivos deste estudo foram: determinar os efeitos de 6-hidroxicriseno
no desenvolvimento de embrides de peixe-zebra e compreender o
mecanismo molecular subjacente a qualquer malformacdo no
desenvolvimento induzido por 6-hidroxicriseno. Os resultados aqui
apresentados levantam a necessidade de identificar mecanismos que estéo
envolvidos na toxicidade desses compostos para avaliar 0Ss riscos
potenciais da exposic¢ao de HPA hidroxilados nas populacbes de peixes.

Contragdo

,L__, Z muscular
GATA4 e NFAT ey 1

@ { _Hand2 @ Desenvolvimento

I 1 e funcionamento
> cardiaco normal

Figura 25. Mecanismo molecular hipotético testado nesse estudo por meio da via
estrogénica nao classica através da ativacdo de receptor de estrogénio ligado a
proteina G (GPER), desregulacdo de genes cardiacos e posterior malformagdo
fenotipicas cardiacas.
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4.2 OBJETIVOS
4.2.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos de 6-hidroxicriseno em embrides de Danio
rerio visando compreender o mecanismo molecular associado ao
desenvolvimento de malformagdes.

4.2.2 Objetivos Especificos

Determinar os efeitos de 6-hidroxicriseno em embrides de
peixe-zebra apds 74h de exposi¢éo:

= Verificar os estagios de desenvolvimento mais sensiveis a
exposicao a 6-hidroxicriseno;

= Realizar ensaios toxicolégicos com intuito de caracterizar as
respostas por 6-hidroxicriseno no desenvolvimento de embrides
de peixe-zebra;

= Compreender 0 mecanismo molecular em resposta a exposi¢éo
de 6-hidroxicriseno;
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4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Animais

Peixes-zebra (Danio rerio) adultos e selvagens (5D) foram
mantidos em um ciclo luz: escuro de 14 h:10 h e acondicionados em &gua
de média dureza com temperatura de 27°C no laboratério de Toxicologia
Aquatica da Universidade da Califérnia, Campus Riverside/ USA. As
fémeas e os machos adultos foram criados separadamente até o periodo
de reproducdo e alimentados duas vezes por dia com larvas de Artemia
salina vivas. Ao alcancar o periodo reprodutivo, os peixes foram
colocados no mesmo aquério, na propor¢do de trés fémeas para dois
machos, com sistema de armadilhas suspensas para permitir que 0s 0vos
fossem depositados no fundo do aquério. Os embrides foram coletados no
tempo zero e 1 h apds a fertilizagdo (hpf). Todos os peixes foram tratados
de acordo com os protocolos institucionais do Comité de Uso e Cuidados
de Animais Institucionais na Universidade de Riverside, California.

4.3.2 Ensaio de sensibilidade ao 6-hidroxicriseno (6-OHCHN)

Para identificar os estagios do desenvolvimento mais sensiveis
a toxicidade induzida por 6-hidroxicriseno (6-OHCHN > 99% purity,
MRI Global, Kansas City, MO) os embrides foram expostos nas
concentragdes de 0,5 uM e 5 uM de 6-OHCHN nas diferentes fases do
desenvolvimento de embriGes de peixe-zebra, de acordo com (KIMMEL
et al., 1995) (Figura 26). Os embrides foram coletados e analisados sob
microscopio de luz (x 0,67-6,7, Olympus, Japdo) para averiguacdo do
estagio de desenvolvimento especifico para exposicdo, em seguida, 0s
peixes foram incubados em agua contendo 6-OHCHN ou veiculo (0,1 %
etanol) em condicdes de exposicdo estatica de renovacdo. As fases de
desenvolvimento selecionadas nesse estudo foram: (i) Inicio do periodo
da blastulacdo (2,25 até 5,25 hpf): os embriées foram expostos com 2
horas ap6s fertilizacdo (hpf) contendo 64 células marcando o inicio da
blastula; (ii) Inicio do periodo gastrulacéo (5,25-10 hpf): embribes foram
expostos com 5,25 hpf; (iii) Inicio da segmentacéo (10-24 hpf): embribes
foram expostos com 10 hpf; (iv) Inicio do periodo de faringula (24 - 48
hpf): os embrides foram coletados e expostos com 24 hpf (Figura 26).
Para todos 0s estagios, a exposigdo ocorreu por 74 h dentro da incubadora
de luz (14h: 10 h de luz: ciclo escuro) e temperatura controlada (27 °C).
Em seguida, a porcentagem de sobrevida e de deformidades foi
guantificada em microscépio Optico (x 0,67-6,7, Olympus, Japdo)
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sobretudo morfologia cardiacas apds tratamento. O tempo de 74h de
exposicdo foi selecionado devido as respostas moleculares produzidas em
embrides de peixes zebra tratados previamente com 17B-estradiol
(manuscrito em preparacdo pelo mesmo grupo de pesquisa). As
concentracBes de exposicdes também foram baseadas nas respostas de
estudos prévios realizados com 2-hidroxicriseno (manuscrito em
preparacgdo).

Zggote Period Cleavage Period - 0.75 - 2.25 hpf

B80T

1cellV 2-cell a-cell 8-cell
0.2 hpf 0.75 hpf 1 hpf 1.25 hpf
Blastula Period - 2.25 - 525 hpf
h ST
128-cell 512-cell
2.25 hpf 2.75 hpf 3 hpf 3.3 hpf

Gastrula Period - 5.25 - 10 hpf

@@ @ SIe1e

0% eplboly s0% cpiboly germ ring shield 75% eplboly 90% eplbony
Py hpf 5.7 hpf 6 hpf

Segmentation Period - 10 - 24 hpf

OO0

3-somite Gmmlm
10 hpf 11 hpf

Segmentation Period
continues to 24 hpf

14-somite
16hpt  2oomm

Figura 26. Estagios do desenvolvimento do peixe-zebra. FONTE:< http://www.
devbio.biology.gatech.edu>.

