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RESUMO

As atividades humanas podem liberar substancias que quando no ambiente se caracterizam
como contaminantes e com frequéncia se dispersam no meio aquatico. Alguns contaminantes
podem causar efeitos tOxicos nos seres vivos expostos, como 0s cetaceos odontocetos, e sdo
conhecidos como poluentes. A exposicdo aos poluentes desencadeia uma cascata de respostas,
cada uma das quais pode, em teoria, servir como biomarcador. O citocromo P450 compreende
uma larga e extensa familia de proteinas, que desempenha papel central na fase | do
metabolismo de biotransformacéo de xenobiéticos. A inducdo do membro CYP1AL pode ser
utilizada como biomarcador em amostras de tecidos de cetadceos. No entanto, sua utilizacdo em
estudos ecotoxicoldgicos necessita de ferramentas que possibilitem detectar a sua expressao ou
0s niveis de sua atividade catalitica. A técnica de Western blotting se caracteriza por ser um
eficiente e importante procedimento para a imunodeteccao de proteinas. Dentro deste contexto,
0 presente trabalho tem por objetivo imunodetectar CYP1A1 em amostras teciduais de cetaceos
odontocetos. Tendo em vista que a metodologia de Western blotting apresenta vérias etapas, a
sua aplicacdo demanda uma série de ajustes finos até que as condi¢des Otimas de cada etapa
sejam definidas. Assim, o presente trabalho contou com a prévia padronizacao da técnica de
Western blotting em amostras teciduais de Tursiops truncatus. Foi imunodetectada a expresséo
de CYP1A1 em amostras de figado, pele, pulmé&o, baco e rim de T. truncatus, assim como no
figado de Stenella frontalis, indicando que possivelmente estes espécimes foram expostos a
contaminantes quimicos, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. A imunodeteccédo
da expressao de CYP1A1 ndo foi verificada no cérebro, gordura e masculo estriado esquelético
de T. truncatus e no figado de Sotalia guianensis. Estudos complementares sdo necessarios para
determinar quanto os tecidos extra-hepaticos que contém CYPL1Al contribuem para o
metabolismo de biotransformacdo de xenobioticos. Contudo, os avancos metodoldgicos
advindos deste trabalho servem como base para outros trabalhos que visam imunodetectar
CYP1Al em amostras teciduais de cetaceos odontocetos por Western blotting. O presente
estudo também se destaca como um dos pioneiros em aplicar as espécies S. frontalis e S.

guianensis, endémicas do Oceano Atlantico, em estudo com o biomarcador CYP1AL.

Palavras-chave: Biotransformacdo. Cetaceos odontocetos. Citocromo P450. Sotalia

guianensis. Stenella frontalis. Tursiops truncatus. Western blotting. Xenobi6ticos.



ABSTRACT

Human activities can release substances within the environment that are characterized as
contaminants and often disperse in the aquatic environment. Some contaminants may cause
toxic effects on exposed organisms, such as odontocete cetaceans, and are known as pollutants.
The exposure to pollutants starts a cascade of responses, serving each as a biomarker.
Cytochrome P450 comprises a large and extensive family of proteins, which plays a central role
in phase | of the biotransformation metabolism of xenobiotics. CYP1ALl induction can be
applied as a biomarker in samples of cetacean tissues. However, the CYP1Al use in
ecotoxicological studies requires tools that can detect its expression or levels of its catalytic
activity. The Western blotting technique is an efficient and important procedure for proteins
immunodetection. Therefore, the present study aims to immunodetect CYP1AL in tissue
samples of odontocete cetaceans. Considering Western blotting methodology is performed by
several steps, its application requires fine adjustments until achieving optimum conditions for
each step. Thus, the present study took into consideration a prior standardization of Western
blotting technique in tissue samples of Tursiops truncatus. The CYP1Al expression was
immunodetected in liver, skin, lung, spleen and kidney samples of T. truncatus, as well as in
the liver of Stenella frontalis. These results possibly indicate that these specimens were exposed
to chemical contaminants such as polycyclic aromatic hydrocarbons. The immunodetection of
CYP1A1 expression was not verified in brain, body fat and skeletal striated muscle samples of
T. truncatus and liver samples of Sotalia guianensis. Further studies are essential to determine
how extrahepatic tissues containing CYP1AL contribute to the biotransformation metabolism
of xenobiotics. However, the methodological advances resulted from this study can be applied
for other studies aiming to immune detect tissue samples of odontocete cetaceans by Western
blotting. The present study also stands out as one of the pioneers by applying endemic species
to the Atlantic Ocean, such as the S. frontalis and S. guianensis, in a study with the CYP1A1l

biomarker.

Keywords: Biotransformation. Cytochrome P450. Odontocete cetaceans. Sotalia guianensis.
Stenella frontalis. Tursiops truncatus. Western blotting. Xenobiotics.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTAMINANTES QUIMICOS E CETACEOS ODONTOCETOS

As atividades humanas podem liberar diversas substancias que quando no ambiente
se caracterizam como contaminantes. De acordo com Chapman (2007), contaminantes sdo
substancias presentes onde nao deveriam estar ou em concentracdes acima do nivel natural. Os
contaminantes frequentemente se dispersam no ambiente aquético por meio de descargas
diretas ou indiretas, como por processos hidrologicos e atmosféricos (UNO; ISHIZUKA,
ITAKURA, 2012).

Hé& contaminantes que podem causar efeitos toxicos nos organismos expostos e sao
conhecidos como poluentes (CHAPMAN, 2007). Dentre os poluentes, ha aqueles que
apresentam grande potencial de bioacumulacdo, uma meia-vida extremamente longa e sédo
encontrados em locais distantes da fonte de emissao, ou seja, conseguem ser transportados com
facilidade pelos diferentes compartimentos ambientais. Esses poluentes sdo conhecidos como
poluentes organicos persistentes — POPs (WAUGH et al., 2011).

Exemplos de POPs sdo produtos quimicos industriais, como o0s bifenilos
policlorados (PCBs), uma classe de compostos organoclorados (substancias organicas que
contém cloro) utilizada principalmente como o6leo isolante em equipamentos elétricos
(MONTONE, s.d.). Também sdao POPs subprodutos quimicos produzidos néo
intencionalmente, como as dioxinas e os furanos, os quais resultam principalmente dos
processos de incineracdo, siderurgia e combustdo da madeira (MONTONE, s.d.). E, por fim,
cabe citar POP’s provenientes de pesticidas organoclorados utilizados para controlar pragas e
aumentar a producéo de alimentos, como: DTT, heptacloro, aldrin, dieltrin, clordano, toxafeno
e mirex (FELIX; NAVICKIENE; DOREA, 2007).

Para além dos POP’s, vale ressaltar a presenga ambiental dos contaminantes
quimicos que compde a familia dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS). Estes sdo
representados por mais de cem compostos organicos, constituidos por carbono e hidrogénio,
gue possuem dois ou mais anéis aromaticos condensados. Sdo formados, principalmente, em
processos de combustdo incompleta da matéria organica. Apesar de serem considerados
quimicamente estaveis, os PAHSs sdo suscetiveis a oxidacdo e fotodegradacédo pela luz (IPCS,
1998). Varios PAHs e seus derivados sdo potencialmente carcinogénicos e mutagénicos
(CARUSO; ALABURDA, 2008).
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Cetaceos odontocetos, conhecidos popularmente como golfinhos ou botos,
bioacumulam uma variedade de contaminantes quimicos - principalmente por meio de suas
dietas durante seus longos periodos de vida (HOUDE et al., 2005). Isto ocorre porque muitas
vezes eles absorvem contaminantes a uma taxa maior do que a capacidade de metabolizacéo e
excrecdo e, assim, armazenam em suas largas reservas lipidicas (ZHOU et al., 2008). Como
descreve ZHOU et al. (2008): “a bioacumulagdo resulta de um equilibrio dindmico entre a
exposi¢cao ao ambiente externo e a absorcéo, excrecdo, armazenamento e degradacédo dentro
de um organismo”.

Tendo em vista que 0s cetaceos odontocetos sdo predadores de topo de cadeia
tréfica, eles também estdo sujeitos ao processo de biomagnificacdo. Este processo é
caracterizado pela transferéncia dos contaminantes presentes nas presas ao predador de maneira
sucessiva até o topo da cadeia alimentar (BEYER et al., 2014).

Os cetaceos, assim como os demais mamiferos, sdo endotérmicos e para manter a
temperatura corporal constante necessitam de mais energia para 0 mesmo peso corporal do que
um ectotérmico. Essa maior demanda energética dos endotérmicos se relaciona com sua maior
taxa metabdlica, em funcdo dos gastos envolvidos na termorregulacdo. Logo, é possivel
relacionar a taxa metabdlica com a taxa de absorcéo de contaminantes (MUIR et al., 1999). Ou
seja, supde-se que, de maneira geral, animais endotérmicos bioacumulam mais contaminantes
do que os ectotérmicos.

Todo este cendrio aparentemente desfavoravel aos cetdceos odontocetos é somado
a capacidade extremamente baixa que os mamiferos marinhos possuem de metabolizar
compostos organoclorados quando comparados com as aves e 0s mamiferos terrestres
(TANABE et al., 1988).

A exposicdo aos poluentes pode afetar a sobrevivéncia dos organismos
ambientalmente expostos por meio de numerosos mecanismos que incluem, por exemplo, a
toxicidade direta, que pode gerar multiplos efeitos a curto e/ou a longo prazo (HOOK;
GALLAGHER; BATLEY, 2014).

Estudos tém sugerido que os cetdceos podem ter prejuizos reprodutivos e reducéo
nas taxas de crescimento populacional em funcdo da exposicao aos poluentes quimicos (HALL
etal., 2006; SCHWACKE et al., 2002; TARPLEY etal., 1995). Adicionalmente, alguns estudos
apontam que a exposicdo aos poluentes também gera outros efeitos nos cetaceos, como:
alteracbes no sistema enddcrino, aumento de neoplasias, lesdes na pele e deficiéncia de
vitamina A (BIRKUN et al., 1999; BROUWER et al., 1998; DE GUISE et al., 1995; FOSSI;
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MARSILI, 2003; GUITART et al., 1996; MARTINEAU et al., 1994, 2002; ROSS et al.,1996).
Ainda, tem sido demonstrado que a exposicdo aos poluentes quimicos aumenta o nivel do
estresse oxidativo em cetaceos (HOOK; GALLAGHER; BATLEY, 2014; KELLY etal., 1998;
WINSTON, 1991). O estresse oxidativo se caracteriza pela formacdo de espécies reativas de
oxigénio, ou seus subprodutos, que causam lesdo celular e/ou tecidual (KELLY et al., 1998;
WINSTON, 1991).

Apesar de ainda ndo poder ser considerada a causa da morte de muitos individuos,
h& um consenso de que os poluentes contribuem para a imunossupressao, fazendo com que 0s
cetaceos estejam mais suscetiveis as infeccdes de diversos patogenos (AGUILAR; BORRELL,
1994; LAHVIS et al., 1995; MARSILI et al., 2014; MORI et al., 2008).

