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RESUMO
A poluicdo das aguas é uma questdo fundamentaleecygante
atualmente, sendo que muitas cidades ndo possustemai de
abastecimento e tratamento de agua e esgoto. Assimicrorganismos
patogénicos sao transmitidos por via oral-fecal hosmanos e sao
comumente encontrados em moluscos bivalves pomsermgmais
filtradores. A capacidade de bioacumulacdo de Xétiobs em seus
tecidos é alta e quando consumidos crus aumentabmalplidade de
contaminacao viral e aquisicdo de outras doencasuenanos. Estudos
realizados com tratamentos de depuracdo utilizanddiacdo
ultravioleta demonstraram ser eficientes contramiggnos patogénicos
de varias espécies. No presente estudo, realizaddha de Santa
Catarina, Brasil, propde-se a utiliza¢do de daistnentos de depuracéo
distintos, um com a utilizacdo de radiacéo ultrietéoe recirculacéo de
agua e outro somente com recirculagdo de agua garaelhor
compreensdo dos mecanismos que envolvem a cont@ojna
biotransformacdo e detoxificacdo de poluentes etra,0Srassostrea
gigasoriundas de dois locais distintos, apto para auléwcontaminado
Enzimas antioxidantes e genes transcritos foramlisadas para
verificar a possibilidade de utilizacdo destes cdmmmarcadores de
contaminacdo aquatica ed. gigas apds depuracdo. As respostas
enzimaticas apresentaram maior variacdo nos tedi#o€. gigas
provenientes do local contaminado, sofrendo aumeatatividade das
enzimas CAT, GPx, G6PDH e GST na branquia e glanauleducao
da atividade da SOD na branquia e da atividadeGRDE na glandula
quando aplicado o tratamento de depuracao. Assostigndas do local
apto para cultivo apresentaram uma maior a atieidks enzimas CAT
e G6PDH apés a depuracdo e a atividade da GSTednizida. Foi
observado um padréo de diminuicdo da taxa de tigAscdos genes,
FABP, GSTOe CYPs56A; Na branquia destes organismos. Os resultados
sugerem que os tratamentos de depuragdo podentilz@das como
sistema complementar de detoxificacdo dos xencbsti e
microrganismos para organismos presentes em lamisultivo de
ostrasC. gigas,pois atuam minimizando o estresse oxidativo causado
por poluentes e patégenos.

Palavras-chave moluscos, esgoto doméstico, ultravioleta, expredsao
genes, estresse oxidativo.






ABSTRACT

Water pollution is a fundamental and concern qaastowadays. Many
cities do not have sewage collection system aratnrent plant. Thus,
pathogenic microorganisms are transmitted by whierhumans and
commonly found in shellfish, being filter feedingnimals. The
bioaccumulation potential of xenobiotics in thassues is high and
when eaten raw, there is a high probability on hwsme@ontracting virus
infections and other diseases. Studies on depuorat&atments using
ultraviolet light proved to be effective againsthgesgenic organisms of
many species. In the present study, carried otieatisland of Santa
Catarina, Brazil, we propose the use of two diffiér@urification
treatments, one using an ultraviolet radiation &ater recirculation and
the other using only water recirculation to getestdr understanding on
the mechanisms involving contamination, biotransfmion and
detoxification of oyster pollutant§rassostrea gigafom two sites, an
oyster farm area and a contaminated site. Antiorideanzymes and
transcripts genes were analyzed to verify the ptessise of these as
biomarkers of water contamination €. gigas after purification
treatments. The enzymatic responses were moressipedn the tissues
of C. gigasfrom the contaminated site. An increase of theyewatic
activity was observed in CAT, GPx, G6PDH and GSTgih and
digestive gland, a decreased SOD activity in gil &6PDH activity in
the gland, when applied to the purification treattmét the site able to
cultivation, the activity of enzymes CAT and G6Plrdreased after
purification and GST activity was reduced. We obedra pattern of
decreased rate of transcription gerteSBP, andCYPss6A, andGSTOin
gill. The results suggest that treatments depuraistem can be used
as supplementary detoxification of xenobiotics anitroorganisms
present in the cultivation areas of aquatics ogyasj because they act
minimizing the oxidative stress caused by polligartd pathogens.

Keywords: molluscs, domestic sewage, ultraviolet, gene esgion,
oxidative stress.
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1 INTRODUCAO
1.1 AGUA E SANEAMENTO BASICO

A 4gua é um bem essencial aos seres vivos e aovibsmento
da humanidade. Embora esteja presente em 71% drdebé um
recurso nao renovavel, que se constitue em um ftbemamente
preocupante.

Dados utilizados pela midia mundial demonstram dpi¢oda a
agua disponivel na terra, 97,6% esta presente cemnos, sendo que a
agua doce corresponde aos 2,4% restantes. Degmsa0,31% néo
esta concentrada nos polos na forma de gelo e numn@02% esta
disponivel em rios e lagos, jA que grande parteoseentra em locais
inacessiveis (JACOBI, 2011).

Contudo, o Brasil ocupa uma posicéo privilegiadaretacao a
disponibilidade de recursos hidricos. No mundo,hilf28o de pessoas
ndo tém acesso a agua potavel e cerca de 5 mildreem a cada ano
por doencas relacionadas a falta de abastecimkntmBrasil conta com
12% dos recursos hidricos do planeta, por issdumedistribuido por
pessoa é 19 vezes superior ao minimo estabelegid@pganizacéo das
Nacdes Unidas (ONU, 2005) — de 1.70&spor habitante/ano. No
entanto, esse recurso vital ndo chega para todosasieiros na mesma
gquantidade e regularidade (BRASIL, 2010).

Segundo o IBGE (2011), 33 municipios ainda naoutispm de
rede de distribuicdo de agua no ano de 2008, nlrges veio
diminuindo no decorrer dos anos como podemos Visuaha tabela 1.
Além disso, do total de municipios brasileiros, 82#&m abastecidos por
vias alternativas, como exploracdo de aguas sabgas através de
pocos e ponteiras, cisternas, caminh&o pipa, eatres.

Outra questao preocupante gira em torno do tratamnuado as
aguas no Brasil. Apenas 87,2% dos municipios recelgua tratada,
6,2% recebem parcialmente tratada e 6,6% recebams®n qualquer
tratamento. A rede coletora de esgoto também erceat defasada;
somente 55,2% dos municipios brasileiros possuserico, e muitos
contam somente com tratamento parcial do esgotGK|B2008). No
quadro 1 podemos observar o percentual de doosiciliendidos por
rede geral de esgoto em todo o Pais.
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Municipios com servigo de abastecimento de agua por rede geral de distribuig&o,
Grandes segundo as Grandes Regifes — 1989/2008
Regides 1989 2000 2008
Quantidade Per((;‘%r;tual Quantidade Per((;‘%r;tual Quantidade Perr(:;n)tual
Brasil 4245 95,9 5391 97,9 5531 99,4
Norte 259 86,9 422 94 442 98,4
Nordeste 1371 93,8 1722 96,4 1772 98,8
Sudeste 1429 99,9 1666 100 1668 100
Sul 834 97,3 1142 98,5 1185 99,7
Centro-Oeste 352 92,9 439 98,4 464 99,6

Tabela 1- Municipios com servico de abastecimentoedagua por
rede geral de distribuicdo, segundo as Grandes Régs — 1989/2008
Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, CoordenacadPalaulacdo e indicadores
Sociais, Pesquisa Nacional de Saneamento Basi&i20iB.
Notas: 1. Considera-se 0 municipio em que peloosiemm distrito (mesmo que
apenas parte dele) seja abastecido por rede geditribuicdo de agua.

2. O total de municipios era de 44255807 e 5564, em 1989, 2000 e 2008,
respectivamente.

99,8
a74
92,4
91,6
88,1

731
696

56,2
51,3
44,3
42,1
41,2
405
40,0
3,3
35,2
347
313
28,0
273
1
7.7

1
1
128
96
65

63
4

Sao Paulo
Espirito Santo

Rio de Janeiro
Minas Gerais
Pernambuco
Paraiba

Ceara

Brasil

Bahia

Mato Grossa do Sul
Parana

Alagoas

Rio Grande do Sul
Roraima

Rio Grande do Norte
Santa Catarina
Sergipe

Amapa

Goias

Acre

Mato Grosso
Amazonas
Tocantins
Rondénia
Maranhao

Para

Piaui

Quadro 1. Percentual de domicilios atendidos por e geral de
esgoto, em ordem decrescente, segundo as Unidaded-éderacéo -

2008. Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, CoordenacidoPdpulacio e
indicadores Sociais, Pesquisa Nacional de SanearBastco 1989/2008.
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O saneamento basico é de fundamental importandia pa
sanidade da populagdo. Sua auséncia provoca &jmwldbs recursos
hidricos, aumenta o nimero de enfermidades e gqaegdzos a saude
humana e ao meio ambiente.

Atualmente, a capital do Estado de Santa Catdfipaanopolis,
é atendida pela concessionaria CASAN (Companhiaribahse de
Aguas e Saneamento), porém 66% da populacio ai@dapossui
sistema de tratamento, projetando um déficit béstagrande e
comprometendo diferentes atividades econdmicasg¢eeno o turismo e
a maricultura.

Os residuos solidos também geram um forte impaggativo ao
ambiente se ndo destinados adequadamente. Ososedd; manejo
destes residuos compreendem um conjunto de atesdauraestrutura
e instalacdes operacionais de coleta, transpaateskiordo, tratamento e
destino final do lixo doméstico e do lixo origirada varricao e limpeza
de logradouros e vias publicas.

Santa Catarina possui 2,7% dos residuos sélidasidados em
lixdes e 87,2% em aterros sanitarios controladosei@ico de coleta de
lixo é realizado pela Companhia Melhoramentos dait@la COMCAP
(PMF, 2008).

1.2 IMPACTOS AMBIENTAIS POR ESGOTO DOMESTICO

O Brasil possui uma faixa litoranea com aproximaeiate 8,5
mil quildmetros de extensdo, onde se encontracpraénte 25% da
populacdo do Pais, ou seja, 47,5 milhdes de pe¢f@ag, 2011). Os
400 municipios costeiros possuem em média 90 hab/#aior muito
superior & média nacional (19 hab/fre somente 3 das 17 capitais dos
Estados litorAneos ndo se localizam a beira-maRAFEV; HAZIN,
2006).

O constante crescimento da populagdo exerce umssdore
extremamente grande nas areas costeiras, em cénsexjde atividades
industriais, pesca, turismo e lazer, principalmente verdo onde o
aumento do numero de pessoas é consideravelmeinte adeaido ao
movimento nas praias (BRAG&t. al 2000).

Os efluentes domésticos e industriais lancadosoneanos séo
um dos fatores mais preocupantes atualmente, paissam a
contaminacao de lengéis fredticos e aquiferossuliiim a navegacao
devido ao crescimento de macrofitas aquéticas peloesso de
nutrientes (BRAGAet al, 2000), impossibilitam a recreacdo pela



26

grande quantidade de microrganismos e compostosians presentes,
comprometem a apreciacdo visual e estética devidmateriais

flutuantes e odor desagradavel (DEPLEDGE, 1993)rarnge o

desequilibrio do meio ambiente pela falta de oxagéo e falta de
radiacdo, podendo causar mortalidades.