4.3.3 Ensaio de exposi¢do e desenho experimental

Os embribes com morfologia externa esperada para a espécie
foram determinados com base no estagio de desenvolvimento descrito em
KIMMEL et al. (1995) apds 2 hpf. Os embribes ndo vidveis foram
descartados. Embrides viaveis foram colocados em placas de Petri de 90
x 15 mm contendo 0,1% de etanol (veiculo) ou 6-OHCHN, sendo 30-35
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embrides por repeticdo e 5-10 repetigdes por grupo. Os embrides foram
tratados com concentragdes nominais de 6-OHCHN (0,5 uM, 3 uM, 5
uM, 8 uM) expostos durante 74h dentro da incubadora de luz (14 h: 10 h
de luz: ciclo escuro) e temperatura controlada (27 °C). ApGs exposic¢éo,
os embrides foram lavados e transferidos para novas placas de Petri
contendo agua doce onde foram avaliados quanto a deformidades sob
microscopio éptico, imediatamente congelados e armazenados a -80 ° C
para analise de transcri¢do génica por qRT-PCR.

4.3.4 Ensaio de toxicidade embrio-larval

O ensaio de toxicidade embrionéria e larval do peixe-zebra foi
adaptado de Farwell et al. (2006). Os embrides (2 hpf) foram coletados e
tratados como descrito anteriormente com trés repeti¢fes sendo 30 - 35
embribes por placa. Ap6s 74 horas de tratamento com 6-OHCHN, os
embrides foram lavados e transferidos para novas placas de Petri
contendo agua doce nova. A agua foi trocada a cada dois dias e os peixes
foram monitorados até 7 dias ap6s a fertilizagdo (dpf). Logo ap6s, 0s
embrides foram avaliados quanto as deformidades e mortos
imediatamente. Os dados de sobrevivéncia e deformidades foram
registados.

4.35 Extracdo de RNA total, sintese de cDNA e desenho de
iniciadores

O RNA total de embrides de 76 hpf (N= 7, sendo 35 embrides
por replicata por tratamento) foi isolado utilizando RNeasy Mini Kit
(Qiagen) de acordo com as instrucbes do fabricante com pequenas
modifica¢Bes. Cada extracdo continha 0,1 mg de pool de animais (N = 35
embrides) que foi homogeneizado com Qiazol utilizando um
homogeneizador de pistilos de polipropileno azul estéril. Apds
homogeneizacdo, os tubos contendo o homogeneizado foram mantidos a
temperatura ambiente durante uma hora. Cloroférmio foi adicionado ao
homogeneizado de modo a separar as fases aquosa e organica por
centrifugacdo. O RNA contido na fase aquosa foi precipitado por adi¢éo
de 100% de isopropanol, depois foi sedimentado e lavado com 75% de
etanol. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em agua livre de
RNAase. A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliadas em um
espectrofotdmetro NanoDrop® ND-2000 UV-Vis (Thermo Scientific).
Apenas amostras de alta pureza (OD 260 / 280> 1,8; OD 260/ 230 > 1,8)
foram imediatamente armazenadas a -80°C para analise posterior. A
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integridade do RNA foi verificada através da andlise em eletroforese em
gel de agarose a 1,0 %. Em seguida, a sintese de cDNA foi realizada a
partir de 1 pug de RNA total utilizando o Reverse Transcription System
(Promega Corporation, Madison, WI) e armazenados a -20°C.

O software Primer Quest® foi usado para desenhar 0s
iniciadores por meio da plataforma Integrated Technologies de DNA
(IDT) acessada no endereco eletrénico <https://www.idtdna.com/
Scitools> e otimizada pelo programa PCR Miner 22
<http://miner.ewindup.info/>. Os iniciadores utilizados neste estudo estéo
listados na Tabela 6. Em seguida, as sequéncias dos iniciadores foram
submetidas ao programa Primer-BLAST no Basic Local Alignment Search
Tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) contra o banco
de sequéncias ndo redundantes (nr database) de D. rerio (Hamilton, 1822)
(taxid:7955) (e-value de 107°). Os parametros utilizados foram: tamanho
do produto amplificado 70-150 bp, temperatura de fusdo 58 — 62 °C,
tamanho dos iniciadores de 20 — 26 bp e porcentagem de GC 40 — 60%.
A deteccdo de dimeros foi avaliada por meio do programa FastPCR
(KALENDAR; LEE; SCHULMAN, 2014).

4.3.6 Analises de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A andlise de qRT-PCR foi realizada com 35 embrides por
replicata por tratamento (N=7). De acordo com as instru¢fes do
fabricante, aproximadamente 100 ng de cDNA foram amplificados por
gRT-PCR em duplicata utilizando o termociclador MyiQ5 (Biorad).
Realizou-se QRT-PCR com volume de reagdo de 20 pL contendo: 10 puL
de SYBR Green de Bio-Rad (Promega), 1 uL de cada iniciador (1 uM) e
2 uL de cDNA (100 ng). A amplificacio de qRT-PCR foi realizada
utilizando o programa de ciclagem rapido de trés passos como se segue:
3mina95°C e 40 ciclos de 10s a 95°C e 30s a 55°C. Os produtos de gRT-
PCR foram sujeitos a uma analise da curva de fuséo entre 65 e 85°C com
incremento de 0,5°C e medicdo continua de fluorescéncia para assegurar
que ligaces inespecificas estavam ausentes nas amostras.

Determinou-se a eficiéncia de gRT-PCR (E) utilizando o
software <http://miner.ewindup.info/>, R?> 0,99 e eficiéncias entre 95 e
105%. Os valores de limiar de ciclo (Ct) corresponderam ao nimero de
ciclos em que a emissdo de fluorescéncia foi monitorada em tempo real
que excedeu o limiar do nivel basal da fluorescéncia. Os Cts foram
obtidos através do software iQ5™ (BioRad). Em seguida, os dados de Ct
foram analisados de acordo com SCHMITTGEN; LIVAK (2008)
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deltadelta CT comparando-se controles e tratados (76 hpf) para avaliar
guantitativamente a transcricdo génica.