A avaliacdo dos niveis de contaminantes e da satde em populacdes de cetaceos €
continuamente um interesse conservacionista (ASSUNCAO et al., 2007). Como as espécies de
cetaceos sdo expostas aos diferentes poluentes, elas e outras espécies marinhas séo utilizadas
como sentinelas em programas de monitoramento do ambiente marinho (VELDHOEN;
IKONOMOU; HELBING, 2012). Espécies sentinelas sdo caracterizadas por refletirem as
perturbagbes do meio ambiente podendo servir como indicadores da conservagdo do
ecossistema (DEEM, S.; KARESH W.; WEISHMAN W., 2001). Exemplos sdo: Balaenoptera
physalus (FOSSI et al., 2006, 2010, 2014), Delphinapterus leucas (MCKINNEY et al., 2004),
Physeter macrocephalus (MARSILI et al., 2014), Stenella coeruleoalba (FOSSI et al. 20086,
2012a, 2013) e Tursiops truncatus (FOSSI et al., 2006, 2014).

A seguir serdo apresentadas trés espécies de cetaceos odontocetos da familia
Delphinidae que podem ser utilizadas no monitoramento do ambiente marinho e em estudos
ecotoxicoldgicos. Cabe ressaltar que como este taxon é constituido por uma megafauna
carismatica sua aplicacdo em programas de conservacdo é possivel como espécie bandeira, de
modo a assegurar apoio social. Adicionalmente, a conservacao deste taxon também tera como
consequéncia a conservacdo de outras espécies do mesmo ecossistema, assim, estas espéecies
também sdo consideradas espécies guarda-chuvas (ZACHARIAS; ROOF, 2001).

1.1.1 Tursiops truncatus
A espécie Tursiops truncatus (Montagu, 1821) apresenta de dois a quatro metros
de comprimento, de 135 a 635 kg e é conhecido popularmente como boto-da-tainha ou golfinho-

nariz-de-garrafa (Figura 1). A expectativa de vida da espécie é de 40 a 50 anos (NOAA, 2015).
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Figura 1 - Foto de um individuo da espécie Tursiops truncatus.

Fonte: Henry Ausloos, s.d.

A espécie tem larga distribuicdo geografica (Figura 2) e € comum em aguas
costeiras de regides tropicais e temperadas (WELLS; SCOTT, 1999, 2009 apud YORDY et al.,
2010). Na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN,
2017a) o seu estado de conservagao ¢ classificado como menos preocupante (“least concern”).
Tais caracteristicas tornam esta espécie relativamente facil de observar e estudar (YORDY et
al., 2010).

Cabe ressaltar a populacédo de T. truncatus que reside no Complexo Lagunar de Santo
Antdnio dos Anjos-Imarui-Mirim, na costa sul do estado de Santa Catarina. Alguns individuos
desta populagéo realizam, em parceria com o pescador artesanal, a pesca cooperativa. Apesar
desta interacdo ocorrer ao longo de todo o ano, no periodo migratorio das tainhas (Mugil spp.),
que se inicia no outono e vai até o inicio do inverno, ela é ainda mais intensa. Durante a pesca
cooperativa 0s botos cercam os cardumes de tainhas contra uma barreira dindmica de
pescadores e, por meio de um comportamento estereotipado, indicam o local e 0 momento
apropriado para o pescador lancar sua rede. E, assim, as tainhas que conseguem fugir da rede
s&o facilmente capturadas pelos botos (SIMOES-LOPES; FABIAN; MENEGHETI, 1998).
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Figura 2 — Distribuicdo geografica de individuos da espécie Tursiops truncatus.

A distribuicdo de individuos da espécie T. truncatus é feita pela marcacdo de cor alaranjada.
Fonte: Adaptado de IUCN (2012, versdo 2017-2).

1.1.2 Stenella frontalis

A espécie Stenella frontalis (G. Cuvier, 1829) apresenta cerca de 2,27 m de
comprimento, 135 kg e é conhecida popularmente como golfinho-pintado-do-atlantico
(Figura 3). As pintas caracteristicas desta espécie ndo estdo presentes nos individuos
jovens, conforme vao envelhecendo, as pintas surgem e aumentam em quantidade. A sua
expectativa de vida é desconhecida, no entanto a maturidade sexual é atingida entre os 8 e
15 anos de idade (NOAA, 2015b).

Figura 3 - Foto de um individuo da espécie Stenella frontalis.

Fonte: James D. Watt, s.d.
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A espécie é encontrada no oceano Atlantico, desde o sul do Brasil até os Estados
Unidos, e lateralmente segue até a costa oeste da Africa (Figura 2). Embora os seus limites de
distribuicdo na costa do Brasil e no oeste da Africa ainda nio sejam bem conhecidos
(HAMMOND et al., 2012), sabe-se que a especie prefere o habitat costeiro e aguas quentes
(MORENQO et al., 2005). Adicionalmente, no Brasil 0s registros da espécie apontam para uma
distribuicdo descontinua, na qual os espécimes se encontram nas regides sul (21 a 33 °S) e norte
(norte de 6 °S) (MORENO et al., 2005). Esta falta de precisdo quanto a distribui¢do da espécie
dificulta estimar a sua abundancia e, consequentemente, o estabelecimento de estado de
conservacao da espécie (HAMMOND et al., 2012). De fato, a IUCN (2017b), por meio de sua
Lista Vermelha, afirma ter dados insuficientes (“data deficient ) para estabelecer o seu estado
de conservacéo.

Curiosamente, nas Bahamas tem sido observado acasalamentos entre o golfinho-
pintado-do-atlantico com botos-da-tainha (Tursiops truncatus). De modo que se sugere que 0
golfinho-pintado-do-atlantico est4 mais relacionado com o género Tursiops do que com outros
membros do género Stenella (HERZING, 2011 apud THE SOCIETY FOR MARINE
MAMMALOGY, s.d.).

Figura 4 — Distribuicdo geogréfica de individuos da espécie Stenella frontalis.

Fonte: A distribuicao de individuos da espécie S. frontalis € representada pela marcagéo de cor
alaranjada. Adaptado de (IUCN, 2012, versdo 2017-2).
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1.1.3 Sotalia guianensis

A espécie Sotalia guianensis (Van Bénéden, 1864, Figura 3) apresenta de 1,64
a 1,75 m de comprimento, o peso total méximo é de 121 kg e é conhecida popularmente
como boto-cinza. A expectativa de vida da espécie é de cerca de 35 anos (ICMBio, s.d.).

Figura 5- Foto de um individuo da espécie Sotalia guianensis.

A distribuicéo do boto-cinza ocorre em &reas costeiras desde Honduras, na América
Central, até o estado de Santa Catarina, no sul do Brasil (Figura 4). Seu habitat geralmente se
restringe aos locais com profundidade inferior a 30 metros (MOURA, 2009). Uma caracteristica
singular desta espécie é apresentar um forte padrao de fidelidade ao habitat (AZEVEDO et al.,
2007; FLORES; BAZZALO, 2004). Desse modo, 0s contaminantes detectados nesta espécie
sdo bastante representativos do ambiente local (MOURA, 2009). Cabe destacar também que as
regides costeiras, habitat exclusivo da espécie, recebem muitos contaminantes provenientes das
atividades humanas, como dejetos urbanos, agricolas e industriais. Tais caracteristicas fazem
com que a especie seja significativamente exposta aos contaminantes quimicos que estdo no
seu ambiente (MOURA, 2009).

Ainda sdo poucas as informacgdes com relacdo as populagdes de S. guianensis,
principalmente no que se referes as taxas de mortalidade ndo natural e abundancia (SECCHI,
2012). Tal fato impede a sua classificagdo quanto ao estado de conservacao pela IUCN (2017c¢)
que declara ainda ter dados insuficientes (“data deficient ) sobre a espécie. Todavia pesquisas

vém sendo desenvolvidas para melhor entender a sua biologia e ecologia, identificar potenciais
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ameacas e medidas de conservagdo (DAURA-JORGE et al., 2005; MOURA, 2009; WEDEKIN
etal., 2007; WEDEKIN; DAURA-JORGE; SIMOES-LOPES, 2010)

Figura 6 — Distribuicdo de individuos da espécie Sotalia guianensis.

A distribuicdo de individuos da espécie S. guianensis é demonstrada na imagem por meio da
marcagdo de cor alaranjada. Fonte: Adaptado de (IUCN, 2012, versdo 2017-2).

1.2 BIOMARCADORES

Espécies de cetaceos também podem ser utilizadas em estudos que envolvem o uso
de biomarcadores. Um biomarcador é caracterizado por ser uma alteragdo numa resposta
bioldgica - molecular, celular, fisiolégica ou comportamental - que pode ser medida e
relacionada & exposic¢ao ou aos efeitos toxicos de contaminantes ambientais (PEAKALL, 1994).
Quando em nivel molecular, os biomarcadores apresentam a vantagem de representar sinais de
alerta precoces a exposicao (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Muitos dos efeitos deletérios causados por poluentes quimicos s6 se manifestam nos
seres vivos ap0s longo periodo de tempo. Assim, quando o efeito finalmente se torna
perceptivel, o processo destrutivo pode ter chegado ao ponto em que ndo pode ser revertido por
acOes de remediacdo. Logicamente, até que o efeito biologico frente a exposi¢do aos poluentes
seja perceptivel em nivel de ecossistemas, comunidade ou populagéo, ele j& afetou os 6rgaos,
tecidos, células, organelas e, primeiramente, as moléculas do ser vivo. Portanto, 0s
biomarcadores, por serem indicadores em/de curto prazo de efeitos adversos em/de longo prazo,
permitem que ocorra intervencao antes que efeitos prejudiciais irreversiveis sejam inevitaveis
(MCCARTHY; SHUGART, 1990).

Uma situacdo de estresse causada por poluentes normalmente desencadeia uma
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cascata de respostas, cada uma das quais pode, em teoria, servir como biomarcador
(McCARTHY et al., 1991 apud OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Assim, num contexto
ambiental, os biomarcadores sdo capazes de demonstrar 0s compostos que entraram num
organismo, foram distribuidos nos tecidos e, por ventura, provocaram um efeito toxico em seus
alvos (MCCARTHY; SHUGART, 1990). Ou seja, por meio de analises das respostas de
biomarcadores podem ser obtidas informagfes sobre a exposi¢do ou os efeitos tdxicos de
quimicos ambientais.

Cabe pontuar que a presenca de xenobioticos (quimicos que ndo sdo produzidos
naturalmente pelo organismo) numa porg¢éo do ecossistema aquatico muitas vezes ndo constitui,
por si s6, um risco para os seres vivos (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Isso porqué
uma vez que a exposicao tenha ocorrido e as substancias estdo biodisponiveis, pode ocorrer
uma sequéncia de respostas biolégicas. O bem-estar do organismo sera afetado ou ndo a partir
da influéncia de muitos fatores, alguns intrinsecos (por exemplo, sexo, idade, periodo
reprodutivo e dieta) e outros extrinsecos (como, dose e duracdo da exposi¢do ao poluente, e a
prépria interacdo dos poluentes e seus derivados) (SHUGART et al., 1992, HEUGENS et al.,
2001 apud OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Logo, percebe-se que a utilizacdo de
biomarcadores em estudos ecotoxicoldgicos parece ser vantajosa.

Adicionalmente é importante ter em vista que muitas varidveis ndo relacionadas a
poluicdo, como a propria temperatura da dgua, podem ter um impacto adicional interferindo na
resposta dos biomarcadores. Assim como Varias substdncias podem afetar os mesmos
biomarcadores, de modo que as respostas, na maioria das vezes, ndo sdo especificas para
compostos quimicos individuais. Desse modo, é importante que as condi¢des experimentais
sejam cuidadosamente analisadas ou controladas (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
Stegeman et al. (1992 apud OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) destaca a importancia de
considerar a biologia basica e fisiologia do organismo teste, visando que fontes de variacdo
descontrolada (como, crescimento, desenvolvimento, reproducédo e fonte de alimento) possam

ser minimizadas.