Segundo Pereira (2004), os principais poluentedtamps sdo os
poluentes quimicos biodegradaveis (gorduras, cdwdtois, proteina) e
persistentes  (detergentes  sintéticos, inseticidafgrtilizantes,
hidrocarbonetos, metais); poluentes fisicos térsjigyovenientes da
agua aquecida usada no processo de refrigeracagefawrias,
siderdrgicas e usinas termoelétricas e poluentéso$i por residuos
sélidos (solidos suspensos, coloidais ou dissodyidqoovenientes de
esgotos industriais e domésticos e da erosdo dss;sel poluentes
biolégicos bacterianos, virais, por protozoarios vermes; todos
provenientes do esgoto.

Podemos dizer entdo, que o esgoto é um coquetalitdentes,
compostos organicos, metais, medicamentos, prodd®shigiene
pessoal (BOLONGet al, 2009), patdgenos, detergentes, gorduras,
coliformes fecais, pesticidas, fertilizantes; alée muitos outros
contaminantes desconhecidos que podem causar seféitwicos
diferenciados ao ecossistema marinho e aos hun{f&WERY et al,
1998).

Os poluentes nédo so6 afetam a sobrevivéncia easgiesnho dos
organismos como também causam o estresse do é&@ssiSOMO UM
todo, modificando sua estrutura, funcdes e divadgdem varios niveis
de organizacao, incluindo o nimero de espéciea esmutura genética
(BAREA & PUEYO, 1998). Muitos dos poluentes lancadms rios e
oceanos sdo cancerigenos e causadores de mutegdésas, e podem
afetar o metabolismo dos animais de tal manei@/guando a morte
dos mesmos (OHEt al, 2004).

1.3 MOLUSCOS BIVALVES: ATIVIDADE ECONOMICA

A aquicultura é uma das atividades econdmicas cpis tf@m se
desenvolvido no Brasil; principalmente a mitilicult e ostreicultura. O
litoral de Santa Catarina apresenta grande potenp@a o
desenvolvimento desta atividade, o que confere stadB o titulo de
maior produtor de moluscos do pais, respondendegroa de 90% da
producao nacional (EPAGRI, 2010).

O cultivo de moluscos teve inicio com a idéia dple&amao da



27

renda familiar de pescadores artesanais, porémpqoaissar dos anos e
0 aprimoramento das técnicas de cultivo e processtmtornou-se a

principal fonte de renda das comunidades, alteranstatus do setor de
artesanal para micro empresatrial, promovendo eoagiariocal.

As espécies mais cultivadas em Santa Catarina s&&ira do
Pacifico, Crassostrea gigas (C. gigag) o mexilhdoPerna perna O
cultivo de pectinideos é bastante recente, com producgdo ainda
pequena de vieiragJodipecten nodosugporém bastante promissora
(POLlI et al, 2004; RUPP & DE BEM, 2004).

A ostra do PacificadCrassostrea giga@-igura 1)é
taxonomicamente classificada de acordo com a seghigrarquia:

Reino — Animalia

Filo — Mollusca

Classe — Bivalvia (LINNAEUS 1758)
Subclasse — Pterimorfia (BEURLEN 1994)
Ordem — Ostreoida

Familia — Ostreidae (RAFINESQUE 1815)
Genéro -CrassostredSACCO 1897)

Espécie -Crassostrea gigaSTHUNBERG 1793)

Figura 1. llustracdo da Ostra-do-pacificoCrassostrea gigas.

Ao longo de 20 anos (1990-2010) a producdo de rootus
apresentou um aumento progressivo. Em 2010, a gfiodiotal foi de
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15.635 toneladas, onde o cultivo de mexilhbes sgmi®u a maior
porcdo desta producgdo total (13.722 toneladas)celtovo de ostras
alcancou o segundo lugar, com 1.908 toneladas. @dugéo de
moluscos teve um crescimento de 25,5% comparadenaade 2009,
atingindo um recorde de produc¢éo no Estado, constreno quadro 2.

14178 1

121pg 12253 12313

10164

10.066 10.239

NPT 9% 0P 05, 09 0 0 09 o 0% o o0

Quadro 2. Evolucdo da producéo de moluscos comertiimmdos em
Santa Catarina entre 1990 e 201@®s unidades do grafico
correspondem a toneladas por .aumte: EPAGRI, 2010. Sintese Informativa
da Maricultura.

Porém, alguns fatores ambientais adversos frequente
prejudicam a qualidade e o cultivo dos organismdsvados, como
periodo de chuvas, temperaturas elevadas, maré&Nerngue alteram o
meio ambiente, prejudicam a produgdo, podem causartalidade dos
animais e também provocar doencas infecciosas e@s fiumanos.
Este €, sem duvida, o fator que mais afeteescimento da atividade - o
risco de contracdo de doencas provocadas pelo roonda moluscos
contaminados. Nos Estados Unidos, as doencasglnodlimentar sdo
responsaveis por 76 milhdes de casos por ano asumwm de moluscos
bivalves e outros frutos do mar estdo envolvidosléna 19% destes
(BUTT et al, 2004; LEALet al, 2011).

Nos ultimos anos foi detectado um aumento da gé@dtuipor
esgotos domésticos e industriais em certas areesltil® na regiao da
Grande Florianépolis. Foi verificada a preseng¢gpaigenos virais e
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bacterianos e de poluentes organicos e inorgarnaus, na agua quanto
nos organismos cultivados (RIGOTT& al, 2005). Esta ocorréncia
preocupa tanto as empresas produtoras quanto ssrowlores finais,
principalmente quando o consumanénatura Com isto, em 2005 foi
fundado o Comité Nacional de Controle Higiénico i@aio de
Moluscos Bivalves, criado pelo Ministério da PescaAquicultura
(MPA) e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Almsinento (MAPA),
com a finalidade de estabelecer e avaliar os riéoglisecessarios para
garantir a qualidade higiénico-sanitaria dos malsdgvalves visando a
protecdo da salde da populagdo e a criagdo de isracarseguros para
0 comeércio nacional e internacional (MPA, 2011).

1.4 BIOMARCADORES DE CONTAMINAGCAO AQUATICA

Na busca por métodos e resultados mais preciseval@cao
dos efeitos das acgbes antropicas, o Conselho &diemal para a
Exploracdo do Mar (ICES) recomenda que programas de
biomonitoramento ambiental sejam realizados parprevencdo de
impactos irreversiveis nos ecossistemas. Nestegrgmas sao
utilizados organismos bioindicadores e biomonitatescontaminacéo
(ICES, 2004).

Os organismos bioindicadores indicam efeito ecolbgi estdo
presentes ou ausentes em determinadas areas,bjanmsnitores sao
utilizados para quantificar a presenca de contam®sano ambiente,
através da bioacumulacdo destes em seus tecidpsesénca de um
contaminante ndo necessariamente sugere que o ngasis®m um efeito
toxico para o organismo biomonitor, portanto, éesséria a avaliacéo
dos efeitos no organismo através do seu monitoram@&HILLIPS &
RAINBOW, 1993).

Os contaminantes exercem um efeito biolégico noomei
ambiente que se traduz em respostas fisioldgicasom@anismo
(DEPLEDGE, 1993). Estas respostas sdo chamadammarbadores,
gque agem como sinalizadores da degradacdo ambiesniahda por
agentes toxicos (RAND, 1995) e assim, podem sermidgerados
indicadores precoces de contaminacao (WALKERL, 1996).

As ferramentas gendmicas estdo sendo empregadaénana
analise ecotoxicoldgica, que explicam os efeitofemudares e celulares
dos contaminantes através das alteracbes na epregnica dos
organismos. Algumas das técnicas sdo: extracdo fetéh purificacdo
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do RNA mensageiro, hibridizacdo subtrativa supvessclonagem,
sequenciamento de genes.

Por estes motivos, o uso de biomarcadores estaosend
incorporado em programas de biomonitoramento eersidg paises da
Europa, nos Estados Unidos e Brasil (CAJARAVILEE al, 2000;
RECOS, 2003). Dentre os biomarcadores, também estaenzimas
relacionadas com as defesas antioxidantes e dearns@irmacdo de
xenobidticos (BURGEOTEt al,, 1996).

Em moluscos, os tecidos normalmente analisadosgs&ido com
biomarcadores séo as branquias e a glandula digestir serem 6rgaos
relacionados com a fisiologia alimentar, obtencaocatimento, trocas
gasosas, digestdo, absorcéo, biotransformacaorecérc(WILDISH &
KTISTMANSON, 1997; SQUELLA, 2008). As branquias saméaos
gue estdo diretamente em contato com a agua deegle é bastante
utilizado em trabalhos de toxicologia, pois é angiro contato que o
animal tem com os contaminant@asteriormente estes contaminantes
sdo transportados para outros tecidos, principdaémpara a glandula
digestiva, 6rgdo envolvido na biotransformacéo ®xdiicacdo destas
substancias (CASTELLVI-PIULACHS, 1972; SQUELLA, &)0

Além de ser responsavel pelo processamento doerabis) a
glandula digestiva pode acumular grande quantidadeoluentes assim
como a branquia. Porém, na branquia a quantidadérgante é menor,
ja que os xenobidticos sao mais rapidamente eliiomadevido ao
contato direto com a &agua, capacidade de filtragiiminacdo pré-
sistémica, que direciona 0s poluentes para outecglds ou sao
eliminados antes de serem absorvidos (SALANIKEI.,2002).

1.4.1 Enzimas antioxidantes

Radical livre é definido como qualquer atomo, gragoatomos
ou molécula capaz de existir independentementeggssua ao menos
um elétron desemparelhado na Ultima camada orbi@Mica ou
molecular, como o anion superoxido,(Q) radical hidroxila {OH),
Oxido nitrico (NO), entre outros. Sdo altamente reativos e podem
danificar as células corporais. Sao produzidos imgatente como
subproduto do metabolismo ou pela respiracao mithial (ZWART et
al., 1999).

Outros compostos igualmente reativos séo classdeacomo
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou espéadigas de nitrogénio
(ERONS), porém ndo possuem elétrons desempareleadssia Gltima
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camada orbital. Estes, além de serem produzidascpelkeia respiratéria
mitocondrial e durante a biotransformacédo de xefimiois (REGOLIlet

al., 2002), podem ser geradas apés exposicao a dadifi¢-A e UV-B
(ROWE et al,2008), no processo de fagocitose (BABIOR, 2004),
quando em contato com xenobidticos (TIMBREL, 1991,
LIVINGSTONE, 1998), causando danos celulares (Rid)r

FORMACAO DE RADICAIS LIVRES

... RADIACAD FUMAGA DE

CIGARRO

IQ'-". = J' .‘(/"-"‘D._

@ @ 9 IO >

INFLAMAGAO Oy + ..-)

. POLUIGAO QJ fnoar]
'O DO AR | ! °
Células brancas

Figura 2. Formac&o de radicais livres e danos ao DN
Fonte: Modificado de http://viticodevagamundo.blpatscom/2010/03/radical-livre-
quimica biologica.html

Ao mesmo tempo em que 0 organismo produz radicaiss|
EROs e ERONSs, mecanismos de acdo antioxidante ataapnotecdo
celular, formando o sistema de defesa antioxid&i#Ee sistema de
defesa é formado por enzimas como catalase (CAIperéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) (Ridd)re numerosos
antioxidantes ndo enzimaticos como vitaminas A, E,eglutationa,
ubiquinona e flavonéides (BRAY & LEVY, 2000; URSQ003). O
equilibrio entre as trés principais enzimas de séefmtioxidante (SOD,
CAT e GPx) é muito importante para a remoc¢do dernmdiarios
toxicos.
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ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

H,0 +0,
RADICAIS soD caT 7
LIVRES 02+ Superéxido " H,0,
Via das Pentose Fosfato XENOBIOTICO
{G6PDH) / x)
. NADP+ GSH ) /
GR GPx ‘
| - GsT
NADPH N G55

GS-X

Figura 3. Atividade antioxidantes das enzimas SODCAT, GPx,
GR, GST e G6PDH Fonte: Adaptado de Zanette (2003).