4.3.7 Ensaio de co-exposi¢do com G-15 e 6-OHCHN

O ensaio de co-exposi¢do com G-15 foi baseado no protocolo
descrito em (JAYASINGHE; VOLZ, 2012) G-15 (4- (6-bromo-benzo
[1,3] dioxol-5-il) -3a, 4,5,9b-tetrahidro-3H-ciclopenta [c] quinolina) foi
adquirido na Tocris Bioscience (Ellisville, MO). As solucdes estocadas
de G-15 foram preparadas por dissolugdo em 100% de etanol de alto
desempenho para cromatografia liquida. Todas as solugdes-estoque foram
armazenadas a 4° C. Para cada experimento, as solugdes de trabalho foram
preparadas frescas, em concentragdo nominal de 0,12 % de etanol para
grupos controles e tratados. Imediatamente apds a desova (0-1 pds-
fertilizacdo), os ovos recém-fertilizados foram coletados e colocados em
grupos de aproximadamente 30 - 35 por placa de Petri dentro de uma
incubadora de luz (14 h: 10 h de luz: ciclo escuro) e temperatura
controlada (27 °C) até 2 hpf onde foram tratados. Os embrides viaveis
foram continuamente expostos a 6-OHCHN, ao controle (0,12 % de
etanol) ou G-15 (5 uM) por 74 h nas placas de Petri e incubados sob
mesmas condi¢Bes descritas acima. Para avaliar o impacto da co-
exposicdo ao G-15, os embrides foram expostos separadamente da
seguinte maneira: 0,12 %, etanol, 5 uM de G-15, 5 uM de 6-OHCHN, 5
uM de 6-OHCHN co-exposto com G15. Logo apds a exposicao por 74 h,
as avaliacbes morfoldgicas externas foram observadas utilizando um
microscopio (0,67%-6,7, Olympus, Japdo). Esse experimento de co-
exposicao foi realizado em seis réplicas independentes e separadas.

4.3.8 Avaliacéo de 6-OHCHN em embribes de peixe-zebra

A bioacumulacéo do 6-hidroxicriseno em embribes de peixe-
zebra foi analisada ap6s exposicao por 26h, 50h e 74h na presenca de 6-
OHCHN em comparacdo com 0,12% de etanol. Ap6s o tratamento, 0s
embrides foram lavados, anestesiados com metanossulfonato de tricaina
(MS-222; 0,1 mg / L) e imediatamente visualizados e documentados
utilizando um estereomicroscépio Olympus MVX10 MacroView
equipado com uma Olympus DP72 Digital Color Camera e Olympus
DP2-BSW Imaging Software. A intensidade de fluorescéncia foi
guantificada no saco vitelinico de cada embrido usando o software
Imagem J 1.50D (Waine Rashand, EUA). A média e o desvio padréo da



138

Tabela 8. Sequéncias iniciadoras, nimeros de acesso (NCBI) e tamanho do produto amplificado (amplicon).

Nome do gene Namero de Sequéncia de iniciadores 5'-3' Tamanho do
Acesso no (senso, antisenso) produto da PCR
NCBI (pb)

Genes cardiacos

LRRC10 Leucine Rich Repeat NM_ S:AGGAGCTTCCTCTGGTCATA 195
Containing 10 001009559.1 A:AGCCTAAATGGAGCGTCTTG

HAND2 Heart and Neural NM_ SIAGAGATGTCTCCTCCTGACTATAC 214
Crest Derivatives 131626.3 A:TTCCCTGAGTTCTGCAAAGG
Expressed 2

GPER1 G  Protein-Coupled NM_ S:TGGCTGTGGCAGATCTTATTC 203
Estrogen Receptor 1 001128723.1 A:CAATGGACTGCTGCTCATAGA

GATA4 Transcription factor NM_ S:CGGATACCGCAACTTATTCA 112
GATA-4 131236.2 A:GTCCAAGAGGCTCCGATATTA

CAMK2A  Calcium/Calmodulin NM_ S:IGTTCTCTCAGGGCAAGAGTAT 185
Dependent Protein  001017741.2 A:CCCGTTACTAGGTCAAAGATGAG
Kinase Il Alpha

Transporte idnico

KCNH2A Potassium  voltage- NM_ S:CCAGGCAGAGACATCAACAA 258
gated channel, 001042722.1 A:CTGAGCCTTATCTTCCCAGAAC
subfamily H (eag-
related), member 2a

NCX1 Solute Carrier Family NM_ S:CAGGGTAGAGACAAACCAATCC 103

8 Member Al
(slc8ala)

001037102.1

A:CAGCAATACGCCTCTCATCTT
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Resposta a proteina mal enovelada

BIP Heat shock protein 5 NM_ S:GGAGGATTCTGACCTGAAGAA 349
(hspab) 213058.1 A:GGTGACAGTAGGCTGGTTATC

RYR2B Ryanodine receptor2b  XM_ S-CCAAGCTTCTGAACTGCTTTG 245
(cardiac) 009300703.1 A-CATGTAGCCACTGTTCTCCTTC

Gene normalizador

EF-1alfa Elongation factor-1 NM_ S-CTACATAAGAAGATCGGCTACAA 266

alpha

001039985.1

A-CGACAGGGACAGTTCCAATAC
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intensidade de fluorescéncia foram relatados como uma variacdo em
relacdo ao grupo controle.

4.3.9 Transativacdo do receptor de hidrocarboneto de arila (AhR)

Com o objetivo de verificar a transativacdo do receptor de
hidrocarboneto de arila (AhR) pelo 6-OHCHN, foi realizado um ensaio
com linhagem celular GeneBLAzer® CYP1Al-bla LS-180 (Invitrogen)
gue contém um gene reporter beta-lactamase, cuja transcri¢do € induzida
pelo promotor CYP1A1. O protocolo seguiu as instrugdes do fabricante.
As células CYP1A1-bla LS-180 cresceram em meio minimo essencial (do
inglés Mininum Essential Medium - MEM, Invitrogen, EUA) a 37°C em
atmosfera Umida e saturacdo de 5% de CO2/ 95% de ar. O meio de cultivo
foi renovado a cada trés ou quatro dias com sub-cultivos. A viabilidade
celular foi medida utilizando o método MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium) (Promega), a fim de verificar
as concentracdes ndo-letais as células de 6-OHCHN. Em seguida, as
células foram lisadas a partir de meio de crescimento utilizando solucéo
de 0,05% de tripsina e centrifugadas a 1.450 rpm durante 5 min. As
células, entdo, foram semeadas em placas de 96 pocos (Corning®)
(aproximadamente 40.000 células / pogo) contendo meio de ensaio
Opimem TM | (Promega) com 1% de DMSO durante 24 h. Adicionou-se
6-OHCHN nas concentracdes variaveis de 0,0015 uM a 10 uM e, utilizou-
se como padrdo o composto tetraclorodibenzodioxina 2,3,7,8 (TCDD).
Apos 24h de incubagdo nas condigdes citadas acima, utilizou-se 1 mL de
lisado celular para medir a atividade dos compostos como indutores de
CYP1Al em placa de 96 pocgos, utilizando 1 mM de LiveBLazer™
FRET- B/G como leitura. As medicfes foram realizadas no leitor de
microplaca com multideteccdo de Luminescéncia/Fluorescéncia
LUMaIstar Omega (BMG LABTECH) utilizando o software Glomax
(Promega). Cada pogo foi medido em intervalos de 10s iniciando 1s ap6s
injecdo do substrato com filtro de excitacdo azul (409/20 nm) e filtro de
emissdo azul/verde (460/40 nm, 530/30 nm).