1.3 CITOCROMO P450
A exposicdo aos xenobidticos e a absor¢do destes pelos organismos pode gerar
respostas que envolvem a acdo de uma série de enzimas, as quais compde o sistema de

biotransformacdo de xenobioticos. Esse sistema é frequentemente dividido em reagdes de fase



21

| e de fase Il (WOLKERS et al., 1998). Sua caracteristica mais importante é a habilidade de
facilitar a excrecéo dos poluentes, ao transformar xenobidticos lipofilicos em compostos mais
sollveis em agua (BUCHELLI; FENT, 1995).

O citocromo P450 (CYP) desempenha um papel central na fase | da
biotransformacao, tanto de compostos enddgenos (como vitaminas e acidos graxos e biliares)
quanto de exdgenos (poluentes ambientais, drogas e alcoois, por exemplo) (NEBERT et al.,
1991, 2004; WOLKERS et al., 1998). Esse grupo de enzimas compreende uma larga e extensa
familia de heme proteinas, localizadas predominantemente na membrana do reticulo
endoplasmatico (BUCHELI; FENT, 1995; STEGEMAN et al., 1992 apud OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003). O CYP foi encontrado originalmente em figado de mamiferos, e, em
seguida, foi registrado em outros animais, plantas, bactérias e fungos (NELSON et al., 1996).

As enzimas que constituem o CYP possuem tipicamente atividade monooxigenase,
ou seja, introduzem um &tomo de oxigénio em substratos lipofilicos, criando um grupo
funcional para ligacdo de moléculas polares de origem enddgena, como: agucares, aminoacidos
e sulfatos. A reacdo seguinte é catalisada pelas enzimas de fase Il que formam um produto
hidrofilico. A conversdo de quimicos lipofilicos em hidrofilicos facilita suas eliminacdes pelas
células (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017; BENEDETTI et al., 2009).
Assim, uma variedade de CYPs pode influenciar a capacidade dos cetaceos de detoxificar e
eliminar contaminantes (MCKINNEY et al., 2006). O CYP € considerado o sistema mais
importante de enzimas metabolicas ou detoxificantes em mamiferos (STEGEMAN et al., 1992
apud FOSSI et al., 2012a).

Cabe pontuar que a adicdo de um atomo de oxigénio durante a fase | pode levar a
formacdo de intermediarios reativos com efeitos toxicos, mutagénicos ou carcinogénicos
(GOKS@YR, 1995). Assim, apesar do metabolismo mediado por CYP resultar principalmente
em detoxificacdo, ele também pode estar envolvido no aumento do estresse oxidativo e noutros
efeitos toxicos (UNO et al., 2006).

As enzimas que compe o CYP séo divididas em diversas familias e subfamilias de
acordo com suas sequéncias de aminoacidos (NEBERT et al., 1991). O CYP1A, familia 1,
subfamilia A (NEBERT et al., 1991) costuma ser induzida por hidrocarbonetos aromaticos
planares (como certos bifenilos policlorados - PCBs), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHS) e dioxinas, via ativacdo do receptor hidrocarboneto aril (AHR) (GOKSOYR, 1995).
CYP1A é considerado o biomarcador mais bem estudado para a contaminagdo ambiental em

ecossistemas aquaticos e também um dos mais sensiveis biomarcadores em peixes (OOST,;
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BEYER; VERMEULEN, 2003). Existem evidéncias de que a expressdo e a atividade de
CYP1A induzida em peixes estdo relacionados aos dos poluentes nos animais e no meio
ambiente de uma maneira dose-dependente (STEGEMAN; LECH, 1991). Cabe destacar que,
em geral, as caracteristicas associadas a inducdo de CYP1A em peixes sdo semelhantes as dos
mamiferos (STEGEMAN; HAHN, 1994 apud OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Em mamiferos, existem duas enzimas CYP1A, CYP1Al e CYP1A2, que sdo
imunoguimica e filogeneticamente relacionadas, mas sem especificidade idéntica ao substrato
(NELSON et al., 1996). Assim, a expressdo e a inducdo de CYP1Al e CYP1A2 podem variar
entre os tecidos (MILLER et al., 2005).

A inducdo do membro CYP1AL, em cetaceos, pode ocorrer em questdo de horas
apos o inicio da exposicéo aos xenobidticos e conforme a metabolizacdo ocorre seus niveis de
expressao diminuem (ANGELL et al., 2004). Tendo em vista que a principal influéncia para a
expressdéo de CYP1Al é o nivel de contaminantes ao qual o organismo € exposto
(STEGEMAN; HAHN, 1994 apud ANGELL et al., 2004), a quantificacdo desta proteina em
amostras de tecidos de cetaceos tem sido utilizada como biomarcador (ANGELL et al., 2004;
FOSSI et al., 1992, 2008, 2010; MONTIE et al., 2008; WAUGHT et al., 2011; WHITE et al.,
1994).

14 IMUNODETECCAO DE CYP1A1

A utilizacdo de CYP1A1 em estudos ecotoxicoldgicos necessita de ferramentas que
possibilitem detectar a sua expressdo ou 0s niveis de sua atividade catalitica. Para tanto, ha
algumas técnicas disponiveis como: ensaios da funcdo catalitica através da atividade da EROD
(7-etoxi-resorufina-O-deetilase) e quantificagdes imunoquimicas de CYP1AL pelas técnicas de
Western blotting e radioimunoensaio, por exemplo. Adicionalmente, a deteccdo de CYP1Al
também pode ser feita por imunohistoquimica.

Em cetaceos, essas técnicas normalmente utilizam amostras de figado ou bidpsias
de pele e gordura (WILSON; MOORE; STEGEMAN, 2010). Entretanto, poucos trabalhos
buscaram detectar CYP1AL ou associar a atividade catalitica em outros tecidos de cetdceos. Em
1994, Stegeman e colaboradores (apud WILSON; MOORE; STEGEMAN, 2010) detectaram
CYP1A1l em oOrgéos extra-hepaticos da baleia Globicephala melaena. Em 2001, Hyyti e
colaboradores identificaram os niveis da expressdo da proteina CYP1Al em figado, pulméo,
rins, glandulas adrenais, bago, coracdo, Utero, placenta, testiculo e epididimo de focas (Pusa
hispida e Halichoerus grypus) através de imunohistoquimica. Wilson e colaboradores (2005)

detectaram CYP1Al em beluga (Delphinapterus leucas) utilizando imunohistoquimica em
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amostras de figado, pulmao, bexiga e testiculo. E ainda, Wilson, Moore e Stegeman (2010)
detectaram CYP1A1 por Western blotting e relacionaram o resultado com a atividade EROD
no golfinho-de-laterais-brancas (Lagenorhynchus acutus) em tecidos de varios 6rgdos, como:
cérebro, coracdo, intestino, rim, figado, pulmao, ovario, pancreas, baco, estbmago, testiculo,
timo e utero.

Os estudos supracitados, além de outros, que utilizaram a imunodetec¢do de
CYP1A1 por Western blotting em cetadceos podem ser observadas no quadro apresentado no
APENDICE A. O quadro apresenta algumas especificacdes destes estudos, nomeadamente: as
espécies estudadas, o nimero amostral e o tecido bioldgico utilizado. Dentre os 17 trabalhos
apresentados, cinco (29,41%) utilizaram T. truncatus (BACHMAN et al., 2015; FOSSI et al.,
2006; 2008; 2014; GARRICK et al., 2006), um estudou S. frontalis e nenhum trabalho foi
realizado com S. guianensis.

A seguir serdo descritas algumas caracteristicas da técnica de imunodeteccdo de

proteinas por Western blotting.

1.4.1 Western Blotting

A técnica de Western blotting se caracteriza por ser um eficiente e importante
procedimento para a imunodetec¢do de proteinas. Por meio desta técnica € possivel detectar e
caracterizar uma diversidade de proteinas, inclusive aquelas que apresentam baixa abundancia.
A técnica tem como caracteristica central a transferéncia de proteinas presentes em um gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de s6dio (SDS) para uma membrana adsorvente. As proteinas
na membrana sdo uma réplica exata do gel. A membrana por se tratar de material solido e,
portanto, mais resistente e maleavel que o gel, possibilita que sejam desenvolvidos os
procedimentos para a detec¢do de proteinas de interesse. Além disso, na membrana as proteinas
ficam facilmente acessiveis aos diferentes anticorpos (KURIEN; SCOFIELD, 2006). A Figura
7 esquematiza as principais etapas da técnica.
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Figura 7 — Esquematizacao das etapas da técnica de Western blotting.
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A imagem esquematiza as principais etapas da técnica de Western blotting. (A) Eletroforese
unidimensional em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE, SDS-polyacrylamide gel
electroforesis); as bandas apresentadas sao hipotéticas. (B) Exata réplica do gel SDS-PAGE na
membrana, apés a transferéncia. (C) Ligacdo do anticorpo primario com a proteina de interesse.
(D) Ligacéo do anticorpo secundario acoplado com uma enzima reveladora, como fosfatase
alcalina ou peroxidase, no anticorpo primario. (E) Deteccdo da proteina-alvo, por meio da
emissdo de um sinal fotossensivel. Fonte: Adaptado de Kurien; Scofield (2006).

A metodologia de Western blotting foi desenvolvida em 1979 por Towbin e
colaboradores. O primeiro método de transferéncia de uma biomolécula para uma membrana e
a seguinte deteccdo foi desenvolvido quatro anos antes, em 1975, utilizando uma sequéncia de
DNA e por ter sido realizada pelo britanico Edwing Southern, passou a ser chamada de Southern
blotting. Em seguida, foi descrita outra técnica de transferéncia para verificar a expressdo de
RNAmMm, sendo denominada Northern blotting. A nomenclatura buscou elaborar um trocadilho
entre os pontos cardenais e 0 método de detecgdo de DNA (BASTOS; MASSON, 2013). Logo,
torna-se evidente o motivo do nome Western blotting.

A primeira etapa da técnica consiste na separa¢do das proteinas de uma amostra, de
acordo com suas respectivas massas moleculares por meio da eletroforese unidimensional em
gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Para tanto, é aplicada em cada amostra uma solugéo
tampéo que permite o desenovelamento das proteinas. Este tamp&o conta com um detergente,

como o SDS, que rompe as ligacdes ndo covalentes das proteinas, e na presenca
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de um agente redutor, como o beta-mercaptoetanol, que rompe as ligacdes dissulfidica (S-S)
entre os residuos de cisteina. Para completar a desnaturagdo, as amostras sdo fervidas. Ao final
deste processo, as proteinas se encontram separadas e linearizadas. Cabe destacar que o SDS
adiciona carga negativa homogénea as proteinas, por meio das interacdes hidrofobicas que
estabelece, na proporcao de uma molécula de detergente para cada dois residuos de aminoacidos
das proteinas. A partir desta acdo, 0 SDS mascara a carga intrinseca das proteinas possibilitando
a migracdo em direcdo ao polo positivo do campo elétrico. Portanto, as proteinas de um mesmo
tamanho tendem a correr na mesma velocidade, uma vez que se apresentam na mesma forma,
pois retornaram a estrutura primaria (estdo desenoveladas), e ttm a mesma quantidade de carga
negativa (fornecida pelo SDS) (BASTOS; MASSON, 2013).