A superoxido dismutase foi responsavel pela defmiga teoria
da toxicidades do oxigénio. A SOD é uma metaloeaziue age sobre
o radical Q- dismutando-o a D, e protegendo em até 97% os alvos
do ataque do anion superoéxido. Possui diferentesafe como a Mn-
SOD presente na mitocondria e a Cu/Zn-SOD presenteitosol, em

eucariotoFRIDOVICH, 1995; HALLIWELL et al, 2007).)

Nas reacdes catalisadas pela SOD, duas molécula&nido
superéxido formam peréxido de hidrogénio e oxigémolecular
(McCORD & FRIDOVICH, 1969; NORDBERG & ARNER, 2001),
como podemos visualizar na reacao abaixo:

20, + 2H+ > H,0, + O

Para a eliminagéo dos peréxidos de hidrogénio fdasaexistem
duas enzimas principais: a CAT e a GPx. A CAT é wnaima
peroxisomal que faz parte do grupo de heme-prateazdalisa a reacao
de decomposicdo do,8, a agua e oxigénio, a partir de um mecanismo
gue envolve dois estagios em que o0 perdxido de odpaio,
alternadamente, oxida e reduz o ferro no sitimatay enzima. Algumas
destas enzimas possuem NADPH como coenzima, que fentgéo de
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evitar a formacdo de um composto inativo e de toaneatalase mais
eficiente (BICOUTet al, 1995).

A glutationa peroxidase (GPx) possui a funcdo deompor
peréxido de hidrogénio e perdxidos orgénicos a Agueavés da
oxidacdo da GSH. Processos oxidativos celulagestevidade da GPx
geram o dissulfeto glutationa ou glutationa oxidg@8SG). Para evitar
a deplecdo da GSH e aumento da GSSG, a glutatamhaase (GR)
reduz a GSSG a custa de NADPH, regenerando a GS8tdngendo
desta forma o estado redox intracelular. A GR é proteina composta
de duas subunidades, cada uma contendo uma moléeuftavina
adenina dinucleotideo. O FAD recebe elétrons do RIADpassando os
elétrons em seguida para a ponte dissulfeto reatitio. Os grupos SH
formados dentro do sitio ativo interagem com a GS®86uzindo-a a
GSH e a ponte dissulfeto é refeita dentro do sitivo da GR
(BERKHOLZ et al, 2008).

A glicose 6-fosfato desidrogenase é a enzima rasyeh em
reduzir NADP em NADPH para ser utilizado pela GR para regederac
de GSSG. Quando o fornecimento de NADPH fica preaab, a
funcdo antioxidante da glutationa também fica aftpois a GSSG néo
pode ser regeneradaausando sérios danos ao metabolismo celular.
Neste sentido, a G6PDH também pode ser considenadaenzima
antioxidante coadjuvante (SLEKAR al, 1996).

A enzima glutationa S-transferase (GST) é uma emzitosolica
e também encontrada na fracdo microssomal, quéiseataacdes de
conjugacdo de contaminantes ou seus metabdlitosac@BH, sendo
muito importante nos mecanismos de detoxificagcaxedebidticos.

As enzimas antioxidantes tém papel fundamental amadises
ecotoxicologicas, pois conseguem expressar o grawptaminacao de
determinados ambientes e organismos. A inducd@asiesizimas pode
ocorrer pelo aumento da producdo de EROs/ERON®r& que estas
tenham que agir para combater os efeitos deletétass espécies
reativas; ja a inibicdo enzimética pode estar i@h@tia com compostos
inibidores ou em funcdo de ambientes muito contadus, onde a
defesa enzimatica entra em desequilibrio, causdados ao organismo
(ALMEIDA, 2003).

1.4.2 Biotransformagao

O metabolismo de xenobidticos vem sendo estudado
amplamente em animais de origem marinha. Variasmaisz de
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biotransformacdo ja foram identificadas, principahte as
monooxigenases de funcéo mista (MOFM), que inclcit@cromo RBs,
citocromo I3 e NADPH citocromo R, redutase. Estas, geralmente sao
encontradas em diversos tecidos e em maiores doacées no figado
dos vertebrados, e em 6rgdos semelhantes em innagttes, como a
glandula digestiva, no caso dos moluscos.

A principal resposta do organismo perante um cointame é a
detoxificacdo, que visa transformar o xenobiétiocedtado ativo para o
estado inativo, facilitando sua eliminag&o. Estanaetabdlica emprega
uma grande variedade de enzimas e é normalmendgddiem duas ou
trés fases, conhecidas como fase | (ou de reagde®mais) e fase Il
(ou de reacdes conjugativas) (PETUSHé&Kal, 2002). J4 a fase Il é
conhecida como as vias de transporte e excrecaonuabdlitos
conjugados (LUEDEKING & KOEHLER, 2004), embora aigu
compostos sofram apenas um tipo de biotransformagaorganismo
também utiliza um sistema chamado de eliminacaesiptémica ou
efeito de primeira passagem, que é capaz de miz@bgiande parte da
“dose” administrada, antes que atinja a circulagimuinea.

As reacbes da fase | compreendem reacBes de ibedrol
reducédo e oxidacao, onde grupos funcionais espesido adicionados
ou expostos (-OH, -N}l -SH, -COOH). Estas reacdes transformam os
xenobidticos lipofilicos em metabdlitos mais patarkidrofilicos, que
podem ser excretados diretamente, ou em moléculasocgmente mais
reativas servindo de substratos para as enzimg@seadl, que englobam
reacdes de biossintese (MUNRO, 2007; LUEDEKING &HQER,
A., 2004). Porém, em alguns casos, as reac0es tdgiftacéo de
xenobidticos podem resultar em espécies mais asataumentando as
EROs/ERONSs, deixando o animal mais susceptivelremslaausados
pelo estresse oxidativo. As reacdes de fase libleem proteinas da
membrana, identificadas por sua resisténcia a dnogias ou
multixenobidticos, ou proteinas ligantes de &cig@sxos e compostos
lipofilicos (FABP), os quais bombeiam e eliminam sghstancias
téxicas do organismo.

1.4.3 Fase I:Citocromo P450

O citocromo Rso (CYP;4s50) se caracteriza como uma das maiores
familias de hemeproteinas com funcionalidade diieada, presente
em varias espécies, desde bactérias até humanaos, dogersas
isoformas que estéo ligadas ao reticulo endoplé&sméta membrana
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mitocondrial (SNYDER, 1998). As proteinas citocrofdgy possuem
diferentes funcdes e sdo separadas por familiagmpa identidade
entre os CYPs de uma mesma familia é relativanteita, (10-30%), e
consequentemente, a correlagdo estrutura-funcéda aimio esta
totalmente clara. Algumas familias s&o responsaveisla
biotransformacédo de xenobidticos, outras tém papglortante no
metabolismo de esterdides, eicosandides e feroandrifambém
participam de processos de homeostase e estreskdivax e ainda
existem muitas isoformas cujo papel biologico néo iflentificado
(REWITZ et al, 2006; STEGEMAN & HAHN, 1994).

A nomenclatura designada ao GYfe proveniente do pico de
absorbéncia que atinge (450 nm) quando reduzidomglexado com
monoéxido de carbono, e seu papel nas reagbes de Ifade
biotransformacéo é extremamente importante, ppare integrante do
sistema monooxigenase dependente, também chamadzaiddse de
funcdo mista. Este sistema necessita da transferé&e elétrons
provenientes da flavoenzima NADPH citocromosoP redutase,
ocorrendo da seguinte forma:

Substrato-H + © NADPH + H > Substrato-OH +kD + NADP"

A origem do termo monooxigenase € proveniente da
incorporacao de um atomo de oxigénio ao substeatotermo oxidase
de funcdo mista se refere a oxidacdo do substratgeglucdo de um
atomo de oxigénio a agua (BETHIZY & HAYES, 2004;M&N-
GIAVAROTTI, 2001).

Existem algumas técnicas empregadas para deterfuimgies
especificas para as proteinas G§ de modo geral, com a evolucéo
da genbmica, houve um maior interesse em classdcatravés das
andlises de sequéncias; porém, devido a caraictesistataliticas, os
CYP4s0, mesmo aqueles evolutivamente distantes (com meaat%
de identidade na estrutura primaria), contém pacteservadas que
determinam um limite minimo de identidade/similadd entre as
diferentes sequéncias (HASEMANN, 1995).

Rewitzet al.(2006), prop&e a imunodeteccdo como técnica para
monitoramento ambiental de organismos expostos rdalinantes.
Estes estudos vém sendo utilizados em invertebradas/és de
anticorpos heterélogos (que reagem contra protefhgsde outros
organismos, geralmente um vertebrado). Edwerds. (1998) mostram
que a mensuracdo do nivel de proteinas &yYRia reacdo com
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anticorpos é uma alternativa para a identificag@atividade biolégica
de CYRso que catalisam rea¢cBes desconhecidas.

Uma nova subfamilia de CYP foi caracterizada @ngigas
segundo Toledo-Silva (2008), chamadaC¥&s¢A; € demonstrou uma
estreita relacdo com as subfamilias Q¥RCYR, que estdo associados
com processos de biotransformacdo de xenobidtc@YPR; que esta
relacionado com o metabolismo de esterdides. Odtadss foram
obtidos através de sequenciamento e clonagem essuggle esta nova
subfamilia CYPys¢A; possa vir a ser um novo biomarcador de
contaminacao por esgoto doméstico@ngigas

Um estudo recente feito por Silva (2010), no Latioia de
Biomarcadores de Contaminacéo Aquatica e ImunogaimiLABCAI
— UFSC, utilizou a expressao heter6loga com o tmtde produzir
anticorpos policlonais para o desenvolvimento da uwnova estratégia
de avaliacdo da contaminagdo ambiental, obtenddtade satisfatério
ao caracterizar uma indugdo na expressao das masteYPssA; em
organismos expostos ao esgoto doméstico nao tratado

1.4.4 Fasell: GSTO

As enzimas de fase Il catalisam a conjugacdo dehi@ticos
eletrofilicos, como herbicidas, inseticidas, casgi#nicos quimicos e
outros poluentes, sendo que a enzima glutationarSferase (GST)
desempenha papel fundamental nas reacBes destaCfasével de
expressao e inducdo desta enzima é consideradatomcfucial na
determinacdo da sensibilidade celular quando expmstomponentes
toxicos. Estdo presentes principalmente na pattsdica e também
microssomal. (GADAGBUI & JAMES, 2000).