4.3.10 Andlises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas usando o programa
estatistico GraphPad. Para as avaliages de sobrevivéncia e deformidade,
toxicidade larval e gRT-PCR foram analisadas as diferencas significativas
entre tratamentos usando o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de



141

Dunn (p <0,05) para identificar efeitos de tratamento significativos em
comparacao com controles (etanol a 0,1%).
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4.4 RESULTADOS
4.4.1 Toxicidade induzida por 6-OHCHN

Embrides com 2 hpf apresentaram uma diminuicdo de
aproximadamente 40 % na sobrevivéncia quando tratados com 6-
OHCHN (Figura 27A). O tratamento com 5uM de 6-OHCHN mostrou
um aumento significativo na percentagem de deformidades de
aproximamente 45% nos embrides tratados em 2hpf, Shpf e 24hpf (Figura
27B).
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Figura 27. Efeitos do 6-OHCHN nos diferentes estagios de desenvolvimento de peixes-zebra. Percentagem de sobrevivéncia (A) e
deformidades cardiacas (B) apds tratamento com 0,5 pM e 5 pM 6-OHCHN por 74 h e 0,12% etanol nos estadios de
desenvolvimento de 2 hpf, 5 hpf, 10 hpf e 24 hpf. Os asteriscos indicam diferenca significativa entre o grupo exposto e controle de
cada estgio de desenvolvimento (Kruskal-Wallis e Dunn, p <0,05).
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4.4.2 Ensaio de Toxicidade

A sobrevivéncia de embrides reduziu 40% (2hpf) apds
tratamento com 3, 5 e 8 uM de 6-OHCHN (Figura 28A), enquanto as
deformidades cardiacas em embrides tratados aumentaram em 45% nas
concentragGes de 3, 5 e 8 uM de 6-OHCHN. 26 hpf de tratamento mostrou
maior nimero de mortalidade acumulada de peixe-zebra em comparagédo
com outros periodos de exposicdo (50 e 74 hpf). Os valores de LC50 e
EC50 de 6-OHCHN foram de + 1,14 uM e + 1,30 uM, respetivamente
apos 74h de exposi¢do (dados ndo apresentados). Os embrifes tratados
com 6-OHCHN apresentaram deformidades moderadas em todos os
tratamentos (Figura 28B, D). As deformidades mais comuns observadas

foram edema pericardico (PE) e edema no saco vitelino (YE) (Figura
28D).
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Figura 28. Efeitos de 6-OHCHN na sobrevivéncia e deformidade cardiaca em
embriGes de peixe-zebra (2 hpf). Percentagem de sobrevivéncia (A) e
percentagem de deformidades cardiacas (B) apdés 74h de tratamento nas
concentragdes de 0,5, 3, 5 ¢ 8 uM de 6-OHCHN e 0,1% de etanol. (C)
Mortalidade acumulada de embrifes de peixe-zebra tratados com 6-OHCHN apds
26, 50 e 74 h. (D) Deformidades fenotipicas embrides de peixe-zebra tratados
com 6-OHCHN por 76hpf. PE: edema pericardico induzido por 6-OHCHN; YE:
edema do saco vitelino.

4.4.3 Ensaio de toxicidade embrionaria e larval

Foi observada uma sobrevivéncia de aproximadamente 10%
dos embrides no quarto dia apés a exposi¢cdo a 5 UM de 6-OHCHN
(Figura 29). Os peixes foram tratados por 74h e em seguida foram
transferidos para dgua doce por mais trés dias. No sétimo dia a grande
maioria dos peixes observados apresentou deformidades significativas
(dados ndo mostrados).
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Figura 29. Efeitos de 6-OHCHN na sobrevivéncia de peixe-zebra ap6s exposi¢do
por 76 hpf seguida de transferéncia para agua limpa por mais trés dias.
Percentagem de sobrevivéncia apds 74h de tratamento com 0,5 e 5 pM de 6-
OHCHN e 0,1% etanol. Asterisco indica diferenca significativa entre o grupo
exposto e controle (Kruskal-Wallis e Dunn, p <0,05).

4.4.4 Analise da trancricéo de genes cardiacos

Nenhuma alteracdo significativa foi observada na transcri¢do
do gene que codifica a proteina com repeticdo rica em leucina 10
(LRCC10) (Figura 30A). A transcri¢do do gene receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (GPER) néo alterou significativamente nos animais
tratados com a maior concentracdo de 6-OHCHN (p = 0,119) (Figura
30B). A transcricdo do gene fator de transcricdo GATA4 aumentou
significativamente ap6s o tratamento com 5 uM de 6-OHCHN (30 vezes,
p =0,029) (Figura 30C). Nenhuma alteracdo nos niveis de mMRNA do gene
do calcio calmodulina cinase (CAMK) foi observada nos grupos tratados
com 6-OHCHN (Figura 30D).
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Figura 30. Efeitos de 6-OHCHN na expressdo génica de LRRC10, GPER,
GATA4 e CAMK em embrifes de peixe-zebra. Os asteriscos indicam diferenca
significativa entre o grupo exposto e controle (Kruskal-Wallis e Dunn, p <0,05).

4.4.5 Analise da transcricéo de genes transportadores de ions

A transcricdo do gene transportador de sddio / calcio 1 (NCX1)
reduziu significativamente com 5 pM de 6-OHCHN (0,5 vezes, p =
0,0050) em relacdo ao grupo exposto a 3 UM de 6-OHCHN, enquanto a
transcricdo do gene transportador de potéassio (KCHN2A) foi menor nos
embrides expostos a 6-OHCHN nas concentra¢bes (5 uM) (p = 0,029)
(Figura 31).
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Figura 31. Efeitos de 6-OHCHN na expressdo de génica de NCX1 e KCHN2A
em embrides de peixe-zebra. Os asteriscos indicam diferenca significativa entre
0 grupo exposto e controle (Kruskal-Wallis e Dunn, p <0,05).