Apos a separacdo, € feita a transferéncia das proteinas que estdo no gel para a
membrana. A transferéncia ocorre por meio da aplicacdo de um campo elétrico, num ambiente
em que o gel e a membrana permanecem em contato direto e imersos em tampéo basico (Figura
8). Por meio de interacfes hidrofobicas as proteinas se ligam fortemente & membrana. Os dois
tipos de membrana mais utilizados séo nitrocelulose e PVDF - fluoreto de polivinilideno. A
membrana de nitrocelulose é a mais utilizada e é vantajosa em termos financeiros, enquanto a
membrana de PVDF tem maior sensibilidade, capacidade de ligagdo com as proteinas e tempo
de retencdo destas (BASTOS; MASSON, 2013). A eficiéncia da transferéncia é determinada
principalmente pelos seguintes fatores: a) concentracdo de poliacrilamida do gel; b) composicao
do tampao; ¢) temperatura; e d) tempo de transferéncia (KURIEN; SCOFIELD, 2006).

Figura 8 — Esquema representando a transferéncia das proteinas do gel SDS-PAGE para a
membrana.
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Nota-se que as proteinas migram do catodo para o &nodo durante a transferéncia. Para tanto,
sdo dispostos em ordem dentro de um cassete uma esponja, seguida de papéis filtro, da
membrana, do gel, novamente papéis filtro e a esponja. O cassete € inserido dentro de uma cuba
que contém solucdo tampé&o e onde serd aplicado o campo elétrico. Fonte: Adaptado de Angel
(s.d., disponivel em: <https://angel.co/projects/452711-western-blot-
drytransfer?src=user_profile>).
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Feita a transferéncia, a membrana € incubada com uma solugdo, conhecida como
blogueadora, composta normalmente por leite desnatado ou albumina bovina. A solugéo
bloqueadora tem como funcdo se associar as regides livres da membrana, ou seja, que ndo
contém proteinas. Tal associacao visa inibir a ligacéo inespecifica entre os anticorpos que serdo
aplicados a membrana (BASTOS; MASSON, 2013).

Ap0s o blogueio, realiza-se a incubagdo com o anticorpo primario, que vai reagir
com o epitopo - porcao especifica de um antigeno ao qual o anticorpo reconhece e se liga - da
proteina que se deseja detectar, formando um complexo anticorpo-antigeno. Os anticorpos
podem ser divididos em monoclonais, reagem apenas com um epitopo da proteina, e,
policlonais, reconhecem diferentes por¢fes da proteina. Enquanto os monoclonais séo
produzidos em laboratorio por meio de células derivadas de um Unico linfocito B, célula do
sistema imunoldgico que atribui a todos 0s anticorpos uma Unica especificidade, os policlonais
sdo produzidos em mamiferos - coelhos, camundongos, equinos, bovinos, ovinos
— ou em aves, geralmente galinha (VASCONCELOS, 2010).

Em seguida, ¢ feita a incubacdo com o anticorpo secundario, que € especifico para
a espécie do animal em que foi desenvolvido o anticorpo primario e costuma estar complexado
auma enzimareveladora. Assim, por exemplo, se foi utilizado um anticorpo primario especifico
a proteina de interesse, produzido em coelho, sera utilizado um anticorpo secundéario anti-
coelho, que reconhecera qualquer anticorpo produzido em coelho. A enzima, conjugada ao
anticorpo secundario, ao ser incubada com seu substrato especifico produzira um sinal que pode
ser, por exemplo, fotossensivel e podera ser revelado em filme radiografico (Figura 9). A este
tipo de deteccdo é dado o nome de quimioluminescente. Entretanto, ha outros métodos de
deteccdo como o fluorescente no qual o anticorpo secundario esta acoplado a uma sonda
fluorescente que quando excitada no comprimento de onda apropriado emite a fluorescéncia
que é captada por um foto sensor (BASTOS; MASSON, 2013; KURIEN; SCOFIELD, 2006).
Ao final da aplicacdo da técnica a quantificacdo do sinal representa a medida de quanto da
proteina-alvo esta presente na amostra (BASTOS; MASSON, 2013).
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Figura 9 - Esquema dos processos de ligacdo dos anticorpos primario e secundario na proteina
de interesse e seguinte deteccéo.
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Nota-se a ligacdo do anticorpo priméario com a proteina de interesse, a seguinte ligacdo do
anticorpo secundario e a liberacdo de luz quando a enzima € exposta ao substrato. A partir do
processo de revelacdo a luz seré detectada. Fonte: Adaptado de Bastos e Masson (2013).

Cabe elucidar que apds a incubacdo da membrana na solucdo de bloqueio e com os
anticorpos primario e secundario sdo realizadas uma série de lavagens na membrana, para a
remocao das proteinas da solucéo de blogqueio que ndo se associaram a ela e dos anticorpos que
ndo se ligaram aos seus antigenos correspondentes (BASTOS; MASSON, 2013).

Considerando que a metodologia de Western blotting apresenta varias etapas, a sua
aplicacdo demanda uma série de ajustes finos até que as condi¢des 6timas de cada etapa sejam
definidas.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo imunodetectar
CYP1A1 em amostras teciduais de cetdceos odontocetos. E, para tanto, contou com a prévia
padronizacdo da técnica de Western blotting em amostras de baco, cérebro, figado, gordura,
musculo estriado esquelético, pele, pulmdo e rim de T. truncatus. Em um contexto
ecotoxicoldgico, esta padronizacdo contribuira para estudos futuros que visem a imunodetecc¢éo
da proteina CYP1Al nas espécies aqui estudadas. Portanto, sua aplicacdo podera gerar
subsidios para uma abordagem suplementar no monitoramento ambiental, e,
consequentemente, para a conservagdo do ambiente marinho. Adicionalmente, os avangos
metodologicos advindos deste trabalho poderdo servir como base para o desenvolvimento de
estudos sobre os mecanismos e efeitos toxicos de quimicos xenobioticos neste importante

taxon.
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15 OBIJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral
O objetivo principal do presente trabalho foi imunodetectar a proteina CYP1A1l

em amostras teciduais dos cetaceos odontocetos T. truncatus, S. frontalis e S. guianensis.
1.5.2 Objetivos especificos
- Padronizar a técnica de Western blotting em amostras de diferentes tecidos de

T.truncatus, nomeadamente de: bacgo, cérebro, figado, gordura, mdsculo estriado

esquelético, pele, pulmao e rim.

- Identificar a expressdo de CYP1AL nas amostras de diferentes tecidos de T. truncatus e em

figado de S. frontalis e de S. guianensis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados quatro espécimes de Tursiops
truncatus, um de Stenella frontalis, dois de Sotalia guianensis e dois de Mugil liza.

Um dos espécimes de T. truncatus foi encontrado na Praia do Mar Grosso,
municipio de Laguna, Santa Catarina, recém morto (em cddigo 2 de decomposi¢éo, ou seja, no
maximo 24 horas ap6s a morte). Tratava- se de um individuo macho adulto de idade avancada
e residente do Complexo Lagunar Santo Antdnio dos Anjos-Imarui-Mirim. Procedeu-se a
coleta de porcbes de diferentes tecidos deste espécime, nomeadamente de: baco, cérebro,
figado, gordura, musculo estriado esquelético, pele, pulmé&o e rim. Os tecidos coletados foram
imediatamente transferidos para microtubos livres de nucleases contendo 1 mL da solucéo de
RNAIlater(Ambion), sendo armazenados em freezer -80°C até o inicio de suas aplicacGes nos
experimentos.

Outro espécime de T.truncatus € macho, adulto e residente do Complexo Lagunar
de Santo Antdnio dos Anjos-Imarui-Mirim, municipio de Laguna, Santa Catarina. Neste foi
realizada a biopsia da pele mediante autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA): SISBIO 47076-1. A bidpsia faz parte da
dissertacdo desenvolvida por Barbara Riguetti (2017). De acordo com Riguetti (2017), a
amostra foi transferida para microtubos de 2 mL livres de nucleases e imediatamente
armazenada em nitrogénio liquido. Ao final do dia de coleta a amostra foi transferida para
freezer -80°C até o inicio das atividades laboratoriais. Esta pele sera denominada pele#2.

Os outros dois espécimes de T. truncatus se referem a fémeas encontradas mortas
(em cddigo 2 de decomposicdo) na Praia de Flamingo, municipio de Matinhos, Parana.
Realizou-se a coleta de amostras do tecido hepatico, que foram imediatamente armazenadas em
RNAIlater e, em seguida, em freezer -80°C até serem realizadas as anélises. Uma das fémeas era
adulta e sua amostra sera denominada Figado#2, a outra era juvenil e sua amostra serd chamada
Figado#3.

As amostras de tecido hepatico dos espécimes de S. frontalis e S. guianensis sdo
provenientes da colecdo do Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e
Imunoquimica (LABCAI -UFSC). Sabe-se que os espécimes foram encontrados mortos (em
codigo 2 de decomposicao) e que feita a coleta as amostras foram transferidas para microtubos

livres de nucleases e armazenadas em nitrogénio liquido. Procedeu-se também o
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armazenamento das amostras em freezer -80°C até o inicio das atividades laboratoriais. A
amostra de S. frontalis sera denominada Figado “A”, enquanto que a amostra de um espécime
de S.guianensis sera denominada Figado “B1” e a amostra do outro de figado “B2”.

Amostras de tecido hepatico de dois espécimes de M. liza (conhecida popularmente
como tainha), previamente expostos ao 6leo diesel, foram utilizados como controles positivos
durante a realizagéo da técnica de Western blotting (nimero do protocolo da Comiss&o de Etica
do Uso dos Animais, CEUA - UFSC: PP00921). Um dos espécimes sera denominado CP-1e 0
outro CP-2. Feita a coleta das amostras de tecido hepatico estas foram imediatamente
transferidas para microtubos livres de nucleases e mantidas em nitrogénio liquido. O

armazenamento ocorreu em freezer -80°C até a aplicacdo das amostras nos experimentos.

2.2 HOMOGENEIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de todos os tecidos foram descongeladas sobre o gelo e pesadas.
Aproximadamente 150 mg de cada tecido foram selecionados para o procedimento, que iniciou
com trés lavagens para eliminar o excesso da solucao de RNAlater utilizando-se o tampéo Tris-
HCI 50 mM (pH 7,4) e KCI 150 mM. As amostras foram, entdo, homogeneizadas em cinco
vezes o tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo KCI 150 mM, DTT (ditiotreitol) 1 mM e
o inibidor de proteases PMSF (fluoreto de fenilmetano sulfonilo) na concentragéo de 0,5 mM.
Foi utilizado 0 homogeneizador TissueTearor (Biospec) por meio de ciclos de disrupg¢éo, com
as amostras mantidas no gelo para evitar o superaquecimento. As amostras foram centrifugadas
a 9000 g, a 4°C durante 30 minutos. O sobrenadante (fracdo S9) de cada amostra, resultante do
processo de centrifugacéo, foi transferido para um novo microtubo. A fragdo S9 foi centrifugada
a 100.000 g, a 4°C, por 60 minutos. A fracdo sobrenadante (citosolica) foi transferida para um
microtubo e o microssoma foi ressuspendido em 100 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M com 1 mM
de EDTA (acido etilenodiamino tetra- acético), DTT 1 mM, KCI 0,1 M e glicerol 20%. As
fracbes microssomal e citosolica homogeneizadas foram armazenadas no freezer -80°C até o
prosseguimento das atividades. Por se tratar de uma proteina da membrana do reticulo
endoplasmatico, para a imunodeteccdo de CYP1A1 utilizou-se a fragdo microssomal.