Baseado em caracteristicas especificas como a regguéle

aminoacidos terminais, reatividade de anticorpolstsatos especificos
e sensibilidade a inibidores, as GSTs foram classifs e nomeadas
por alpha, beta, delta, mu, dmega, pi, sigma, theta e zeta

(BLANCHETTE ef al, 2007). A GST 6mega GSTQ tem sido

avaliada em estudos realizados com ostras do &adfrassostrea
gigag quando expostas a hidrocarbonetos (BOUEE®RL, 2004), e
esgoto doméstico (MEDEIROS&t al, 2008). Esta isoforma sugere o
envolvimento no sistema de defesa antioxidante damnismos,
transformacdo de compostos carcinogénicos e drogpéuticas
(REYES & ZAKHARYAN, 2006).
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As respostas enziméaticas da fase Il geralmentens®ores do
gque as do sistema citocromgs§ porém as inducdes causadas nestas
fases classificam o CYR e a GST como biomarcadores de impacto de
poluicdo organica, mesmo que em alguns estudoesgtados ndo
tenham sido tdo conclusivos quanto o esperadonaddise em alguns
casos a inducdo, em outros a inibicdo ou até mesrmcapresentando
alteracdes nos niveis de GST (PETUSHOK, 2002).

1.45 FABP

As proteinas ligantes de &cidos graxos e compdiptafflicos
(FABP) séo pequenas proteinas citosolicas (14-18) iqiie se ligam
nao-covalentemente a ligantes hidrofébicos, prainiente &cidos
graxos de cadeia longa e colesterol (ESTEVES & HELR 2006).
Esta proteina desempenha papel funcional no tremsparacelular e
metabolismo de lipideos. As FABPs transportam uragedlade de
compostos hidrofobicos desde os Acidos graxos,cola endégenas
como o grupo heme, acidos biliares e eicosanéadégjrogas exdgenas
e poluentes ambientais (STORCH & THUMSER, 2000; E®HS &

EHLRICH, 2006)

1.5 DESINFECCAO ULTRAVIOLETA

A desinfeccdo das &guas residuais vem sendo endaregya
enfatizada nos dltimos anos devido ao aparecimeetopatégenos
resistentes ao tratamento convencional aplicadgueorepresenta um
risco consideravel para a saude humana. A técricdedinfeccéo foi
descoberta no ano de 1910, ap6s o desenvolviment@ndpada de
vapor de mercurio e o tubo de quartzo, e estalreteeéeito germicida
da irradiagédo UV.

Porém, a continuidade da aplicacdo da técnica cadiagao
ultravioleta foi afetada pelos altos custos, babcefiabilidade nos
equipamentos, dificuldades na manutencdo e pelentis do uso da
cloracdo e ozonizacdo que eram consideradas téaiéchaixo custo e
maior confiabilidade. Esta idéia foi sendo modifigaa partir do
momento que estudos demonstraram a formacao deoslulbps tdxicos
durante a cloracéo e ozonizagéo, tornando a igadigVV um alvo a ser
repensado. Atualmente foi reconhecido que a ircadidaJV é bastante
eficaz contra bactérias, patdgenos, protozodriesus que podem ser
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transmitidos através da agua potavel. No entargtydes recentes
demostram que as bactérias possuem alguns mecanigam

sobrevivéncia mesmo ap0s a exposicdo a UV, depdaddm grau de
intensidade e tempo, sendo que danos ao DNA podemeparados, e
assim podem recuperar sua replicabilidade (8Ua, 2009).

Além de ser eficiente contra patdgenos, a proddedsubprodutos
€ muito baixa ou quase nula em lampadas UV de haiesséo e a
estabilidade da agua néo é afetada. (WOLFE, 199INEN et al,
2006).

A radiacdo UV é a regido do espectro magnéticosgustua entre
0s raios-X e a luz visivel. O espectro da radidd&oé dividido em
guatro regides: UV de vacuo (100-200nm), UV-C (280nm), UV-B
(280-315nm) e UV-A (315-40nm) (Figura 4). A desog@o ocorre
principalmente devido a acdo germicida da radidg&B e UV-C
sobre 0s organismos. A acdo germicida da radiadié\ @ menor ao
ser comparada a UV-B e UV-C, requerendo um tempitormoaior de
exposicao caso se utilize a radiacdo UV-A paran@ssiéo.

A faixa de radiacdo UV de 254nm danificam os acidosléicos,
impedindo a replicagdo do DNA. A absorcdo da U\ogelucleotideos
ocorre entre a faixa de 200-300nm, sendo afetaldacpenposicdo do
DNA ou RNA e é cumulativa. Purinas e pirimidinass@ayem
fortemente a radiacdo UV, porém a taxa de dano denduzido é
maior nas pirimidinas.

1.5.1 Depuracgdo de moluscos

A técnica de depuracdo de moluscos bivalves, edpemte da
espécieCrassostrea gigamo Brasil, vem sendo utilizada recentemente
visto que estes organismos sdo filtradores e pameroentrar grandes
gquantidades de poluentes e patdgenos em seusstecido

Porém, no Brasil ainda ndo ha legislacdo para lzagfio da
depuracdo. HA mencao de depuracdo na Minuta dadastNormativa
Interministerial relativa a Portaria n°® 122, de @3 maio de 2011,
publicada na sec¢éo 1 do Diéario Oficial da UnidoOgnde maio de 2011,
gue institui o Programa Nacional de Controle HigiénSanitario de
Moluscos Bivalves (PNCMB), porém, este document@gfieu uma
série de modificacBes e ainda ndo entrou em vigor.

Nos casos onde a depuracdo de moluscos é realiaadaés da
transposi¢éo, acondicionando os animais em locéjxips apos serem
coletados do mar, e assim, por filtracdo naturatorrer a
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descontaminacdo dos poluentes; e também feita coauxdio de
radiacdo UV.

100 nm 400 nm

Raios 7 G Infra
e Raio-X uv Visivel o
'.‘54| nm

UV de

uv-C Uv-B UV-A

vicuo

280nm |315nm

100 nm 200 nm 300 nm 400 nm

Figura 4. Radiacéo UV no espectro magnéticGonte: EPA, 2006

O risco de ocorréncia de doencas infecciosas pievies do
consumo de moluscos bivalves jA é reconhecido pat#ncias
nacionais de saude e pela industria produtoranbém é consenso na
comunidade cientifica que animais provenientesdai$ contaminados
aumentam grandemente a probabilidade de infectamorsumidor,
principalmente se ingeridos crus (LEAdt al, 2011). Deste modo,
varios paises aderiram a técnica de depuragcéo obngatoria, porém
no Brasil ainda ndo ha legislacéo especifica.

Estudos com moluscos contaminados por virus, hastée
protozoarios e depurados com radiacdo UV indicameducdo do
namero de microrganismos patogénicos, porém sugepeen ainda
assim o consumo dos animais crus seja evitadompotele depuracéo
necessario para diminuir a quantidade de diferemgsécies de
patdégenos ainda é bastante discutido (HIJMEAL, 2006; LEALet al,
2011;MUNIAIN -MUJIKA et al, 2002).

Em Santa Catarina, Florianopolis, testes com degoraleC.
gigasestdo sendo realizados em parceria com a UnieglsiBederal de
Santa Catarina, empresa Blue Water Aquaculture Etdastaurantes da
regido, porém os resultados ainda séo preliminares.
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Alguns estudos mostram que o0 uso de radiacdo UMaenues
depuradores de moluscos para reduzir a contaminadao
microrganismos patdgenos pode ser eficiente, poréristem
controvérsias. Leakt al, (2011) sugerem que o tratamento com
radiacdo UV é ineficaz na reducdo de cistos @ardia e
Cryptosporidium Adenovirus humano, virus da Hepatite A, Norovirus
humano (grupo | e Il), Poliomavirus Salmonella spMujika et al.,
(2002), afirmam que o tratamento com radiacdo Uxgnm e filtro
biolégico € muito eficiente para virus humanossirmscomo Hijneret
al., (2006) afirmam que tratamentos com radiacdo BY altamente
confiaveis para eliminar todos os tipos de patogdremsmitidos pela
agua. Porém, cabe ressaltar que estes resultadas dependendo do
sistema de tratamento implantado; intensidade edese exposicdo a
radiacdo UV; capacidade de recirculacdo, entreosutimportante
ressaltar também que a quantidade de copias gemigais
identificadas por RT-PCR ndo indica a viabilidads dirus, que deve
ser confirmada por técnica de cultura celular.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo a andlise bioga e
molecular de tecidos de osti@sssostrea gigasverificando a possivel
utilizacdo das respostas das atividades de enzielasionadas a
atividade antioxidante, e da transcricAo de gemesponsaveis pela
biotransformacé&o e detoxificacdo de xenobitticosy@ biomarcadores
de contaminagdo aquética apds exposicaoCdegigas a radiacdo
ultravioleta.

2.1.1 Objetivos Especificos

v"  Analisar a atividade das enzimas SOD, CAT, GR, GFXT e
G6PDH em branquia (BR) e glandula digestiva (GDpskeasC. gigas
provenientes do Ribeirdo da llha e da foz do Richgler, em dois
diferentes tempos (F antes da depuracéo —g T dias apds depuracao
em tanques com e sem radiacdo UV.
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v' Analisar a expressdo da proteina citocromo P4B0P{A:)
em microssomos de BR e GD de ostras provenientambes os locais,

em dois diferentes temposy(¥ antes da depuracdo — g T dias apéds
exposicdo a ambos tratamentos de depuracao).

v' Avaliar a transcricdo dos genE#\BP, GSTOe CYPRss6A; em
amostras de BR e GD das ostras provenientes desaosblocais, em
dois diferentes tempos {F antes da depuracdo — £, 24 horas apoés
exposi¢do a ambos os tratamentos de depuracéo).

2.1.2 Reuvista escolhida para submissao do artigo cientify

O trabalho final devera ser encaminhado para asteevi
Ecotoxicology and Environmental Safety (Qualis A2 @drea de
Zootecnia e Recursos Pesqueiros em 2012).
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3 AVALIACAO DA TRANSCRICAO DE GENES E
RESPOSTAS ENZIMATICAS EM OSTRA DO PACIFICO
Crassostrea gigas (THUNBERG 1793) EXPOSTAS A
EFLUENTES DOMESTICOS E DEPURADAS

3.1 RESUMO

OstrasCrassostrea gigaoram expostas durante 14 dias em dois locais
distintos da regido da Grande Florian6polis, SCasBr (local
contaminado e local apto para o cultivo). Apés posicdo, amostras de
branquia e glandula digestiva foram coletadas dasas no tempo 0
(controle), T4 (24 horas ap6s a exposicdo dos organismos aos
tratamentos de depuracdo com e sem radiacdo aletayipara andlise
da expressdo dos gend3YPss6A;, GSTOe FABP) e T; (7 dias apés
exposicao aos tratamentos de depuragdo para adalisgpressao da
proteina CYRsA; e atividade enzimatica da SOD, CAT, GPx, GR,
GST e G6PDH). Enzimas antioxidantes e genes titoscforam
analisados para verificar a possibilidade de aio destes como
biomarcadores de contaminacdo aquaticaCergigasapds depuracao.
As respostas enziméticas apresentaram maior varaggsitecidos d€.
gigas provenientes do local contaminado, sofrendo aumnemh
atividade das enzimas CAT, GPx, G6PDH e GST nagoiane
glandula, e reducéo da atividade da SOD na brardea atividade da
G6PDH na glandula quando aplicado o tratamento egirdcdo. No
local apto para cultivo, a atividade das enzimasTCA G6PDH
aumentaram apoOs depuragdo e a atividade da GSiedarida. Foi
observado um padréo de diminuicdo da taxa de tigdscdos genes,
FABP, GSTOe CYPRss6A; na branquia destes organismos.