4.4.6 Analise da transcricdo de genes em resposta as proteinas mal
enoveladas

Nenhuma alteracdo significativa na expressdo do gene que
codifica a proteina de choque térmico HSP70 (BIP) ou receptor de
ryanodina (RYR) foi observada nos embriGes tratados com 6-OHCHN
(Figura 32 A-B).
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Figura 32. Efeitos de 6-OHCHN na expressdo génica BIP e RYR em embribes de
peixe-zebra. Os asteriscos indicam diferenca significativa entre o grupo exposto
e controle (Kruskal-Wallis e Dunn, p <0,05).
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4.4.7. Co-exposi¢do com G-15 e 6-OHCHN

Para avaliar o potencial de interacdo entre 6-OHCHN e GPER
durante a embriogénese, realizou-se a co-exposicdo seletiva do
antagonista GPER (G-15) e 6-OHCHN ambos nas mesmas concentracoes
de tratamento de 5 uM durante 74 h. Observou-se que a percentagem de
sobrevivéncia diminuiu quando foi adicionado G-15 a co-exposi¢do com
6-OHCHN (Figura 33A). O percentual de deformidades também
aumentou no grupo exposto a G-15 em conjunto com 6-OHCHN (Figura
33B).
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Figura 33. Percentagem de sobrevivéncia e de deformidades em larvas de peixe-
zebra ap6s 76hpf tratados com o antagonista seletivo do GPER (G-15) juntamente
ao 6-OHCHN. Os asteriscos indicam diferenca significativa entre o grupo
exposto e controle (Kruskal-Wallis e Dunn, p <0,05).

4.4.8 Transativacéo do receptor de hidrocarboneto de arila (AhR)

Para avaliar o potencial de 6-OHCHN em atuar como
modulador de AhR, células GeneBLAzer® CYP1A1l-bla LS-180 foram
expostas com 6-OHCHN e posteriormente foi avaliada a atividade da
luciferase indicativa da indugdo génica de CYP1AL. Nenhuma diferenca
significativa na quantidade de sinal de luciferase entre os tratamentos no
ensaio de AhR foi observada (Figura 34).
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Figura 34. Avaliacdo da ligacdo de 6-OHCHN a AhR em embrides de peixe-
zebra (76 hpf). Os nimeros 1 a 9 representam o controle positivo do ensaio de
células com tetraclorodibenzodioxina 2,3,7,8 (TCDD), seguida pelas diferentes
repetices de 6-OHCHN (0,0015 uM a 10 uM).

4.4.9 Avaliacéo de 6-OHCHN em embribes de peixe-zebra

Para avaliar o potencial de bioacumula¢do de 6-OHCHN em
embrides de peixe-zebra, os embrides (2 hpf) foram expostos durante 74 h
com 5 uM de 6-OHCHN por 26, 48 e 76 hpf e avaliados usando
estereomicroscopio de transmissdo. Verificou-se que a intensidade de
fluorescéncia aumentou durante o tratamento de exposicdo o que indica
gue 6-OHCHN é possivelmente bioacumulado durante a exposicao
(Figura 35).
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Figura 35. Avaliagdo fluorimétrica de peixe-zebra no estagio embrionario e
larval ap6s exoposi¢do ao composto 6-OHCHN por 76hpf. As visualizagdes
foram feitas com estereomicroscépio Olympus MVX10 MacroView acoplado
com Olympus DP72 Digital Color Camera. A intensidade de fluorescéncia foi
quantificada em cada embri&o usando o software Imagem J 1.50D.
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4.5 DISCUSSAO

Estudos anteriores mostraram que a exposi¢do de embribes de
peixe-zebra a HPA parentais produziram alteragdes fenotipicas como
disfungdo cardiaca (por ex., batimentos cardiacos reduzidos) e alteracbes
morfoldgicas (por ex., looping cardiaco defeituoso), bem como defeitos
na linha lateral de peixes (INCARDONA; COLLIER; SCHOLZ, 2004).
Entretanto, elevadas concentracGes de criseno (8,8 M) ndo mostraram
nenhum efeito aparente em embrides de peixe-zebra (INCARDONA;
COLLIER; SCHOLZ, 2004). O presente estudo mostra evidéncias de que
a exposicdo de embrides de peixe-zebra ao criseno hidroxilado (6-
OHCHN) resultou em toxicidade gerando lesGes cardiacas tipicamente
causadas por petrdleo bruto ou HPA parentais. A posicdo seletiva do
grupo hidroxila na molécula de criseno pode estar relacionada com sua
toxicidade, pois embrides expostos a 2-OHCHN apresentaram um
aumento na taxa de deformidades no pericardio e maior bioacumulacéo
em comparagdo com 6-OHCHN em peixe-zebra (manuscrito em
preparagdo).

Os resultados aqui apresentados sobre os efeitos de 6-OHCHN
fornecem evidéncias adicionais sobre os fen6tipos gerados da exposicao
e no desenvolvimento de peixe-zebra, o qual se divide em duas categorias:
(1) deformidades cardiacas e potencialmente comprometimento da
funcéo cardiaca; (2) outros efeitos (por ex. edema do saco vitelino). A
exposicao de 6-OHCHN acarretou em edema pericardico moderado nos
estadios de desenvolvimento entre 2 hpf e 76 hpf. O edema ou
acumulacdo de liquido encontrado ao redor do coracdo pode ser um
indicador da interrupgéo da fung&o cardiovascular durante a morfogénese
cardiaca (POLLINO; HOLDWAY, 2002), desta forma, o edema
pericardico pode ser resposavel pela mortalidade do embrides expostos
direta ou indiretamente. Vale ressaltar que o coracdo é o primeiro 6rgdo a
se formar e a funcionar durante a embriogénese dos vertebrados, sendo
considerado como um vaso sanguineo contratil coberto com uma camada
muscular externa (miocardica) e uma camada endotelial interna
(endocérdica) (STAINIER, 2001). Em peixes, o coracdo em
desenvolvimento é conhecido como um 6rgdo-alvo sensivel para os
efeitos toxicos de HPA de dois a seis anéis aromaticos que compdem o
petréleo bruto (FRAYSSE; MONS; GARRIC, 2006). Os compostos com
trés anéis sdo os mais abundantes no petréleo bruto e podem causar
disfuncdo cardiaca em peixes, interferindo assim nos processos
dependentes de circulagdo bem como na morfogénese cardiaca. Além
disso, o intemperismo provoca alteracbes na composicdo de HPA,
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resultando em uma maior toxicidade e maior frequéncia de malformagdes
(INCARDONA et al., 2014). Nesse trabalho foi observado que o 6-
OHCHN, composto com quatro anéis aromaticos ciclicos, causou 40% de
mortalidade e 45% de deformidades cardiacas nos embriGes expostos a 2
hpf.