Cabe salientar algumas alteracdes nos procedimentos recém descritos: (a) para as
amostras que ndo foram armazenadas em RNAlater, ndo foram realizadas as lavagens antes da
aplicacdo do homogeneizador; (b) a quantidade de amostra adquirida na biopsia de pele de T.
truncatus (pele#2) ndo foi suficiente para adquirir a fragdo microssomal, desse modo, utilizou-
se a fracdo S9; (c) a pele#2 de T.truncatus foi homogeneizada em sete vezes o tampéo de

homogeneizagdo e ndo em cinco vezes como as demais.
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2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS

A quantificacdo das proteinas presentes na fracdo microssomal foi realizada por
meio do método de Bradford (BRADFORD, 1976). Assim, em seguida, foi realizada a leitura
em 595nm utilizando o espectrofluorimetro (SpectraMax, Molecular Devices). Os resultados
foram comparados com uma curva padrdo de proteinas, feita a partir de concentraces
conhecidas da proteina albumina sérica bovina (Sigma). Com a dosagem de proteinas realizada
foi possivel determinar a concentracdo de proteina para cada amostra utilizada na técnica de

Western blotting.

24 WESTERN BLOTTING

A técnica de Western Blotting foi padronizada a partir de modificac¢6es do protocolo
de Kloepper-Sams et al. (1987).

Todas as amostras referentes a fracdo microssomal e a fragdo S9 (no caso da pele#2)
resultantes da homogeneizacdo descrita no item 2.2, foram diluidas em tampédo de amostra
desnaturante (Tris 0,5 M, pH 6,8, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,005%, SDS 4%
e glicerol 20%). Para garantir a desnaturacdo das proteinas, as amostras foram fervidas, em
banho-maria, a cerca de 95°C durante trés minutos, e imediatamente colocadas no gelo, para
evitar a renaturacdo das proteinas. Os volumes de amostra e tampdo de amostra foram
correspondentes a determinada quantidade de proteinas requerida.

Cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante,
utilizando o sistema MiniPROTEAN 11 (BioRad Laboratories). As amostras ressuspendidas em
tampdo de amostra desnaturante foram aplicadas no gel. A solucdo do gel de entrada com
concentracéo final de acrilamida de 4% continha: tampéao TRIS 0,5 M, pH 6,8, acrilamida 30%,
SDS 10%, PSA 10% e TEMED (tetrametiletilenodiamina). A solucéo do gel de separacdo com
concentracdo final de acrilamida de 12% continha: tampédo TRIS 1,5 M, pH 8,8, acrilamida
30%, SDS 10%, PSA 10% e TEMED. O sistema foi montado em cuba apropriada e preenchido
com tampéo de corrida 1X, constituido de: TRIS 0,25 M, Glicina 1,92 M, SDS 1 %, pH 8,3.
Apos a eletroforese (80 V por aproximadamente 1 hora no gel de entrada, e, 120 V por cerca
de 1 hora e 30 minutos no gel de separagdo), os géis foram submetidos a transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose.

A transferéncia foi realizada em cuba apropriada, por meio de uma corrente elétrica
de 0,40A, por 1 hora e 30 minutos ou 2 horas, como sera explicado a seqguir. Para tanto, o gel e

a membrana foram acomodados no centro da cuba embebidos em tampéo de transferéncia
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CAPS 1X (4cido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico),0,1M, pH 11,0 com metanol 10%.
A cuba foi colocada sobre um agitador magnético, permitindo a circulagdo da solugdo tampéo.
Durante a transferéncia também é importante manter a temperatura, evitando o aquecimento
do sistema. Assim, além de ter uma placa de gelo dentro da cuba, esta foi mantida sobre uma
bandeja com gelo.

Ao final da transferéncia, a membrana foi bloqueada com a solucéo de bloqueio,
constituida por: Tris 1X 0,1M NaCl 1,5M, leite 5%, Tween 0,05%, pH 7,5. A membrana
permaneceu submersa nesta solugéo: a) agitando lentamente durante uma hora, em temperatura
ambiente; b) overnight a cerca de 4°C e estética; c) agitando vagarosamente a temperatura
ambiente mais 30 minutos no dia seguinte.

Apbs o periodo de bloqueio, foram realizadas cinco lavagens na membrana com
TBS-T (Tris 1X 0,1M, NaCl 1,5M, Tween 0,05%, pH 7,5). As lavagens e incubacdes, de 5
minutos, foram realizadas a temperatura ambiente e com agitacdo constante.

Em seguida, procedeu-se a incubacdo com o anticorpo primario policlonal anti-
citocromo P450 1A1 produzido em coelho (ab124295, ABCAM). Este anticorpo primario
reage com especificidade contra o CYP1AL da espécie Homo sapiens, com um peso molecular
de 73kDa, maior do que o previsto que corresponde a 58kDa. Feita a incubagéo, procederam-
se novas lavagens, a incubagdo com o anticorpo secundario anti-coelho (Amersham Pharmacia)
e a revelacdo pelo método de quimioluminescéncia, em filme radiografico (ECL Hyperfilm,
Amersham Pharmacia). Detalhes de como ocorreram esses procedimentos, de quais amostras
foram utilizadas e com qual concentracdo proteica e diluicdo dos anticorpos utilizados seréo
detalhados a seguir para cada um dos experimentos.

Por fim, a imagem revelada foi analisada por densitometria, técnica que quantifica
os resultados em termos da intensidade, por meio do software livre Image Studio Lite (LI-COR
Biosciences, versdo 5.2.5). As unidades densitométricas arbitrarias (U.D.A) identificadas,
resultaram da subtracdo do valor do background no sinal identificado de cada banda

imunoreativa.

2.4.1 Experimento A

Neste experimento foram utilizados todos os tecidos coletados de T. truncatus, com
a maioria das amostras em duas concentracdes de proteinas diferentes, sendo elas: 15 g e 30
pMg. As amostras que ndo foram aplicadas com estas concentracbes continham baixa

concentracdo de proteinas de modo que era impossivel aplicar concentragdes maiores do que as
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que foram aplicadas, tendo em vista o tamanho do pogo do gel de poliacrilamida. Assim, as
amostras de gordura e de pele foram aplicadas com 10 pg de proteina, a amostra de cérebro foi
aplicada com 15 pg e 20 pg de proteinas, € o pulmdo com 15 e 20 ug de proteinas. Neste
experimento, também foi utilizada a pele#2 de T. truncatus com 15 pg e 30 pg de proteinas.
Por fim, aplicou-se o controle positivo CP-1 com 17 g de proteinas.

Apbs o término da migracdo das amostras no gel de acrilamida, as proteinas foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose por 1 hora e 30 minutos. A transferéncia foi
confirmada pela presenca do marcador de peso molecular na membrana. A membrana foi
incubada com o anticorpo anti-citocromo P450 1Al (ab124295, ABCAM) na diluigéo de
1:1000 durante duas horas a temperatura ambiente. ApoOs trés lavagens com TBS-T, a
membrana foi incubada por uma hora com o anticorpo secundario anti-coelho (Amersham
Pharmacia) na diluicio de 1:2000. Durante as incubagGes a membrana permaneceu a
temperatura ambiente, agitando de maneira branda. Ao final, a membrana foi lavada trés vezes
com TBS-T e a revelacgdo realizada conforme descrito abaixo.

Para a revelacdo foi preparada a solucdo contendo: luminol 1,25mM, &cido-p-
cumarico 68uM, peroxido de hidrogénio 0,009%, TRIS-Base 0,1M, pH 8,5. A solucdo de
revelagdo foi colocada sobre a membrana e permaneceu ali durantes 3 minutos, agitando
lentamente. Em seguida, o filme radiografico foi exposto a membrana dentro do chassi, por 5
minutos. Procedeu-se a submersdo do filme de maneira sequencial na solucdo reveladora
(Carestream dental) por 1 minuto, na solucdo de acido acético por 30 segundos, e, na solucdo
fixadora (Carestream dental) por mais 1 minuto.

2.4.2 Experimento B

Neste experimento foram utilizadas apenas as amostras dos tecidos que foram
imunodetectadas previamente no experimento “A”: bago, pele, pulmdo, rim e a pele#2 de T.
truncatus. As amostras de baco e de rim foram utilizadas nas concentragdes de 30 pug e 60 g
de proteinas, respectivamente, enquanto que o pulmdo e a pele foram aplicados com a
concentracdo méaxima possivel de proteinas: 20 pug e 10 pg, respectivamente. A amostra
pele#2 foi aplicada com 30 pg de proteinas. Desta vez, foram utilizados os controles positivos
CP-1 e CP-2 ambos com 30 ug de proteinas.

A partir deste experimento, a duracdo da transferéncia passou a ser de 2 horas. E
também com o intuito de verificar a qualidade da transferéncia, ao final do procedimento, o gel
foi corado com azul de Coomassie (metanol 10%, acido acético 5% e azul de Coomassie 1%)
overnight e descorado em agua destilada.
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O principal diferencial deste experimento se refere & imunodeteccéo, pois a partir
deste experimento foi utilizado o kit ECL Select (Amersham Pharmacia), que possui maior
sensibilidade para detectar proteinas em baixa abundancia nas amostras. Ainda, apds a
deteccdo, a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau (&cido acético 5%, Ponceau
0,1%).

A diluicéo do anticorpo anti-citocromo P450 1A1 (ab124295, ABCAM) se manteve
em 1:1000. Entretanto, foi reduzido o tempo para 1 hora de incubacdo, de acordo com as
orientacdes do kit ECL Select. Ainda seguindo as instrucdes, foram realizadas mudancas nas
lavagens que sucedem a incubacdo dos anticorpos, as quais se constituiram por dois enxagues
com TBS-T e mais seis lavagens, cada uma de 5 minutos, agitando a solugdo de TBS-T que
cobria a membrana. Em seguida, foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario anti-
coelho (Amersham Pharmacia), durante uma hora, com uma diluicdo de 1:100.000, também
seguindo as orientacdes do kit ECL Select. Por fim, foram realizadas as lavagens e procedeu-
se com a revelagdo. A membrana permaneceu cinco minutos na solugdo de revelacdo e, em
seguida, ocorreram os procedimentos padrdes de revelagdo como explicado no experimento
“A”.

2.4.3 Experimento C
Neste experimento, amostras de T. truncatus previamente imunodetectadas durante
o experimento “A” foram utilizadas. Com rela¢do as amostras e suas concentragdes proteicas,
ocorreram apenas as seguintes alteracdes: a) a amostra do baco foi utilizada apenas com 30 ug
de proteina; b) foi acrescentada a amostra Figado#2 de T. truncatus com 45 pg de proteinas.
A principal diferenca deste experimento em relagdo ao experimento “B” foi de que a
diluicdo do anticorpo anti-citocromo P450 1A1 (ab124295, ABCAM) foi de 1:500. As demais

etapas permaneceram inalteradas.