Os resultados sugerem que os tratamentos de dépupgem ser
utilizados como sistema complementar de detoxifica¢dos
xenobidticos e microrganismos para organismos ptesem locais de
cultivo de ostra€. gigas,pois atuam minimizando o estresse oxidativo
causado por poluentes e patdégenos.

Palavras-chave:moluscos, esgoto doméstico, ultravioleta, expredséo
genes, estresse oxidativo.
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3.2 INTRODUCAO

Os moluscos bivalves séo frequentemente utilizadosio
bioindicadores de qualidade ambiental, pois sémdibres, apresentam
ampla distribuicdo geogréfica, ndo se deslocam ntatiamente e
suportam condi¢cdes entre marés, amplas variacdesalifddade e
temperatura (salvo pectinideos) (RUPP & PARSON,42QEE &
YOUNGER, 2002); estédo presentes em abundanciatneena tanto em
mar aberto quanto em estuarios e, em muitos casms,espécies
dominantes no seu habitat (SHEEHAN & POWER, 1999).

Também podem ser considerados vetores de disse&iredgu
carreadores de biotoxinas e contaminates, pois @aom
microrganismos como virus e bactérias, protozoarisais e outros
tipos de poluentes, podendo apresentar um riscuofisagjivo a salude
quando consumidos crus ou levemente cozidos (CHIR®Nt al,
2002;MUNIAIN-MUJIKA et al, 2002).

Os microrganismos patogénicos marinhos que causarasda
saude humana pela ingestdo de alimentos contansinas#m,
principalmente, virus e bactérias. Os virus e lbastécapazes de
persistrem no ambiente incluem, entre outros, akenavirus,
calicivirus, enterovirus e hepatovir&scherichia colie Salmonella sp
que usualmente sdo transmitidos via fecal-oralpticeen-se no trato
gastrointestinal do hospedeiro (FONG & LIPP, 200Bstes virus
podem contaminar os moluscos através da dgua paduidmbém pela
higiéne inadequada dos manipuladores de alimebEES, 2000).

Os contaminantes exercem um efeito biol6gico noomei
ambiente que se traduz em respostas fisioldgicasom@anismo
(DEPLEDGE, 1993). Estas respostas sdo chamada®marbadores,
que agem como sinalizadores da degradacdo ambigsniahda por
agentes toxicos (RAND, 1995) e assim, podem sermsidgerados
indicadores precoces de contaminacao (WALKERL, 1996).

Por estes motivos, o uso de biomarcadores estaosend
incorporado em programas de biomonitoramento eersid paises da
Europa, nos Estados Unidos e Brasil (CAJARAVILEE al, 2000;
RECOS, 2003). Dentre os biomarcadores, também estaenzimas
relacionadas com as defesas antioxidantes e dearns@irmacdo de
xenobidticos (BURGEOEt al,, 1996).
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Ao mesmo tempo em que 0 organismo produz radicaiss|
EROs e ERONSs, mecanismos de acdo antioxidante ataapnotecdo
celular, formando o sistema de defesa antioxidaBste sistema de
defesa é formado por enzimas como catalase (CAIperéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e nosos
antioxidantes ndo enzimaticos como vitaminas A, E, gjlutationa,
ubiquinona e flavondides (BRAY & LEVY, 2000; URSQ003). O
equilibrio entre as trés principais enzimas desefntioxidante (SOD,
CAT e GPx) é muito importante para a remoc¢do dernmtdiarios
toxicos.

As enzimas antioxidantes tém papel fundamental amadises
ecotoxicologicas, pois conseguem expressar o grawptaminacao de
determinados ambientes e organismos. A inducd@asiesizimas pode
ocorrer pelo aumento da producdo de EROs/ERON®yi& que estas
tenham que agir para combater os efeitos deletétass espécies
reativas; ja a inibicdo enzimatica pode estar i@h@tia com compostos
inibidores ou em funcdo de ambientes muito contadus, onde a
defesa enzimatica entra em desequilibrio, causdados ao organismo
(ALMEIDA, 2003).

Outras enzimas participam da biotransformacao debiéticos
como o citocromo R, citocromo g e NADPH citocromo R, redutase,
GSTQ FABP, entre outras que transformam, conjugamngirelm os
contaminantes do organismo.

Devido ao aumento de poluentes lancados nos edlsigigicnicas
de depuracdo de moluscos estdo sendo empregadggaiamente em
alguns paises visando a minimizagdo da contracdodalEncas
infecciosas pelos humanos (LEALal, 2011).

A ostra do Pacific&rassostrea gigag comumente utilizada para
fins de estudos bioquimicos e moleculares, poissapita caracteristicas
gue atendem o0s requisitos necessarios para fifsod®nitoramento,
uma vez que é a espeécie de molusco mais cultivadstuelada no
mundo (FAO, 2006; SAAVEDRA & BACHERE, 2006). Estapécie
possui um amplo nimero de genes ja identificadeguenciados e
utilizados em estudos de transcricdo génica (MEQERt al, 2008) e
as técnicas de avaliagdo de atividade enzimaticescesse oxidativo
também sao bastante conhecidas (SOUxAl, 2011; REGOLLt al,
2002; ZANETTEet al, 2008).

Contudo, o presente estudo propde o uso da tédseickepuracéo,
dando énfase aos aspectos moleculares e bioquiducogganismo em
questdoC. gigas buscando respostas que permitam atingir um maior
grau de conhecimento dos mecanismos de acdo aatitgi e da
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expressao de genes perante desinfeccdo da aguadiacdo UV e
recirculacao.

Para a analise molecular, foi utilizada a técniea RT-PCR
quantitativo, verificando a expressdo dos geRe8P, CYRPseA €
GSTOna branquia e glandula digestiva@egigasem Ty e T4, com e
sem exposi¢cao a radiacao ultravioleta e recircoldedagua.

Também foi utilizada a técnica @t blottingpara a quantificacao
da expressao da protei@& P;s¢A; através de anticorpo policlonal anti-
CYRsA; no tecido branquial e glandula digestiva. A atidigladas
enzimas CAT, GST, G6PDH, GPx, GR e SOD também foram
analisadas.

3.3 MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Desenho experimental e coleta dos animais

Os exemplares de ostfzrassostrea gigagpeso de carne 18g *
3,12), com tamanho comercial, foram coletados dkeldoais , Ribeirdo
da llha e Foz do Rio Bucheler (local poluido pogats doméstico)
(Figura 5).

O local 1, Ribeirdo da llha, esta situado, no sullda de Santa
Catarina, na Fazenda Marinha Atlantico Sul Ltdaglale producéo de
ostras e mariscos). Este local foi considerado b para ser
utilizado no presente estudo visto que os resudtade analises
realizadas em trabalhos anteriores, tanto na agde @s moluscos sao
cultivados, quanto nas amostras de tecidos dosa@jimostraram que
estdo de acordo com o0s niveis permitidos pelaléggis brasileira.

O local 2, esté localizado na foz do Rio Buchelegjdo da Grande
Floriandpolis. Este Rio drena uma pequena baciadrdfica altamente
urbanizada, percorrendo cerca de 1800 metros fat& possuindo uma
largura aproximada de 5 metros. Com uma conceltraggEdominante
de residéncias, condominios e comércio no localsyioum reduzido
volume de agua, é constantemente assoreado e @adudtscarga suas
aguas na Baia Norte justamente na divisa entreupdcipios de S&o
José e Florianodpolis. Este efluente contém resitigoglos e sélidos e
possui alto indice de contaminacédo (NUNES, 2008).

Para as andlises designadas ao estudo em questinmais foram
acondicionados em mini- balsas que continham gaitiéuantes, onde
0s animais permaneceram submersos por 14 diasa Ha superficie.
As ostras foram colocadas no més de setembro derz0lbcal 1 e em
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novembro de 2010, no local 2. Apdés o tempo de egfos 0s
exemplares foram retirados e rapidamente transjmstao LABCAIL

Figura 5. Mapa de localizagédo dos pontos de expedo das ostrasC.
gigas. l-Localizacdo da Fazenda Marinha Atlantico Sul, Rémeda
llha, Florian6polis, Santa Catarina, BragiLocalizacdo da Foz do Rio
Bucheler, Grande Floriandpolis, Santa CatarinasiBionte: Modificado
de Souza et.al (2011).

Para compor as amostras de tempo zef)p ¢§ animais recém-
chegados ao laboratério (n=10) foram dissecadoste&ante dos
animais foi acondicionado em dois tanques; um debes sistema de
depuracgédo contendo radiacéo ultravioleta e recigéd de agua (n=10)

e outro sem sistema ultravioleta, somente comadeicdo de agua
(n=10). A radiacdo UV utilizada foi de baixa prasséarca Atman II,
monocromatica, comprimento de onda de 254nm, 364 dose
minima de 43.85mJ/cmem cada passagem de agua pelo aparato de
radiagdo UV. Os tanques depuradores comportararh 88Cagua do
mar proveniente do Laboratério de Moluscos MarinljbsIM) —
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UFSC, com recirculagao de 1800L/h (Figura 6). Ageratura da agua
variou de 21-22°C. Os animais ndo foram alimentallmante o periodo
do experimento.

As branquias e glandula digestiva das ostras foxetadas em
To e T4 para analise da transcricdo dos genes. Para aifipagdb da
proteinaCYPRss6A; € analise da atividade enziméatica, branquia (BR) e
glandula digestiva (GD) foram retiradas egeTl; dias (Tabela 2).

Tanque de depuracdo

e

Figura 6. Esquema de recirculacdo de agua no tanquie depuracao.
1- lampada UV 36W; 2- Bomba de recirculacdo 1800B- Entrada

de agua.

As amostras teciduais foram retiradas das ostraarebos os
tratamentos de depuracdo e somenig néio passou por estes
tratamentos, servindo como tempo controle. Os dscidesignados a
andlise da transcricdo de genes foram conservadd3NA Later e 0os
demais, em nitrogénio liquido. Apds, foram estosagelo freezer -80°C
até serem processados. Os procedimentos forarzagad da mesma
maneira em ambas as exposicoes.

Transcrigdo de Expressdo da Atividade
genes Proteina CYP;;6A,; enzimatica

sColetade ERe GL eColetade BRe GL sColetade ERe GL
* Ty ;n=10 *T, ;n=10 *T; ;n=10
*Tyy sem UV; n=10 *T; sem UV; n=10 *T; sem UV; n=10

* Tyy com UV; n=10 *T; com UV; n=10 *T; com UV; n=10
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Tabela 2. Esquema do delineamento experimental uhdo para a

coleta dos tecidos d€. gigas para as devidas andlises subsequentes.