A sobrevivéncia dos peixes ap0s exposicdo aos HPA €
controversa. Heintz et al. (1999) mostrou que embrides de salméo
expostos a petréleo bruto e liberados como juvenis no ambiente aquético,
retornaram do mar como adultos em ndmeros significativamente
menores. Isso porque possivelmente 0s animais sobreviventes apds a
exposicdo em ambientes contaminados com concentragdes subletais de
HPA apresentaram maior susceptibilidade a doencas, parasitismo ou
predacdo (HEINTZ; SHORT; RICE, 1999). Outros estudos mostraram
gue embrides de peixe-zebra expostos a concentracfes subletais de 6leo
diesel conseguem sobreviver até a idade adulta, embora as mudancas
permanentes da morfologia do coragdo tenham causado uma reducdo no
desempenho da natagdo (LEWIS; POOK; GALLOWAY, 2008).
Verificou-se ainda que apds um periodo de exposicdo a HPA de trés anéis
(fenantreno e dibenzotiofeno), seguida de transferéncia para agua limpa,
larvas poderiam se recuperar das deformidades com regeneragdo
cardiaca. Muito embora a disfuncdo cardiaca provocada seja reversivel
com deformidades transitorias e sutis, sugere-se que as exposi¢des nos
estagios de desenvolvimento iniciais podem se tornar severas em estagios
posteriores do desenvolvimento cardiaco (INCARDONA; COLLIER;
SCHOLZ, 2004) e provavelmente reduzirdo a sobrevivéncia dos peixes
em estadios de vida larval, juvenil ou adultos (INCARDONA et al.,
2013). No presente estudo, verificou-se que ap0s a transferéncia para agua
limpa em até 7 dpf, observou-se mortalidade de 60% nos peixes tratados
com 6-OHCHN. Esse composto com quatro anéis uma vez hidroxilado
provoca danos cardiacos severos e possivelmente irreversiveis em
embribes quando expostos a 2 hpf.

A natureza responsiva de embrifes ou larvas é ainda maior
guando se trata da bioacumulagdo e concentragdo de poluentes organicos
(AEPPLI et al., 2012). Devido ao seu alto conteudo lipidico, a
bioacumulagdo de xenobidticos (especialmente HPA) ocorre no saco
vitelinico de embrides. Acredita-se que o processo de absorcdo do saco
vitelinico seja um fator importante na redistribuicdo de xenobidticos que
resultem em efeitos tdxicos em estagios de desenvolvimento posteriores
(PETERSEN; KRISTENSEN, 1998). A bioacumulacdo de HPA
radiomarcados em embribes e larvas de peixe-zebra foi avaliada por
Petersen & Kristensen (1998) e mostrou que o naftaleno e o fenantreno
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acumularam apds 24 - 30 h de tratamento com valores entre 7 - 8 mmol /
kg de peso seco para embrifes € 4 - 5 mmol / kg para larvas,
respectivamente. Contudo, HPA de quatro anéis aromaticos
radiomarcados atingiram niveis de aproximadamente 3 mmol / kg de peso
seco. Com base nos valores de coeficiente de particdo (logKow) e fatores
de bioconcentragdo determinados para peixe-zebra previamente
publicados (PETERSEN; KRISTENSEN, 1998) foi estimado que 6-
OHCHN tenderia a ser bioacumulado em embriGes. Nesse estudo foi
observado um aumento na intensidade da fluorescéncia durante a
exposicdo por 6-OHCHN em 24, 48 e 72h de maneira concentragdo-
dependente. A bioacumulacdo dos compostos de 6-OHCHN no saco
vitelinico pode estar relacionada ao desenvolvimento de deformidades e
na redistribuicdo de 6-OHCHN mantendo-o0 em concentracdes elevadas
nos estagios embrio-larvais. Entretanto, devido as limitagGes técnicas na
detecgdo de HPA hidroxilados, ndo foi possivel quantificar precisamente
0 composto 6-OHCHN. Com o uso de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GS-MS) ou marcacao radioativa sera possivel
avaliar com mais precisdo os niveis de 6-OHCHN no saco vitelinico de
embrides peixe-zebra.

Em 1996, uma série de artigos relatou a identificacdo de
centenas de mutagBes que afetam o desenvolvimento do embrido de
peixe-zebra, sobretudo, os genes relacionados com o desenvolvimento
cardiaco (SGRHUS et al., 2016). Dentre as mutacdes descritas, foram
relatados genes relacionados com a diferenciagdo do miocérdio (GATA4
e HAND2) e endocéardio, os quais formardo as valvulas cardiacas
(STAINIER, 2001). Entre os genes relacionados com a diferenciacéo e
migracdo de células dos tecidos em formacdo ao longo do
desenvolvimento est4 o gene HAND2 que codifica o fator de transcricéo
bHLH. O gene HAND2 parece regular tanto a diferenciagdo como a
morfogénese das células miocardicas e na formacdo da camara cardiaca.
Apesar do seu papel crucial na formagéo do coracdo, ndo verificamos
diferencas significativas na expressdo deste gene. Outro fator de
transcricdo avaliado nesse estudo e que parece desempenhar um papel
importante na diferenciacdo do miocérdio é o gene GATA4 (STAINIER,
2001). Observou-se a inducéo de transcritos de GATA4 em até 30 vezes
em embrides expostos a 5 uM de 6-OHCHN, porém, a transcricdo nao
respondeu de maneira dose-dependente.