2.4.4 Experimento D

Apds o experimento “C” foi realizada a remocdo dos anticorpos primario e
secundario da membrana, procedimento conhecido como stripping, e foi realizada nova
incubacdo com os anticorpos. Apds o stripping, a membrana foi incubada durante 2 horas com
0 anticorpo anti-citocromo P450 1A1 (ab124295, ABCAM) na diluicdo de 1:500. A incubagéo
com o0 anticorpo secundario anti-coelho (Amersham Pharmacia) ocorreu na diluicdo de

1:50.000 da solucao de bloqueio, durante 1 hora e 30 minutos. As lavagens e o procedimento
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de revelacdo ocorreram do mesmo modo descrito no experimento “B”.

2.4.5 Experimento E

Com as condi¢des ideais de incubacdo dos anticorpos primério e secundario
determinadas, voltou-se a utilizar as amostras de todos os tecidos coletados de T. truncatus.
Neste experimento também foram aplicados 30 pg de proteinas de figado de dois espécimes de
S. guianensis e de um espécime de S. frontalis. Quanto a concentragao de proteinas das amostras
de T. truncatus, buscou-se utilizar a maior possivel para cada tecido. Assim, as amostras de
masculo e rim foram utilizadas com 45 pg e 60 pg, respectivamente; a amostra de figado foi
utilizada com 45 pg e 50 pg; a amostra de baco com 30 pg; as amostras de cérebro e pulméao
com 20 ug; e as amostras da pele e da gordura com 10 pg de proteinas. Utilizou-se apenas o
controle positivo CP-2, com a concentragdo de 30 pg de proteinas.

Em concordancia com o que foi analisado até 0 momento, as condi¢fes da técnica
escolhidas para o ultimo experimento foram: a) a transferéncia foi realizada durante 2 horas,
com o cuidado de manter a temperatura constante do sistema e com o tampéo de transferéncia
circulando dentro da cuba; b) as lavagens apds a incubacédo de cada anticorpo foram realizadas
conforme as instrucdes do kit ECL Select; ¢) o anticorpo anti-citocromo P450 1A1 (ab124295,
ABCAM) foi incubado durante 2 horas na diluicdo de 1:500 de solucdo de bloqueio, e o
anticorpo secundario anti-coelho (Amersham Pharmacia) foi incubado durante 1 hora e 30
minutos na diluicdo de 1:50.000 de solucédo de bloqueio. A revelacéo foi realizada utilizando-
se os reagentes do kit ECL Select (Amersham Pharmacia).
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3. RESULTADOS

3.1 EXPERIMENTO A

Um dos resultados do experimento “A” ¢ apresentado na Figura 10. Para este teste,
foram aplicados 15 pug de proteina das amostras de diferentes tecidos de Tursiops truncatus,
com excecdo das amostras de pele e de gordura, que apresentavam 10 ug de proteinas. Para o
controle positivo CP-1, referente ao figado de Mugil liza, foram utilizados 17 pig de proteinas.
Foi verificada a reatividade cruzada através da presenca de bandas imunoreativas, que
representam a expressao da proteina CYP1ALl. Essas bandas correspondem a amostra do
controle positivo CP-1 (figado de M. liza, 7.396 U.D.A.) e a amostra de pele de Tursiops
truncatus (4.726 U.D.A.). O peso molecular aparente de CYP1A1 em figado de M. liza é de 52
kDa, enquanto a banda imunoreativa da amostra da pele apresenta um peso molecular aparente
acima de 52 kDa.

Figura 10 — Imunodeteccdo de CYP1A1 em amostras teciduais de Tursiops truncatus nas
condi¢des do experimento “A”, com as menores concentragdes de proteinas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MPM CP-1 Musculo Figado Bago Pulmdo Gordura Cérebro Rim Pele

¢ 76kDa

Na linha 1 esta o marcador de peso molecular (MPM) e na linha 2 o controle positivo CP-1,
com 17 g de proteinas. As amostras de gordura (linha 7) e de pele (linha 10) apresentam uma
concentragdo proteica de 10 pg. As demais amostras contém 15 g de proteinas.

Na Figura 11 é apresentado o resultado da imunodeteccédo utilizando-se 30 pg de
proteinas, com excecao das amostras de cerebro e pulmao, que contém 20 g de proteinas, além

da pele #2, com 15 g de proteinas, e o controle positivo CP-1, com 17 g de proteinas.
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Novamente foi detectada uma banda imunoreativa no controle positivo CP-1,
porém apesar de ter sido aplicada a mesma concentracdo de proteinas que no gel anterior, a
banda ficou mais evidente, com 24.489 U.D.A. A amostra de pele#2 contendo 15 pg de
proteinas (linha 8) apresenta duas bandas imunoreativas, uma ligeiramente acima dos 52 kDa
(com 689 U.D.A.) e outra ultrapassando o peso molecular de 76 kDa (com 972 U.D.A.). A
formacéo de duas bandas imunoreativas também ocorre com a amostra de pele#2 com 30 ug de
proteinas (linha 9), sendo que logo acima dos 52 kDa a banda conta com 1.111 U.D.A. e
ultrapassando o peso molecular de 76 kDa a banda contém 1.482 U.D.A. Logo, conclui-se que
ocorreu a formacdo de ligaces inespecificas entre 0 anticorpo e a proteina de interesse,
representada pela banda de maior peso molecular. Observou-se, ainda, que, a intensidade da
banda da amostra de pele#2 com 15pg de proteinas ¢ menor do que com 30ug de proteinas. Nas
amostras de baco, pulmao e rim podem ser visualizadas marcagdes ténues (com 349, 277, 133
U.D.A., respectivamente), que indicam a presenca de possiveis bandas, que contém peso
molecular aparente um pouco acima dos 52 kDa. Novamente, o peso molecular aparente de
CYP1ALl em figado de M. liza é de 52 kDa.

Figura 11 — Imunodeteccdo de CYP1Al em amostras teciduais de Tursiops truncatus nas

condi¢des do experimento “A”, com as maiores concentragdes de proteinas.
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MPM Musculo Figado Bago Pulmdo Cérebro Rim Pelez2 Pelez2 CP-1

O marcador de peso molecular (MPM) esté na linha 1 e o controle positivo CP-1 contém 17ug
de proteina e esta na linha 10. As amostras de pulmao (linha 5) e de cérebro (linha 6) contém
20ug de proteinas e a pele #2 (linha 8) contém 15 pg de proteinas; as demais amostras contém
30 pg de proteinas.
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3.2 EXPERIMENTO B

Neste experimento, foram utilizadas apenas as amostras dos tecidos de T. truncatus
que demonstraram apresentar bandas imunoreativas no experimento anterior. Essas amostras
foram testadas com a mé&xima concentracdo de proteinas possivel. Cabe salientar que a partir
deste experimento foi utilizado o kit ECL Select (Amersham Pharmacia). Como pode ser
observado na Figura 12, dentre os controles positivos, apenas o CP-2 (linha 2) apresentou uma
banda imunoreativa, com 686 U.D.A. A amostra de baco com 60 pug de proteinas apresentou
duas bandas imunorreativas, uma logo acima do peso molecular de 52 kDa (com 6.949 U.D.A.)
e outra abaixo deste mesmo peso (com 5.169 U.D.A.). Assim, novamente, nota-se a presenca

de reacdes inespecificas entre o anticorpo e a proteina de interesse.

Figura 12 — Imunodeteccdo de CYPL1Al amostras teciduais de Tursiops truncatus nas
condi¢des do experimento “B”.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Os controles positivos, CP-1 e CP-2, apresentam 30 g de proteinas e se localizam nas primeira
e segunda linhas, respectivamente. Na linha 3 o baco foi aplicado com 30 pg de proteinas e na
linha 4 com 60 pg. A amostra de pulméo contém 20pg de proteinas. Nas linhas 6 e 7 estdo as
amostras de rim com 30 e 60pg de proteinas respectivamente. A amostra de pele (linha 8) abriga
uma concentracdo de 10ug de proteinas, enquanto que a pele#2 (linha 9) conta com 30ug de
proteinas. Na linha 10 se encontra o marcador de peso molecular (MPM). Notam-se algumas
manchas que sdo artefatos da técnica.

3.3 EXPERIMENTO C
Nesta etapa do trabalho, observou-se reatividade nas seguintes amostras: rim (60
Kg de proteinas) e bacgo (30 pg de proteinas) de T. truncatus, e nos controles positivos (CP-1 e
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CP-2, ambos com 30 ug de proteinas) (Figura 13). A banda imunodetectada da amostra de rim
apresenta 1.698 U.D.A., enquanto que a do baco contém 7.035 U.D.A, sendo que ambas
apresentam um peso molecular aparente ligeiramente acima de 52 kDa. A banda identificada
em CP-1, apesar de fraca (conta com 1.870 U.D.A.), estd na mesma altura que a banda mais
forte do CP-2 (de 9.509 U.D.A.). Foram observadas reac6es inespecificas em todas as bandas

imunoreativas para CYP1ALl, com excec¢do daquela identificada na amostra CP-1.

Figura 13 — Imunodeteccdo de CYP1Al em amostras teciduais de Tursiops truncatus nas
condigdes do experimento “C”.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pelez2 Pele Rim Rim Pulmio Figado #2 Bago CP-2 CP-1 MPM
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As amostras de pele#2 (linha 1) e de pele (linha 2) foram aplicadas com 30 pg e 10 ug de
proteinas, respectivamente. O rim foi aplicado com 30 pg de proteinas (linha 4), e com 60 ug
de proteinas (linha 3). A amostra de pulm&o contém 20 pg de proteinas (linha 5). O figado#2
conta com 45 pg de proteinas. O baco e os controles positivos, CP-1 e CP-2, contém 30 ug de
proteinas.

34 EXPERIMENTO D

No quarto experimento realizado ao longo deste trabalho, foram detectados os
controles positivos com bandas imunoreativas fortes e bem evidentes, com o peso molecular
aparente de 52 kDa (Figura 14). Nota-se ainda que o controle positivo CP-2 apresenta uma
marcacdo mais forte (de 103.900 U.D.A.) e continua do que CP-1 (de 59.300 U.D.A.).
Entretanto, ndo foi identificada reatividade entre o anticorpo primario e as proteinas de nenhum

tecido de T. truncatus. Por fim, podem ser observadas algumas manchas que caracterizam
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artefatos da técnica.

Figura 14 - Imunodeteccdo de CYP1Al em amostras teciduais de Tursiops truncatus nas
condig¢des do experimento “D”.
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A membrana deste experimento ¢ a mesma que a do experimento “C”, de modo que a aplicagao
das amostras com suas respectivas concentracdes de proteinas e disposicdo permanecem as
mesmas. Além das duas bandas dos controles positivos, notam-se marcacdes no filme que séo
artefatos da técnica.

35 EXPERIMENTOE

Inicialmente foram realizadas etapas de padronizacdo da técnica de Western
blotting para imunodetectar a proteina CYP1AL em diferentes tecidos de T. truncatus, como
demonstrado ao longo dos experimentos A B, C e D. Posteriormente a padronizacéo,
realizaram-se testes com outras duas espécies de cetaceos odontocetos, Stenella frontalis e
Sotalia guianensis. O presente experimento, demonstra estes Gltimos testes e esta dividido em
duas partes, cada uma delas representada pelas Figuras 15 e 16.