3.3.2 Preparacao e padronizacéo das amostras para analise
molecular

As amostras de branquia e glandula digestiva fqraparadas
para extracdo do RNA total conforme protocolo paraagente Trizol
(Invitrogen). A extracdo do RNA total foi realizadas amostras de, T
Tossem UV e T,com UV (n= 5, pools de 2 animais).

A transcricdo reversa para sintese de cDNA a pieti2g de
RNA total, foi realizada utilizando o sistema Quimat Reverse
Transcription (Qiagen), de acordo com o protocaldabricante.

Uma curva contendo 50 ng, 100 ng, 200 ng, 300n@0agde
cDNA por reacdo de RT-PCR quantitativo foi realezguira calcular a
eficiéncia da reacéo, onde uma curva padrao Otprnesanta valor de
eficiéncia de 100% (duplica a quantidade de cDNgada ciclo). O
programa disponivel no aparelho Rotor Gene 6000sfibtanou os
valores brutos de fluorescéncia em uma escalaitogea, e assim o
ciclo limiar (Ct) foi delimitado baseando-se no fa@ente de correlacdo
(R e na eficiéncia da curva, calculada pelo préapiarelho.

O Kit utilizado para verificar a repressao ou irdluglos genes
GSTQ CYRss6A; € FABP foi QuantiFast (Qiagen) e para a quangfca
relativa da expressdo de cada gene foi utilizadanéodo de
comparacédo de Ct ou Delta Delta GACT). O Ct (cycle threshold -
ciclo limiar) é definido como o nimero de ciclogjuerido para a
fluorescéncia da reacdo atingir niveis superiomss da fluorescéncia
basal da reacdo (background) e apresentar uma figagib
exponencial. Para utilizar este método, os valoesxpressao para
cada gene de interesse sdo normalizados pelarigdosde um gene
normalizador e apGs esse processo € feita a iedgtio dos grupos
expostos aos tratamentos, 5em e F,com UV em relagdo ao grupo
controle (). Os genes normalizadores testados foram GAPDH, AC
28-S.

A concentragcdo e a pureza do RNA total foram daeeca@m
espectrofotdbmetro Nanodrop e através do perfil raflatético das
amostras extraidas, que foram separadas em gelgaesa 2%,
confirmou-se a amplificacdo de um unico produtoirderesse, como
mostra a figura 7.
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Figura 7. Amplificac@o dos genes glutationa S-Trarfisrase 6mega GSTO),
proteinie ligante a acidos graxosKABP), citocromo P450 356A1CYPas6A,)

e gliceraldeido-3 fosfato desidrogenas&fPDH) em eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etididl: marcador de peso molecular
(1kbp). 2: genésSTQ 3: genaFABP. 4: geneCYPRss6A;. 5: gene normalizador
GAPDH Todos os genes apresentaram apenas uma bandaandd 100-200
pares de base, confirmando a existéncia de apemasaduto na reacéo de RT-
PCR.

Os iniciadores desenhados com base nas sequéeciands
depcsitados no GenBank (GenBank EUQ0730€85STQ GenBank
EU073425 — FABP, GenBank EF645271CYPsAr € GenBank
CADG67717 -GAPDH), foram utilizados para analise da expresséo
génica e desenhados de forma a produzirem amplimensres que 200
pb, pois acima deste tamanho a eficiéncia da reagd@PCR é
prejudicada (TOLEDO E SILVA, 2009; COSSEAU et a009).
(Anexo 1). Estes genes foram identificados em estuhteriores em
ostrasC. gigasexpostas ao esgoto doméstico (MEDEIRS&L, 2008).
Os niveis de expressao génica foram analisadoRpePCR, Rotor
Gene 6000, Qiagen.
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3.3.3 Preparacao e padronizacéo das amostras para analida
proteina CYPs56A; através de anticorpos policlonais

As amostras de branquia e glandula digestiva foram
homogeneizadas comissue tearor,em tampdo de homogeneizacdo
(Tris-HCI 20mM pH 7,6, EDTA 1mM, sacarose 0,5M, KQJ15M,
DTT 1mM, PMSF 0,1mM), na proporgdo de 1g de tegdm 4mL de
tampéo. A fracdo homogeneizada foi centrifugada5@ @ por 10
minutos e a 12.000 g por mais 10 minutos. O soleerta foi colocado
em tubos de ultracentrifuga e centrifugado por #utas a 105.000 g.
O sedimento (por¢do microssomal) formado foi rgssoso com
tampao de microssoma (0,1M TrisHCI, 1 mM EDTA, 1 BWIT, 0,1M
KCI, 20% glicerol) e utilizado para as analisesspressao da proteina
CYPssA;. A determinacdo da concentracdo de proteina dgidra
microssomal foi realizada pelo método de Bradfd@ir6), utilizando-
se soro albumina bovina como padréo.

Para analise das amostras de BR e GD foi utilizad&nica de
Dot blotting onde 20ug de amostra foram pipetadas em membgana d
nitrocelulose anteriormente hidratadas em aguaQvilbr 10 minutos e
em tampdo CAPS 1X por mais 10 minutos. As amostoaam
blogueadas por 1 hora com agitacdo branda em solded leite
desnatado (0,01M de Tris, 0,1M de NacCl, pH7,5 (TBS)% vol/vol de
Tween, 5% peso/vol de leite em pé desnatado). Quilo foi realizado
para evitar possiveis sitios de interag8o inedpesientre a membrana
€ 0 anticorpo primario.

O anticorpo policlonal (primario) foi obtido atravéda
imunizacdo de camundongos com a prot€fg&Y Rs¢A; recombinante
purificada, em estudo anterior realizado no LABTKSC por Silva,
2010.

Apés o bloqueio, a membrana passou por um processo
lavagem com tampéo TBS 1X (5 lavagens de 5 min)c&aha seguida o
anticorpo primario policlonal an@YPRss6A; foi diluido em tampédo de
blogueio e adicionado a membrana, que foi mantid@naperatura
ambiente por 1h sob agitacdo constante. Trés lagageam realizadas
antes da incubacdo com o anticorpo secundario gadjua peroxidase,
diluido em tampéo de bloqueio. Novamente a membi@naantida a
temperatura ambiente por mais 1h de agitacdo bracdastante. Apos
a incubacéo, mais cinco lavagens foram realizaolastampé&o TBS 1X.

Ensaios d&Vestern blottingoram realizados para comprovar a
expressao de uma Unica banda especifica QaRs¢A;. AS amostras
microssomais dos tecidos em estudo foram analisagdas
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imunodetec¢cdo onde a fragcdo microssomal 8P foi separada por
eletroforese em gel de acrilamida/bisacrilamida 3d%pds, a mesma
metodologia de aplicacdo pafot Blotting foi utilizada. Assim, a
determinacao da diluicdo adequada dos anticorfpiwsupo e secundario
foram testadas e definidas em 1:8000 para o aptiqaimario e 1:3000
para o anticorpo secundario, a qual foi utilizaghetedos os ensaios.

Para andlise dos resultadosDiat blotting as bandas ou “dots”
foram detectadas por ensaios de quimioluminescéncia

3.3.4 Preparacao e padronizac@o das amostras para analida
atividade enzimatica

As amostras de branquia e glandula digestiva foram
homogeneizadas comissue teargr em tampao de homogeneizacéo
(Tris-HCI 20mM pH 7,6, EDTA 1mM, sacarose 0,5M, IK@G15M,
DTT 1mM, PMSF 0,1mM), na proporgdo de 1g de tegdm 4mL de
tampé&o (1:4). A fracdo homogeneizada foi centrifizaga 750 g por 10
minutos e a 12.000 g por mais 10 minutos. O soleerta foi colocado
em tubos de ultracentrifuga e centrifugado por #utas a 105.000 g.
O sobrenadante novamente formado (porcédo citoydiaautilizado
para as analises bioquimicas de atividade enzianatguantificacéo de
proteinas totais.

A atividade enzimética foi analisada conforme @roto
especifico para cada enzima.

A CAT foi quantificada conforme Aebi (1984), em
espectrofotbmetro Ultrospec 3000, verificando aocidade de
decomposicao do 4, através do decréscimo de absorbancia a 240nm a
30°C. Para andlise da atividade da GST foi utibzadprotocolo de
Keenet al (1976), verificando a formagdo de um conjugadd\N8b
GSH que é quantificado a 340nm. A atividade daogtc 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) foi determinada através dmeatp da
absorbancia provocado pela reducdo do NABMNADPH a 340nm
(GLOCK & MCcLEAN, 1953). A glutationa redutase (GRjiliza os
elétrons do NADPH para reduzir o substrato glutatioxidada (GSSG)
e o decréscimo da absorbancia pode ser lida a 30OARLBERG &
MANNERVICK 1985). A enzima glutationa peroxidaseRX3 utiliza a
glutationa reduzida (GSH) para reduzir um perdxdgénico, como o
peréxido de cumeno (Cu-OOH), originando glutatiafiasulfidica
(GSSG) no final da reagdo. A GSSG é reduzida pelama glutationa
redutase (GR) utilizando elétrons doados pelo NADRHtaxa de
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oxidacdo de NADPH foi acompanhada espectrofotonsetiente a
340nm (WENDEL, 1981). A atividade da enzima supieldxlismutase
(SOD) foi determinada segundo a metodologia des@ar Mccord;
Fridovich (1969), que se baseia na inibicdo dag&dwlo citocromo ¢
pelo Q-. Esta inibicdo é medida através do aumento derladascia em
550nm, a 25°C. A determinagdo da quantidade tataprdteinas foi
realizada de acordo com protocolo Bradford (1976gme como base
de céalculo das enzimas citadas acima. Todas ososnsazimaticos,
exceto CAT foram realizados em espectrofotbmetrarfinetro
SpectraMax M5.

3.3.5 Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica da expressao de genepliftado
Kruskal-Wallise Dunn’s Multiple Comparison tespois as amostras nao
apresentaram normalidade. Para as analises deaavenzimatica, os
dados foram submetidos a Andlise de Variancia (AND¥ post-test
“Tukey's Multiple Comparison Test’Para andlise dos dados Det
blotting, foi realizada a quantificacdo densitométrica eoutilizacao do
programa Scion Image. Os dados foram submetidosndlisk de
Variancia (ANOVA) epost-test “Tukey's Multiple Comparison Test”
adotado um nivel de significAncia de 5%odos os dados estdo
apresentados na forma de média e desvio padrao.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Transcricdo de genes

Apos o periodo de 24h de depuracado das ostrasadiat@o UV,
foi observado um padrdo de diminuicdo da taxa dastricdo dos
genes,FABP, GSTO e CYPs;s6A; na branquia destes organismos em
relacdo aos animais do,. TA transcricdo dasSTO apresentou uma
reducdo significativa em sua transcricdo em amisogatamentos de
depuracdo nos animais oriundos do local 1, quandagparado ad,
(Figura 8). As ostras oriundas do local 2 apresamtadiferenca
significativa na transcricdo d&gABP e GSTOem ambos os tratamentos
de depuragdo quando comparados agqFlgura 9). No entanto este
resultado deve ser analisado com cautela, uma weZaj observada
uma tendéncia ndo significativa de maior expres$é® niveis de
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transcricdo do gene constituti@APDH dos animais que vieram do
local 2 e foram submetidos a depuracao.