Os transportadores de célcio e potassio desempenham um papel
crucial na correta funcdo do coracdo embrionario e sdo suscetiveis a
exposicdo por HPA (INCARDONA; COLLIER; SCHOLZ, 2004,
SORHUS et al., 2016). Estudos recentes demonstraram que a exposic¢ao
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ao petréleo bruto afeta o desenvolvimento cardiaco interrompendo o
mecanismo de acoplamento excitagdo-contracdo. Acredita-se que ocorra
um mecanismo de esgotamento do célcio intracelular por hidrocarbonetos
derivados do petroleo bruto perturbando vérias vias criticas da
organogénese em peixes. Além disso, foi observado que o transporte de
calcio pode estar relacionado a deformidades craniofaciais em peixes
(SPRHUS et al., 2016). Neste estudo verificamos que o gene que codifica
para transporte de Na*/ Ca?* (NCX1A) foi encontrado reprimido por 6-
OHCHN o que pode ser um fator contribuinte para a toxicidade observada
(Figura 26A). Além disso, HPA de trés anéis podem causar bradicardia
devido & inibicdo das correntes de potéssio repolarizantes no coracéo
(MILAN et al., 2003), sugerindo que o transportador de canal de potassio
kcnh2 cardiaca como um possivel alvo molecular (KEATING;
SANGUINETTI, 2001; MITCHESON et al., 2000) O gene KCNH2 teve
sua expressdo reduzida na exposigdocom petréleo bruto (SGRHUS et al.,
2016), e, essa mesma tendéncia foi observada no presente estudo (Figura
26B).

A proteina LRRC10 contém sete motivos de repeti¢des de
leucinas, porém, até o momento ndo foram identificados outros dominios
nas regides N-terminais ou C-terminais presentes em outras proteinas
LRRC. Devido a falta de um dominio funcional em LRRC10, é dificil
hipotetizar a sua fungdo molecular exata a partir da sua sequéncia de
aminoacidos. O gene LRRC10 é conservado na maioria dos vertebrados e
esta presente num nimero crescente de proteinas com diversas funcdes,
tais como inibicdo enzimatica, crescimento celular, adesdo celular,
transducdo de sinal, regulacdo da expressdo génica, sinalizacdo de
apoptose e desenvolvimento (KOBE; KAJAVA, 2001). Acredita-se que
0 motivo LRR funcione como um dominio de interacdo com proteinas,
podendo regular processos celulares através da interacdo com outros
fatores que séo criticos para o desenvolvimento cardiaco e funcdo. Apesar
disso, a expressdo do gene LRRC10 ndo apresentou alteracGes
significativas apds exposicdo ao 6-OHCHN.

Alguns estudos demonstraram que modulacdo de genes
cardiacos pode ocorrer pela via estrogénica ndo classica, através do
receptor de estrogénio acoplado a proteina G1 (GPER). Devido a
atividade antiestrogénica de 6-OHCHN, sugere-se que este composto
poderia interagir com GPER na superficie da membrana. A co-exposi¢do
do antagonista de GPER e 6-OHCHN n&o causou alterag@es significativas
nos efeitos de sobrevivéncia ou deformidades de embriGes.
Adicionalmente, os niveis transcricionais de GPER néo foram alterados,
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porém, houve uma tendéncia para um aumento na expressdo de GPER
com tratamento com 6-OHCHN.



157

4.6 CONSIDERACOES FINAIS

Em termos gerais foi verificado um aumento da toxicidade de
6-OHCHN no desenvolvimento embrionario de peixe-zebra. Os genes
envolvidos na diferenciacdo cardiaca (hand2 e Irrc10) provavelmente ndo
estdo associados aos resultados de mortalidade e deformidade geradas por
6-OHCHN nesta fase inicial de 2 hpf. Entretanto, os transportadores
ibnicos (nckl e kchna) encontrados na morfogénese cardiaca podem ter
um papel crucial durante a exposicdo. A bioacumulacdo de 6-OHCHN
possivelmente desempenha um papel importante no aumento das
deformidades geradas devido a redistribuicdo que resulta em efeitos
toxicos nas fases posteriores do desenvolvimento embrionario (4° dia
apos a exposicao). Estudos adicionais de transcricdo génica e expressao
proteica deverao ser realizados, utilizando outras moléculas-alvo afetadas
pelas vias estrogénicas classicas por 17p-estradiol (E2) e transportadores
ibnicos (KCHNB) com o objetivo de elucidar o mecanismo celular e
molecular responsaveis pela toxidade no desenvolvimento de peixe-
zebra. Existe também a necessidade do desenvolvimento de metodologias
mais precisa para medir 6-OHCHN em embrides de peixe-zebra.
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4.7 PERPECTIVAS

Para darmos continuidade aos resultados apresentados neste
capitulo, as perspectivas sao:

Selecionar e avaliar novos genes envolvidos no
desenvolvimento cardiaco, agora mediados pela via de receptor
estrogénico classica por 17p-estradiol (E2).

Avaliar outras deformidades provocadas por 6-OHCHN como
batimentos cardiacos e desenvolvimento vascular.

Avaliar a formacdo e degradacdo de metabolitos resultantes do
6-OHCHN combinado com alteragdes de temperatura, salinidade e/ou
pH.

Verificar os efeitos de ensaios semelhantes com peixes em
estagio larval e adultos.

Avaliar possivel transferéncia vertical na exposicao de peixes
adultos aos embrides.

Desenvolver métodos de deteccdo de 6-OHCHN mais precisos.
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CAPITULO V - COMENTARIOS FINAIS E CONCLUSOES

As informacdes geradas neste trabalho servem como base para
futuros estudos na area de toxicologia aquética visando a elucidacdo do
papel funcional das proteinas identificadas em C. brasiliana bem como
no papel de genes-alvo no desenvolvimento de D. rerio, fornecendo
subsidios para um melhor conhecimento dos mecanismos celulares e
moleculares de toxicidade em animais aquaticos. Espera-se contribuir
para a compreensdo de diferentes aspectos da biologia molecular e da
fisiologia do reticulo endoplasmatico de branquias de ostra C. brasiliana,
bem como de espécies relacionadas. O perfil de expressdo de proteinas
aqui apresentadas sugere ainda a utilizacdo da ostra C. brasiliana para o
biomonitoramento  ambiental,  utilizando-se  essas  proteinas
biomarcadores como potenciais candidatas a biomarcadores de
contaminagdo  aqudtica. Visamos também identificar  genes
normalizadores para andlise transcricional em diferentes condictes
experimentais para posteriores estudos moleculares utilizando PCR
guantitativa em tempo real. Por fim, com o intuito de aumentar as
informacOes sobre os efeitos de compostos foto-oxidados do petroleo
avaliou-se a exposigdo por 6-hidroxicriseno no desenvolvimento
embrionario de D. rerio.

Capitulo 2

- Das onze proteinas diferencialmente expressas identificadas neste
estudo, seis poderiam ser potencialmente usadas como PEP em branquias.
Estas proteinas estdo envolvidas com metabolismo lipidico / xenobiotico
(CYP6A e P450 RED), fagossomo mediados por RE (alfa and beta
tubulina) e processamento e degradacao de proteinas no RE (tiorredoxina
e ubiquitina E3).