Na Figura 15 se observa a imunodeteccdo das seguintes amostras: controle positivo
CP-2 (30ug de proteinas), figado de S. frontalis (30ug de proteinas), figado de T. truncatus
(com 45ug de proteinas, linha 8, e 50 ug de proteinas, linha 9). A banda do controle positivo
CP-2 se destaca nesta revelagéo, apresentando 139.873 U.D.A. A banda da amostra de figado
de S. frontalis (figado “A”) apesar de ndo ser continua, é relativamente forte, e apresenta
24.690 U.D.A e tem um peso molecular aparente inferior a 76 kDa. As amostras de T. truncatus

continuam ligeiramente acima dos 52 kDa, sendo que a banda da amostra de figado com 45 pg
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de proteinas é mais fraca que a mesma amostra com 50 g de proteina, apresentando 10.289 e
19.888 U.D.A, respectivamente. Adicionalmente, ndo foi identificada nenhuma reatividade na

amostra de figado de S. guianensis (figado “B1”).

Figura 15 — Imunodetec¢do de amostras teciduais de Tursiops truncatus e de figado de Stenella
frontalis e Sotalia guianensis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figado Figado Figado
MPM CP-2 "A" "B1" #3  Musculo Musculo Figado Figado Pulmio

O marcador de peso molecular (MPM) foi aplicado na linha 1. Na linha 2 estad o controle
positivo CP-2, com 30 pg de proteinas. A amostra de figado “A” (de Stenella frontalis) e de
figado “B1” (de Sotalia guianensis) contém 30 pg de proteinas. O figado#3 (de T. truncatus)
contém 45 pg de proteinas. As amostras do tecido muscular foram aplicadas nas linhas 6 e 7
com as concentracdes de 45 e 60 pg de proteinas, respectivamente. As amostras de figado
contém 45 pg (linha 8) e 50 ug (linha 9) de proteinas. O pulméo contém 20 g de proteinas.
Na Figura 16 a banda imunoreativa do controle positivo CP-2 também se destaca,
com 143.864 U.D.A. e peso molecular aparente de 52 kDa. Notam-se possiveis bandas nas
amostras de rim de T. truncatus com 60 pg (linha 3) e 45 pg de proteinas (linha 4); sendo que
a amostra com 60 g de proteinas consiste em 12.690 U.D.A., enquanto que aquela com 45ug
conta com 6.611 U.D.A. Estas bandas tém um peso molecular aparente ligeiramente acima dos
52 kDa. Na linha 8, que corresponde a amostra de figado#2 (de T. truncatus), nota-se uma banda
com 8.080 U.D.A. e peso molecular aparente inferior a 52 kDa. E, por fim, na linha 10, onde
estd a amostra de gordura (de T. truncatus), hd uma possivel banda de peso molecular aparente
um pouco superior aguele encontrado para as amostras de rim, com 5.791 U.D.A. Cabe salientar
gue aqui também ndo foi detectado CYP1A1 na amostra de figado de S. guianensis (Figado

B2).
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Figura 16 — Imunodeteccdo de amostras teciduais de Tursiops truncatus e de amostra de figado
de Sotalia guianensis.
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A amostra de pele foi aplicada com 10 g de proteinas, enquanto que a de cérebro foi aplicado
com 20 pg, ambas amostras sdo de T. truncatus. A amostra de rim, de T. truncatus, na linha 3
contém 60 ug de proteinas, e, na linha 4 possui 45 g de proteinas. O baco, de T. truncatus, foi
aplicado com 30 g de proteinas. O marcador de peso molecular (MPM) se encontra na linha 6
e o controle positivo CP-2 (com 30ug de proteinas) esta na linha 7. Em seguida, encontra-se o
figado#2 (de T. truncatus) com 45ug de proteinas e o figado “B2” (de S. guianensis) com 30
ug de proteinas. Por fim, na linha 10, esta a amostra de gordura, de T. truncatus, com 10ug de
proteinas.
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4. DISCUSSAO

4.1 PADRONIZAQAO DA TECNICA DE WESTERN BLOTTING

A imunodeteccdo de CYP1A1l em amostras teciduais de cetdceos odontocetos
permite a obtencdo de informacdes sobre o nivel de exposicdo aos contaminantes quimicos
ambientais e, possivelmente, a identificacdo de efeitos tdxicos a sua salde e, por ventura, ao
meio ambiente. A técnica de Western blotting possibilita imunodetectar CYP1Al e traz
informacdes sobre a abundancia da proteina no tecido estudado. Por ser uma técnica repleta de
etapas sua aplicacdo demanda uma série de ajustes finos até que as condicdes 6timas de cada
etapa sejam definidas. Desta maneira, um dos objetivos deste trabalho foi a padronizacédo da
técnica de Western blotting para a imunodeteccdo da proteina CYP1A1 em diferentes tecidos
de Tursiops truncatus, e em figado de Stenella frontalis e Sotalia guianensis.

O primeiro experimento da presente pesquisa, o experimento “A”, possibilitou a
identificacdo de reatividade cruzada entre o anticorpo policlonal anti-citocromo P4501A1 e a
proteina CYP1A1 em diferentes tecidos de T. truncatus, mas detectadas com baixa intensidade.
Dentre estas, apenas a amostra de pele#2 apresentou reacao inespecifica com o anticorpo.
Apesar de ténues, as bandas destas amostras apresentaram o mesmo peso molecular estimado,
ligeiramente acima dos 52 kDa. Em outras pesquisas CYP1AL em T. truncatus foi detectado
com peso molecular estimado de 54 kDa (GARRICK et al., 2006), 57 kDa (FOSSI et al., 2008)
e 59 kDa (BACHMAN et al., 2015), tais resultados séo semelhantes ao encontrado na presente
pesquisa. Adicionalmente, foi possivel perceber que houve reconhecimento do anticorpo
policlonal anti-citocromo P4501A1 (ab124295, ABCAM) com a proteina CYP1Al em T.
truncatus. Diferentes anticorpos primarios foram aplicados em outros trabalhos, assim, por
exemplo, o anticorpo primario policlonal de coelho anti-CYP1A1 (Millipore) foi utilizado por
Bachman e colaboradores (2015) em tecidos de diferentes cetaceos dentre eles T.truncatus e S.
frontalis; o anticorpo primario policlonal de coelho anti- CYP1A1l (Oxford Biochemical
Research) foi aplicado por Fossi e colaboradores (2010, 2012, 2013, 2014) em amostras de
cetaceos, dentre eles T. truncatus, e por Marsili e colaboradores (2014) em Physeter
macrocephalus; e o anticorpo policlonal de rato anti-CYP1A1l (Gentest) foi aplicado por
McKinney e colaboradores (2004) em Delphinapterus leucas.

As bandas dos controles positivos CP-1 ficaram ligeiramente abaixo das bandas
teciduais de T. truncatus, porém continuaram com este padrdo em todos 0s experimentos deste

estudo. Tal diferenca pode ser justamente devido ao fato de se tratar da mesma proteina,
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contudo em espécies diferentes. Teramitsu e colaboradores (2000) verificaram que a identidade
das sequéncias de aminoécidos de CYPLA entre peixes e mamiferos varia de 50% a 78,4%.
Entretanto, a intensidade da banda dos dois controles positivos CP-1 ndo foi a mesma, que pode
ter sido causada por erros experimentais e/ou devido a auséncia de integridade da amostra, ja
que ela havia sido utilizada (congelada e descongelada) cinco vezes antes deste experimento.

No experimento “B” a banda imunorreativa da amostra do baco (com 60 pg de
proteinas) de T.truncatus teve mais intensidade do que aquela do controle positivo CP-2.
Proteinas desta amostra de baco também reagiram inespecificamente com o anticorpo primario.
Nas demais amostras teciduais de T.truncatus ndo ocorreu a deteccdo de CYP1AL. Tendo em
vista que 0 uso do anticorpo primario mais concentrado poderia aumentar a reatividade com
outros tecidos de menor expressdo de CYP1AL, no experimento seguinte, aqui denominado
experimento “C”, o anticorpo foi utilizado duas vezes mais concentrado (passou de 1:1000 para
1:500). Com esta alteragdo, a proteina CYP1A1 de baco foi detectada utilizando-se a metade
da concentracdo proteica, correspondente a 30 g de proteinas. Adicionalmente, a intensidade
do CP-2 aumentou, de 686 U.D.A para 9.509 U.D.A. e mais duas amostras apresentaram
reatividade cruzada com o anticorpo, CP-1 e rim de T. truncatus (60 pg de proteinas). Reacdes
inespecificas foram notadas, mas fracamente.

Neste ponto, entretanto, as bandas ainda estavam muito fracas, principalmente
aquelas dos controles positivos. Assim, ainda era necessario ajustar as condi¢des de incubacao
das membranas com 0s anticorpos primario e secundario. Portanto, apesar da concentracdo do
anticorpo primario permanecer a mesma, apos o stripping, o tempo de incubacdo aumentou
para 2 horas, e o anticorpo secundario foi utilizado duas vezes mais concentrado (passou de 1:
100.000 para 1:50.000) e foi incubado durante 1 hora e 30 minutos. Nestas condicGes, 0s
controles positivos foram detectados com alta intensidade.

Ao utilizar as condicdes de incubacdo dos anticorpos recém padronizadas num novo
experimento, aqui chamado de experimento “E”, com a mesma concentragao de proteinas para
o controle positivo CP-2, de 30 pg, a intensidade aumentou de 103.900 para 139.873 U.D.A.
Portanto, é possivel que parte das amostras tenha sido removida da membrana juntamente com
0s anticorpos, durante o stripping, em funcédo da alta temperatura (50°C), da agitacao constante,
que apesar de branda, pode ter dificultado a permanéncia das proteinas na membrana e do

conjunto de condicdes fornecidas pela solugdo tampéo.

A utilizacdo das amostras com quantidades de proteinas que correspondiam a

concentracdo méaxima possivel, tendo em vista a quantidade de proteinas totais por amostra e 0
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tamanho do poco para aplicagdo da amostra na eletroforese, juntamente com as condigdes de
incubagdo dos anticorpos descobertas, permitiram realizar a Gltima imunodeteccdo deste
trabalho. No experimento “E”, portanto, foram detectadas intensas bandas imunoreativas com
0 anticorpo anti-citocromo P450 1Al no controle positivo CP-2 e outras mais leves nas
amostras de figado e rim de T. truncatus, e em figado de Stenella frontalis.

A partir dos resultados obtidos ao longo dos cinco experimentos de padronizagéo
de imunodeteccdo de CYP1A1 realizados com tecidos de cetdceos odontocetos, percebemos
que ha a possibilidade de alteracdo de algumas etapas da técnica para otimizar ainda mais a
imunodetecgdo proteica. Dentre as sugestdes, o tempo de incubacdo da membrana com o
anticorpo priméario pode ser alterado, deixando-a incubando overnight, por exemplo. Este
procedimento ja foi utilizado em outros estudos que utilizaram amostras de cetaceos e pode ser
feito a temperatura ambiente (FOSSI et al., 2012, 2014; MARSILI et al., 2014), a 4°C
(BACHMAN et al., 2014), ou ainda a 4°C com agitacdo branda (JIA et al., 2015). Outro
procedimento simples e que pode auxiliar na melhora da deteccéo € a diminuigdo na quantidade
de lavagens ap0s as incubacGes com o0s anticorpos, no qual quatro lavagens parece ser o
suficiente. Além disso, outras amostras de cetaceos devem ser aplicadas e testadas, afinal até
chegar ao experimento “E” a maioria das amostras passaram por congelamentos e
descongelamentos que podem ter afetado suas integridades. Adicionalmente a estas alteracoes
nos procedimentos da técnica, seria positivo também coletar amostras de cetaceos odontocetos
e transferi-las imediatamente em nitrogénio liquido para fazer além da deteccdo da proteina,

por Western blotting, a analise da atividade EROD.