O normalizador utilizado para BR fGAPDH, ja para GD, todos
0s normalizadores testados apresentaram alteragl@otrptamento e,
portanto ndo foi possivel sua utilizacdo. Assim, resultados de
transcricao génica para glandula digestiva ndoestado apresentados.

3.4.2 Expressao da proteinaCYPsseA;

Apés 7 dias de depuracdo em tanques com e sengdadib/
nenhuma alteragdo na expressdo da prot€lM&@ssA; no tecido
branquial das ostras foi observado, quando compsrad grupo
controle () dos animais oriundos de ambos locais, respectuanm
Somente foi observada uma diferencga estatisticafisafiva quando os
tratamentos de depuracdo com e sem UV foram codmpamntre si,
nos animais do local 1 (Figura 10).

3.4.3 Atividade enzimatica
3.4.3.1 Catalase (CAT)

Apos o periodo de depuracdo de 7 dias a atividadeAdl nas
branquias das ostras coletadas no local 1, Riheitdo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao tempo zewém, na glandula
digestiva houve aumento significativo em ambos @demas de
depuracéo (Figura 11).

As ostras oriundas do local 2, Bucheler, que fosannmetidos
aos dois tratamentos de depuracdo por 7 dias apmem® uma maior
atividade da CAT em ambos tecidos em relacdo aosasmortos no
tempo zero (Figura 12).
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Figura 8. Transcricdo dos genes proteina ligante de acidasogrEFABP),
citocromo P450QYPR;s6A.) e glutationa S-transferase classe 6m&HiTQ por
RT-PCR em branquia de ostras coletadas do lodalbkirdo da Ilha em gTe
submetidas aos tratamentos de depuragdo sem ead@néo UV e recirculacéo
de agua por 24 horas. Os valores estdo como métBavio padrao. O gene da
GAPDH foi utilizado como normalizador. As diferencasnsiigativas (p<0,05)
entre os tratamentos foram identificadas por letimgisculas.
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Figura 9. Transcricdo dos genes da proteina ligante de agido®s FABP),
citocromo P450QYPR;s6A,) e glutationa S-transferase classe 6m&HiTQ por
RT-PCR em brénquia de ostras coletadas do loc&i®,Bucheler em Je
submetidas aos tratamentos de depuragdo sem ead@néo UV e recirculacéo
de agua por 24 horas. Os valores estdo como métBavio padrao. O gene da
GAPDH foi utilizado como normalizador. As diferencasrsiigativas (p<0,05)
entre os tratamentos foram identificadas por letiagisculas.
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Figura 10. Andlise densitométrica para avaliagdo daxpresséo da proteina
CYP356A; no tecido branquial de ostras provenientes do lcgRibeirdo da
Ilha) e local 2 (Rio Bucheler) em, & submetidas ao sistema de depuracdo sem
e com radiagdo UV durante um periodo de 7 diaste@sltados estdo como
densidade média. Os valores utilizados estdo coduianx desvio padrdo. As
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratatoe foram identificadas por
letras mindsculas.
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3.4.3.2 Glutationa S-Transferase (GST)

Foi observada uma menor atividade da GST nas biemdas
ostras oriundas do local 1 e depuradas por 7 diada@ques com
radiacdo UV. Por outro lado, nenhuma alteragdoobservada nesta
enzima nos animais que permaneceram no tanque plgagéo sem
radiacdo UV. Da mesma forma, nenhuma alteracdoSiada GD dos
animais que vieram do local 1 foi observada, apdsmuracdo com e
sem UV (Figura 11).

Interessantemente, as ostras que vieram do local 2
(contaminado) apresentaram uma maior atividade 83 @nto na
branquia como na GD ap0s terem sido mantidas pasrno tanque de
depuracado com radiacédo UV (Figura 12).
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3.4.3.3 Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

As ostras do local 1 apresentaram uma maior atieidda
G6PDH na GD apo6s a depuracao por 7 dias nos tasques sem UV.
J4 nas branquias esta alteracdo ndo foi obsenkdard 11). Os
animais que vieram do Rio Bucheler (local 2) apreseam um padréo
de resposta paradoxal na atividade da G6PDH comgewse a
branquia e a GD. No primeiro a atividade da G6PDHnfaior e no
segundo, menor nos animais submetidos ao tratantEntdepuracao
com radiagdo UV (Figura 12).

3.4.3.4 Glutationa Peroxidase (GPx)

As ostras que vieram do local 1 (zona de cultivido
apresentaram nenhuma alteracdo na atividade daa@Gfesz e apos o
periodo de depuragcdo em ambos tecidos, com e statda UV no
tratamento (Figura 11). Por outro lado, a atividddeGPx na GD dos
animais oriundos do local 2 foi significativament&ior tanto nos
animais depurados por 7 dias em tanques com e 3&nmuUid discreto
aumento na GPx também foi observado na branquia atdsais
depurados com radiacdo UV (Figura 12).

3.4.3.5 Glutationa Redutase (GR)

Nenhuma alteracéo significativa foi observada madaide da
GR tanto na branquia, como na GD dos animais oosidd local 1 e 2,
antes e apds a depuracdo com e sem radiacdo UWdEil e 12).

3.4.3.6 Superodxido Dismutase (SOD)

Os animais do local 1 depurados em tanques commne se
radiacdo UV ndo apresentaram alteracdo na ativida@&OD em ambos
tecidos analisados (Figura 11). J4 os animais cid Bdepurados com e
sem UV apresentaram uma atividade menor da SODbréagjuias
(Figura 12).
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Figura 11. Atividade enzimatica em branquia e glandula digastie ostras
C. gigascoletadas no local 1, Ribeirdo da Ilha em TO e stgm aos
tratamentos de depuracdo sem e com radiacdo U¥ireulacdo de agua
por 7 dias. Os valores estdo como média + desvdodpapara as enzimas
catalase (CAT), glicose 6-fosfato desidrogenase P(@#), glutationa
peroxidase (GPXx), glutationa redutase (GR) e ganatS-transferase (GST)
e superoxido dismutase (SOD). As diferencas siatifias (p<0,05) entre
os tratamentos foram identificadas por letras nuulias no tecido branquial
e por letras mailsculas na glandula digestiva.
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Figura 12. Atividade enzimatica em branquia e glandula digastie ostras
C. gigas coletadas no local 2, Rio Bucheler em TO e exposias
tratamentos de depuracdo sem e com radiacdo U¥ireulacdo de agua
por 7 dias. Os valores estdo como média + desvdodpapara as enzimas
catalase (CAT), glicose 6-fosfato desidrogenase P(@#), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glomatiS-transferase (GST)
e superoxido dismutase (SOD). As diferencas siatifias (p<0,05) entre
os tratamentos foram identificadas por letras nuulias no tecido branquial
e por letras mailsculas na glandula digestiva.
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ENZIMAS
TECIDO | TRAT.

sob | CAT | GPx | GR | G6PDH | GST
S/UV X X X X X X

BR
C/UV X X X X X %
SIUV | x @ x | x T X

GD
cuv | x ? x | x T X

Tabela 3. Tabela demonstrativa da atividade enmmala Superdxido

Glutationa Peracéd (GPx),

Glutationa Redutase (GR), Glicose 6-fosfato degienase (G6PDH) e
glutationa S-transferase (GST), nos tecidos degmiare glandula digestiva
de ostras oriundas do local 1 (Ribeirdo da llhg)pstos a dois tratamentos
(TRAT.), sem e com a utilizacdo de radiacdo ulitdeta. Legenda: seta
indicando para cima: aumento da atividade enzimaSeta indicando para
baixo: reducdo da atividade enzimatica. x: ndo balteracdo na atividade
enzimatica. Todas as indicacdes se referem a cagfpes feitas entre os

Dismutase (SOD),

Catalase (CAT),

tratamentos de depuracao e o tratamento contrgle (T
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ENZIMAS

TECIDO | TRAT.
SOD | CAT | GPx | GR | G6PDH | GST

S/UVJ;T x | x X X

NEINDNERE
. SV | x ? ? X &L X
clv | x T ? x | x ?

Tabela 4 . Tabela demonstrativa da atividade eneaéda Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peldéd (GPx), Glutationa
Redutase (GR), Glicose 6-fosfato desidrogenase BGPe glutationa S-
transferase (GST), nos tecidos de branquia e gldndigestiva de ostras
oriundas do local 2 (Rio Bucheler), expostos a ttatementos (TRAT.), sem e
com a utilizacdo de radiagdo ultra-violeta. Legersdg#a indicando para cima:
aumento da atividade enzimatica. Seta indicand@ peixo: reducdo da
atividade enzimética. x: ndo houve alteragao nadatie enzimatica. Todas as
indicacdes se referem & comparag0es feitas entratamentos de depuragéo e
o tratamento controle gJ

3.5 DISCUSSAO

O presente estudo analisou um conjunto de parésrgtsquimicos
e moleculares em ostras mantidas por 14 dias esaobientes com
graus de contaminacdo ambiental distintos (refe&én@pto para o
cultivo; e exposto - contaminado) e posteriormedépuradas em
sistema de recirculacdo de dgua com e sem radidi¢dpor 24h e 7
dias. Ap6s o periodo de 24h de depuracdo, a tiefigscdos genes
FABP, CYRsA; € GSTOfoi analisada por RT-PCR quantitativo na
br&nquia das ostras. Ap0s o periodo de 7 dias garagio foram
analisados parametros bioquimicos. Entre os par@snetnalisados
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estdo a atividade das enzimas que atuam diretadietamente nas
defesas antioxidantes SOD, GPx, CAT, GR, G6PDH &,G8sim
como, a expressdo da proteina G¢R; utilizando-se anticorpos
policlonais.

3.5.1 Transcricdo de gene€YPssA, FABP e GSTO

Em termos gerais foi observada uma diminuicdo aastricdo de
todos os genes analisados no tecido branquialstess@p0ds o periodo
de 24h de depuragdo, fato este que pode ter sidsiooado pela
circulacédo de 4gua mais limpa no organismo, dimiohmia concentragcéao
de xenobidticos e microrganismos e aumentandoteahgformacéo e a
excrecao dos poluentes dos tecidos animais.

Os genesCYPR;s6A; e FABP no tecido branquial das ostras
provenientes do Ribeirdo da llha apresentarametifer significativa
quando o tratamento sem UV foi comparado com arrahto UV,
sugerindo que a presenca de microrganismos e octrsiminantes
podem afetar de alguma maneira, a expresséo dgsies. No entanto,
este resultado deve ser interpretado com cautela,vez que os niveis
de transcricdo do gene constituti@APDH nos animais tratados com
UV apresentaram uma maior variacdo, apesar de péositlo
estatisticamente diferente dos outros grupos. @uad oriundos do
local 2, Rio Bucheler, ndo apresentaram diferergafeativa entre os
tratamentos sem e com UV para 0s mesmos genesinsltggue possa
ter ocorrido uma reducdo na transcricdo dos genasdg o animal é
exposto a altas cargas de poluicdo por esgoto dicmés
posteriormente transportado para um habitat maigdj independente
do tratamento de depuracao utilizado.