- Essas proteinas representam novos potenciais biomarcadores em
exposi¢des a FAD no RE de branquias de ostra, as quais poderdo ser
utilizadas em estudos posteriores.

- Conclui-se que a avaliacdo de proteinas microssomais foi uma poderosa
ferramenta para avaliar os efeitos de derramamento de Gleo e para
compreender 0s mecanismos que envolvem o reticulo endoplasmatico
(RE) frente a exposicéo a este tipo de xenobiotico.
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Capitulo 3

- Identificamos diferentes conjuntos de genes que sdo adequados para a
normalizacdo de dados de qRT-PCR em cada desenho experimental.

- Os genes ank, gapdh e efa-1 foram os mais estaveis em ostras expostas
a PHE a diferentes temperaturas.

-Os genes ank, actb e tubb foram selecionados como genes
normalizadores para as ostras expostas a PHE em diferentes salinidades.
- Os genes tuba, 28S e ank foram indicados para as ostras expostas a FAD.
- Este é o primeiro estudo a avaliar a estabilidade transcrita de ank como
gene de referéncia, que foi considerado candidato promissor como gene
normalizador em estudos posteriores.

- Os genes de referéncia aqui relatados serdo Gteis na identificacdo de
genes relacionados com processos bioldgicos e para validacdo de funcéo
de genes em C. brasiliana, e também na selecdo de genes de referéncia
para outras espécies de ostras ou bivalves.

Capitulo 4

- A exposicdo com 6-OHCHN gerou aumento da toxicidade no
desenvolvimento embrionério de peixe-zebra.

- Os genes envolvidos na diferenciacao cardiaca e morfogénese (HAND2
e LRRC10) provavelmente ndo estdo associados com os resultados de
mortalidade e deformidade geradas por 6-OHCHN nesta fase inicial de 2
hpf.

- Os transportadores idnicos (NCK1 e KCHNA) expressos durante
morfogénese cardiaca podem ter um papel importante durante a
exposicdo por 6-OHCHN.

- A bioacumula¢do potencial de 6-OHCHN provavelmente deve
desempenhar um papel crucial nas deformidades geradas devido a
redistribuicdo dos compostos quimicos que resultam em efeitos tdxicos
nas fases posteriores do desenvolvimento embrionario (4° dia apds a
exposicao).
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ANEXO |

MW (kDa)

Gél bidimensional (2-DE) representativo, contendo as proteinas
microssomais de branquias de C.  brasiliana, as quais
apresentaramexpressao diferencial (p<0,05) no grupo exposto a FAD por
24 h comparado aquele exposto por 72 h a 10% de fracdo acomodada em
agua (FAD). As massas moleculares (MW) com valores entre 220 a 14,4
kDa estdo indicadas ao lado esquerdo do gel e o gradiente de pH 4-7 esta
indicado acima do gel. O conteldo do extrato protéico solvel total
contendo 300 pg foi separado por isoeletrofocalizacdo em strip de 13 cm
(pH 4-7), seguida por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %. Ap6s
fixacéo, o gel foi corado com CBB G-250.
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Proteinas identificadas por MS e/ou MS / MS com p<0,05 a partir de microssomos de branquias de C. brasiliana, apds
exposicdo a 10% FAD por 24h e 72h.

Ne Nome da Espécie e Ne MW/ MASCOT Blastp Dominio Peptideo sequenciado
Spot proteina Cédigode  Vezes Pl nrNCBI protéico’
Acesso
(UNIPROT)
1 Actina Crassostrea 11,7 44 85 144 pfam00022/ K.SYELPDGQVITIGNER.F
gigas 53 4,50e-03 6e-45 smart00268
CANY57
2 Actina Crassostrea T1x 44 98 85 pfam00022/ K.SYELPDGQVITIGNER.F
gigas 5,2 2,50e-04 Te-23 smart00268
K1QG58
3 Actina Crassostrea  11,5x 44 86 136 pfam00022/ K.SYELPDGQVITIGNER.F
ariakensis 51 3,50e-03 3e-38 smart00268
ABWE66
98 a-Tubulina Crassostrea  |1,0x 94 123 283 pfam0395/ K.EDAANNYAR.G
gigas 54 2,1e-008 2e-93 pfam00091
K1R473
87 B-Tubulina Crassostrea  |1,5x 58 100 257 pfam03953/ R.FPGQLNADLR.K
gigas 51 4,2e-006 3e-83 pfam00091
K1QAJ5
55 14-3-3 Proteina  Crassostrea 11,6 32 63 62 pfam00244/ R.YLAEFATGTDR.K
zeta gigas 4.7 2,10e-02 5e-12 smart00101
K1PHMS8
45 14-3-3 Proteina  Crassostrea T1x 30 74 70 pfam00244/ K.LVENYKPLTNEERN

zeta gigas 5,0 3,90e-03 4e-15 smart00101 K.KLVENYKPLTNEER.N
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K1P9N7
Transitional 11,0x 59 54 84 pfam00004AAA/ 0
endoplasmic Crassostrea 5,2 1,50e-01 5e-19 cd00009
92 reticulum gigas
ATPase TER94, K1Q9R2
partial (p97)
57 Proteina Crassostrea 11,6 30 45 69 pfam00653
inibidora de gigas 45  1,30e+00 9e-15 K.TSESASSGK.R
apoptose (1AP) K1PPI1
54 14-3-3 Proteina Crassostrea  |1,1x 32 54 34 pfam00244/
zeta gigas 4.4 1,80e-01  2,0e-02 smart00101 R.YLAEFATGTDR.K
K1P9N7
51 Inibidor da Crassostrea | 1,0x 20 50 169 pfam02115 K.VSFYVQR.E
dissociacdo da gigas 5,4 4,20e-07 6e-53
proteina K1QCMO0
Rho/GDP
65 Proteina Crassostrea  11,0x 39 53 40 pfam00085/ 0
dissulfeto gigas 55 2,20e-01 5e-04 PTZ00102
isomerase A5 K1QYJ3
(PDI5)
144 Alanina - Crassostrea 12x 30 54 145 PRK08117/ 0
glioxilato gigas 43 1,50e-01 4e-42 cd00610
aminotransferase K1R5C6

2-like 1
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