Da mesma forma nenhuma diferenga na transcric@eiseGSTO
dos animais oriundos de ambos os locais foi obdaraads terem sido
submetidos aos dois tratamentos de depuragéo, sem eadiacdo UV,
0 que sugere que a modulacdo do gésdOnao é influenciada pela
presenca de microrganismos.

Considerando-se, por um lado, que os geRABP, GSTOe
CYP;sA; estdo envolvidos na biotransformacdo e detoxifizaga
xenobidticos, e por outro, que sao induzidos nagmga de esgoto
doméstico (MEDEIROSet. al., 2008), a diminuicdo da transcricdo
destes genes apds o periodo de 24h de depuracére syge este
tratamento foi eficiente como meio complementardd®xificacdo de
microrganismos e contaminantes. No entanto, umigsarda transcrigdo
destes genes apls periodos de depuracdo mais gade)
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concomitante com analises microbiolégicas e quisnidaveriam ser
realizados a fim de comprovar esta hipotese.

3.5.2 Expressao da proteinaCYPzseA;

Os resultados das andlises da expressdo da prai&iRzasA;
realizadas nas amostras de tecido branquial dessasiundas do local
2 (contaminado) demonstraram que ndo houve difaresm sua
expressao, sugerindo que a presenca de contansirantierorganismos
nao alteraram sua expressado, corroborando comsuokados de Silva
(2010) que verificou um aumento na expressédo deeipaCY PsseA
somente na glandula digestiva@egigasexpostas ao esgoto doméstico
por 14 dias; no tecido branquial ndo foram obsexrsadiferencas
significativas. No entanto, os animais do locatultijvo) submetidos a
depuracao de 7 dias com radiacdo UV apresentaranesaleCY Psse/A;
menores nas branquias quando comparados aos curanficsem
radiacdo UV, o que sugere que quando 0s niveioa@minantes sao
menores, a presenca de microrganismos nos tecidderip estar
afetando a expresséo desta proteina.

Concordando com este resultado, conforme mencionado
anteriormente, foi observada uma reducdo na trighscrdo gene
CYPRss6A; quando os animais foram expostos a depuracéo adiacém
UV por 24h. Este fato sugere que a transcricdagdoss poderia estar
sendo alterada pela presenca de microrganismos.

Como a expressao dos genes foi verificada em 24éxpressao da
proteina, em 7 dias, pode-se sugerir que o geneitedua expressao e
que a proteina possa ter sofrido variacdes dummeriodo de 7 dias,
posteriormente atingindo o equilibrio, voltando ab&is basais, ou que
viesse a sofrer reducdo caso o tempo de depurags® dinda maior.

Destacamos ainda a diferenca de valores (uniddda@as) de
densidade média da expressao da proe¥RssA; que nos animais do
local 2 apresentaram aproximadamente o dobro datidade de
proteinas dos animais do local 1.

As analises feitas na GD ndo puderam ser conclujpas as
bandas ou “dots” das amostras em dB ambos locais ndo foram
detectadas; porém, as bandas enséin e com tratamento UV ficaram
bastante nitidas. Como é conhecida a expressaomtestina em locais
contaminados por esgoto domeéstico, as amostras,d@oTmenos no
local 2, deveriam ser bastante expressas, comrteiadé reducdo nos
demais tratamentos. No entanto, algum fator deswiehn pode ter
afetado a imunoreatividade dos anticorpos dos asideaT,
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As amostras de GD emgy Bpresentavam coloragcdo escura, bem
diferentes das amostras apds 7 dias de depuratz@@amostras de BR.
Esta coloragdo é devida a alimentacdo, ja que radgé digestiva é
responsavel pela digestdo dos alimentos, como, digae zooplancton,
matéria organica, que possuem compostos pigmentddbeez esta
coloracao possa ter interferido nas andliseBateBlotting por alguma
razdo ainda desconhecida, ou ainda, por algum oifair nao
identificado.

3.5.3 Atividade enzimatica

A BR das ostras coletadas no local 1, Ribeirdo lda, le
submetidas a depuracdo por 7 dias ndo apresent@taracdo na
atividade das enzimas SOD, CAT e GPx, sugerindo tqumo a
dismutacdo dos radicais anions superoxido, quardegaadacdo dos
perdxidos formados foram constantes, fato estepgde vir a ocorrer
guando os animais estdo presentes em um habitat @ndiveis de
microrganismos e poluentes ndo sdo consideradus attmo € o caso
do Ribeirdo da llha, area de producdo de molusigad/bs. As enzimas
auxiliares, G6PDH e GR também ndo apresentaramagims
significativas, demonstrando haver um equilibritulee neste tecido
dos organismos coletados neste local. A Unica g&wigignificativa foi
verificada na atividade da GST, que apresentoureglmenores nos
animais depurados com radiacdo UV, sugerindo qugividade de
conjugacédo de xenobidticos decaiu pelo fato deaguicrorganismos
(mesmo que em quantidades néo tdo expressivasloesfepresentes
nos animais coletados no, Toram realmente reduzidos e assim, a
enzima teve sua atividade diminuida. Freitas, R.,alke, 2012,
verificaram que as enzimas CAT, SOD e GST apresmntauma
diminuicdo de atividade apos 7 dias de depuracéoreairculagdo de
agua, nas espécidiuditapes philippinarume Ruditapes decussatus
coletadas inicialmente de um estuario onde o0s s1idei contaminagéo
eram baixos.

A GD das ostras oriundas do local 1 e submetidieparacdo com
e sem radiagcdo UV apresentou uma maior atividade eteimas
G6PDH e CAT do que os animais dg. Este aumento sugere uma
maior necessidade de decomposicdo de peroxidosodugiio de
NADPH, evidenciando uma resposta protetora antaoniEl da GD.
Interessante notar que durante o periodo de deémuies; animais nédo
foram alimentados, o que poderia desencadear usdaqua atividade
da G6PDH, mas paradoxalmente esta enzima estawa, mm&smo apos
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7 dias de depuracdo. Nao esta claro quais fatoramfos responséaveis
por desencadear este aumento, uma vez que os f@rai oriundos
de uma &rea menos impactada por contaminantes. Messim é
possivel que durante a biotransformacao de pequprargtidades de
contaminantes possam ter causado um leve aumerativitlade destas
enzimas. Por outro lado, foi observada uma menidatle da G6PDH
na GD dos animais do local 2, que foram depurad&@n base nestes
resultados, pode-se sugerir que 0s niveis pretédiferenciais de
contaminantes em uma populacdo de ostras poderifgtar aa
capacidade de resposta enzimatica dos organismosporando com
os resultados de EI-Shenawy, 2004 que verificou efigéncia na
depuracdo (ap6s 4 dias) de microrganismos, comteriss e fagos,
somente quando os animais foram coletados de londs os niveis de
contaminacao eram baixos.

Uma atividade significativamente maior das enzim@AT,
G6PDH, GST foi observada nas BR das ostras praveesielo local 2,
Rio Bucheler, e depuradas por 7 dias, quando cadpaos animais do
To. Interessante observar que a GPx, GST e G6PDHsaapegam
valores maiores nos animais depurados em tangaeldraom radiagéo
UV do que sem UV, o que indica que de alguma maneir
contaminacdo microbiolégica pode afetar negativaenen atividade
destas enzimas nas branquias. Somente a GR n&erpre diferencas
significativas entre os tratamentos. Na GD dasasstto local 2 foi
observada uma maior atividade da GST, GPx e CATrd9sltados
apresentados demonstram uma divergéncia de respasta que o
esperado seria que a atividade das enzimas araitgsl diminuisse em
funcdo da depuragdo dos animais. O alto grau deamamcdo por
esgoto domeéstico observado no local 2 (dados n&trawims) pode ter
ocasionado um desequilibrio geral no metabolisn®adiras, gerando
um aumento na producdo de EROs. Isto pode sugeripgra as ostras
oriundas do local 2, os tratamentos com depuragdionBio foram
eficientes da maneira que foram aplicados.

Considerando os fatores de resisténcia de algureng@nismos a
radiacdo UV, intensidade da radiacdo UV aplicaddt@s niveis de
xenobidticos nos tecidos dos animais, pode-se eklpeque 0s
organismos provenientes do local 2 estivessem maiseraveis ao
ataque de patdgenos e efeitos decorrentes da risfutrenacdo de
compostos quimicos, gerando um dano oxidativo @elaumentando a
producdo de EROS o0 que desencadearia um aumentaefiesas
antioxidantes. Outros fatores a serem considerseliem o tempo dos
tratamentos de depuracéo; turbidez da agua, atoues efeitos
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danosos da radiacdo UV; reducédo do metabolismamiozais pelo fato
de nédo receberem alimento durante o experimeribic@®s enzimaticas
relacionadas com a presenca de inibidores em fudedambientes
muito contaminados, onde a defesa enzimatica entralesequilibrio,
causando danos ao organismo (ALMEIDA, 2003).

3.6 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que os tratamentos deagép com e
sem radiacdo UV, respectivamente por 24h e 7 diasisaram
modificages nas respostas moleculares e biogqusrdesa BR e GD das
ostras previamente expostas a locais com diferegiesis de
contaminacao por esgoto doméstico.

Foi observada uma diminuicdo da transcricdo de gete
biotransformacgéo apds o periodo de 24h de depumgderindo uma
boa eficiéncia no sistema de depuracdo adotad@nkmto esta queda
poderia ser atribuida ao jejum que os animais faalbmetidos durante
este periodo. Uma analise da transcricdo destes ggros periodos de
depuracdo mais prolongados, concomitante com  agdlis
microbioldgicas e quimicas deveriam ser realizadm de comprovar
esta hipotese.

O tratamento com radiagdo UV no sistema de deporaos
animais oriundos da estacdo de cultivo parece &ersado uma
diminuicdo da expressdo d&YPs¢A; na branquia das ostras, o que
sugere que quando os niveis de contaminantes s@aresea presenca
de microrganismos nos tecidos poderia estar afetarekpresséo desta
proteina.

Em termos gerais as ostras que vieram de um loaEs m
contaminado por esgoto doméstico apresentaram umerda nas
respostas antioxidantes. Podemos concluir que oitonamento dos
parametros analisados dependem inicialmente daeobtacdo de
contaminantes do meio.
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ANEXOS

Anexo 1.Sequéncia dos pares de iniciadores utilizados pai@ amplificacdo dos genes alvos e tamanho dos
amplicons, nas branquias deCrassostrea gigas expostas a esgoto doméstico ndo tratadBonte: TOLEDO E

SILVA, 2009).
Gene Acesso Sequéncia dos iniciadores Amplicons
GeneBank Forward Reverse
ACT AB071191 ATGTCCCCAGGTATTGCTGACCGT TCCACATCTGTTGGAAGGIGACA 157
GAPDH CADG67717 AAGCAACAAGGATTGGCGTGGT AACTGGTACGCGGMGCCATT 182
28S AF137051 TGTGCGCAAGTCATTGGGTGTT ACCATCTTTCGGGTABECGTGT 103
FABP EU069496 TCCGACGGAAAGATGACGCTTT ACGCCATTGCATGTTAGT 116
GSTO AJ557141 TGATGAGTTCACCACCGCAA TTCAAACCATGGCCACAGCA 155
CYP356A1 EF645271 ATGAAACCCGCGAAACCA GA TAAATTCGGCTTCACGCCCT 156

6.