4.2 IMUNODETECCAO DE CYP1A1 NOS TECIDOS DE TURSIOPS TRUNCATUS

Os estudos citados nesta secdo que utilizaram a técnica de Western blotting para
imunodetectar CYP1LAL em amostras teciduais de cetdceos odontocetos podem ser vistos em
detalhe no APENDICE A.

4.2.1 Imunodeteccdo de CYP1A1 no figado

Tendo como base o experimento “E”, no qual as etapas da técnica de Western
blotting foram otimizadas para a imunodetec¢do de CYP1AL em odontocetos, é possivel notar
a deteccdo de CYP1A1 nas amostras de tecido hepético de T. truncatus. O figado tem papel
central no metabolismo de biotransformacgéo de xenobidticos, no qual CYP1AL tem relevante
participacdo na fase | (NEBERT et al., 1991, 2004). Assim, sua deteccdo ja era esperada. Outra

caracteristica singular deste 6rgdo é que a expressao de CYP1A1, em mamiferos marinhos e
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peixes, parece ocorrer principalmente nos hepatocitos e depois no endotélio, enquanto que nos
tecidos extra-hepaticos, a expressdo de CYP1A1 ocorre principalmente em células epiteliais e
endoteliais (HYYTI et al., 2001; WILSON; MOORE; STEGEMAN, 2010; STEGEMAN;
SMOLOWITZ; HAHN, 1991).

Maior expressdo de CYP1AL no figado, em relacdo a outros tecidos, foi verificada
em estudos realizados com focas Pusa hispida e Halichoerus grypus (HY YTl et al., 2001), com
belugas Delphinapterus leucas (WILSON et al., 2000, 2005) e com o peixe Scophthalmus
maximus (REINECKE; SEGNER, 1998). Por outro lado, no estudo realizado por Wilson,
Moore e Stegeman (2010) a maior quantidade de CYP1Al foi detectada nos pulmdes do
golfinho-de-laterais-brancas (Lagenorhynchus acutus), enquanto que a atividade EROD,
referente a atividade catalitica de CYP1A1, foi maior no figado. Assim, ressaltou-se que apesar
de ter maior eficiéncia enzimatica, o figado ndo necessariamente precisa ter mais proteinas.
Cabe ressaltar que no presente estudo ndo foi possivel realizar o ensaio EROD devido ao
armazenamento das amostras em RNAlater.

Ainda sdo poucas as pesquisas que identificam a expressdo de CYP1AL1 no figado
e nos tecidos extra-hepaticos de cetaceos odontocetos, de modo a destacar a necessidade de

mais estudos com esta tematica neste grupo de animais.

4.2.2 Imunodeteccdo de CYP1AL na pele

Alguns estudos demonstraram a existéncia da isoforma CYP1Al na pele de
espécies de cetidceos (ASSUNCAO et al., 2007; GODARD et al., 2004; HOOKER et al., 2008;
WAUGH et al., 2011), incluindo T. truncatus (ANGELL et al., 2004; FOSSI et al., 2008;
WILSON et al., 2007). No presente trabalho, CYP1ALl foi detectado na amostra de pele#2 no
experimento “A”, cuja amostra continha 15 ug e 30 pg de proteinas e foi coletada de T.
truncatus por meio de bidpsias e armazenada em nitrogénio liquido. Adicionalmente, a outra
amostra “pele” foi detectada com 10 pg de proteinas, apenas no experimento “A”, a coletada
foi realizada em um T. truncatus morto e a amostra foi armazenada em RNAlater. Entretanto,
como comentado na secdo 4.1 novos experimentos com algumas alteragdes no protocolo

poderdo melhor elucidar a abundancia de CYP1A1 nas amostras de pele.

Atualmente, ha uma crescente preocupagdo com relagdo as ameacas antropogénicas
enfrentadas pelas espécies de cetaceos. Essa € adicionada as preocupacdes éticas e logisticas da
pesquisa com esses animais. Assim, destaca-se a importancia e a necessidade de desenvolver,

validar e aplicar estratégias de amostragem ndo letais, minimamente invasivas em animais de
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vida-livre (ASSUNCAO et al., 2007; MILLER et al., 2005). Dentro deste contexto, as biopsias
de pele, como a da pele#2 do presente trabalho, sdo consideradas materiais biologicos
adequados para a aplicacdo em estudos ecotoxicologicos em cetaceos de vida-livre (FOSSI et
al, 2010). Seu uso, em cetaceos, como um metodo valido e ndo-letal de diagnostico
ecotoxicoldgico tem sido defendido desde a década de 90 (FOSSI et al., 1992, 2010, 2012a,
2014; FOSSI; MARSILI, 1997). O uso de bidpsias de pele também tem a vantagem de permitir
a andlise sequencial da mesma populacéo ao longo de determinado periodo de tempo e avaliar
comunidades em risco (ASSUNCAO et al., 2007).

Portanto, a padronizacao da técnica de Western blotting para amostras de pele de

cetaceos vem a ser de grande utilidade.

4.2.3 Imunodeteccédo de CYP1ALl na gordura

Os mamiferos bioacumulam contaminantes principalmente em suas grandes
reservas de gordura. Situacdes de fome, migracéo, lactacdo e adaptacdo a temperatura em aguas
mais quentes ou qualquer combinacdo destas, causam a mobilizacédo dos lipidios e permitem a
redistribuicdo dos contaminantes da gordura para o sistema circulatorio. Esta redistribuicdo dos
contaminantes facilita a inducdo de CYP1A1l via ativagdo do receptor hidrocarboneto aril
(AHR) nos locais alvos, como hepatdcitos e células endoteliais (ANGELL et al., 2004;
MONTIE et al., 2008).

No experimento “E” foi possivel visualizar uma marcacdo que parece ser apenas
um artefato da técnica na linha da amostra de gordura, devido a sua forma e por apresentar um
peso molecular aparente um pouco superior aquele encontrado para as amostras de rim. Para
superar esta duvida, no entanto, novos experimentos precisam ser realizados. Cabe pontuar que
o0 tecido adiposo ndo tem como funcdo a detoxificacdo ou o processamento de farmacos,
horménios, dentre outras substancias, mas sim principalmente atuar como reserva de energia,
reduzir a perda de calor pela pele, e, suportar e proteger os 6rgaos (TORTORA; NIELSEN,
2013). Desse modo, ndo é esperado encontrar grandes quantidades de CYP1A1 neste tecido.

A pesquisa desenvolvida por Montie e colaboradores (2008) utilizou

imunohistoquimica em 74 bidpsias de pele e gordura em T. truncatus, as quais foram
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divididas nas seguintes camadas: epiderme e gordura superficial, média e profunda. E se
verificou que a expressdo mais forte e frequente ocorreu nas células endoteliais de arteriolas e
capilares da camada profunda da gordura, ndo sendo detectado CYP1A1 nos adipdcitos. Assim,
apesar de ser pouco provavel que CYP1ALl esteja presente nos adipécitos, CYPLAL tem
potencial de estar nas células endoteliais dos vasos sanguineos que irrigam a gordura e, entao,
ser detectado por Western blotting.

Para estudos futuros com este tecido, seria positivo delimitar previamente a regido
onde a gordura sera coletada e segmenta-la em camadas conforme a sua profundidade e relacédo
com a epiderme superficial, assim como aumentar a quantidade de individuos amostrados e
dividi-los considerando caracteristicas como o sexo, periodo reprodutivo, idade e localizacdo
geogréfica. Afinal a gordura pode ser mais ou menos metabolicamente ativa conforme a
localizagdo no corpo do cetaceo, e também conforme as caracteristicas singulares do organismo,

assim como da situacdo em que ele esta vivendo (ANGELL et al., 2004).

4.2.4 Imunodeteccdo de CYP1AL no pulmao

No decorrer da presente pesquisa, CYP1Al foi imunodetectada na amostra de
pulmdo no primeiro experimento, com uma concentracdo proteica correspondente a 20 ug.
Entretanto, nos demais experimentos, inclusive no altimo, CYP1A1l nédo foi mais detectado
nesta amostra. Tendo em vista que foram realizados ciclos de congelamento e descongelamento,
ndo se pode deixar de colocar como possibilidade o risco de degradacédo proteica da amostra.

E predominantemente por meio da dieta que os contaminantes indutores de
CYP1ALl sdo inseridos nos organismos, porém também é possivel capta-los durante a inalacdo
(CASEY et al., 1999). Esta maneira de captacdo de contaminantes ambientais parece ser mais
efetiva quando em regides com altos niveis de PAH e/ou PCB. Na pesquisa desenvolvida por
Wilson e colaboradores (2005), foi detectada uma forte expressdo de CYP1AL no pulméo de
beluga (Delphinapterus leucas), porém o resultado na imuno-histoquimica demonstrou que a
expressao de CYP1AL ndo ocorreu nos pneumdacitos de tipo I, o principal tipo celular do pulmé&o
envolvido nas trocas gasosas, de modo a concluir que a inducdo de CYP1A1l resultou
majoritariamente da dieta. Um estudo realizado por Raunio e colaboradores (apud HYYTI et
al., 2001) apontou que dentre os tecidos extra-hepaticos de mamiferos, as proteinas que compde

CYP parecem ser encontradas principalmente em 6rgéos através dos quais 0s
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contaminantes entram no corpo, como: pulméo, pele e intestino (RAUNIO et al., 1995 apud
HYYTI et al., 2001).

Outras pesquisas também imunodetectaram CYP1ALl por Western blotting no
pulmdo de botos-da-tainha, T. truncatus (GARRICK et al., 2006), do golfinho-de-laterais-
brancas, Lagenorhynchus acutus (WILSON; MOORE; STEGEMAN, 2010); por Western
blotting e imuno-histoquimica em focas, Pusa hispida e Halichoerus grypus (HYYTI et al.,
2001); e, por imuno-histoquimica na beluga, Delphinapterus leucas (WILSON et al., 2000).
Inclusive neste ultimo trabalho o endotélio do pulmao teve uma expressdo bastante alta em
comparagdo com outros 0rgaos extra-hepaticos, e os especimes haviam sido expostos a altos
niveis de PCB’s.

4.2.5 Imunodeteccdo de CYP1A1 no musculo estriado esquelético

Ao longo da presente pesquisa ndo foi detectado CYP1AL nas amostras de tecido
muscular esquelético de T. truncatus. Tendo em vista que este tecido tem como principais
funcBes a producdo de movimentos do corpo, producdo de calor, e manutencdo da postura e
posicdo do corpo (TORTORA; NIELSEN, 2013), ndo era esperado encontrar grandes
quantidades de CYP1ALl neste tecido. Entretanto, estudos tém demonstrado que as células
endoteliais que revestem os vasos sanguineos sdo um local de comum inducdo de CYP1Al em
peixes e mamiferos (ANGELL et al., 2004; GARRICK et al., 2006; HYYTI et al., 2001;
STEGEMAN; SMOLOWITZ; HAHN, 1991; WILSON et al., 2000), de modo que se supde que
a inducdo de CYP1A1l pode ocorrer a0 menos nas células endoteliais de todos os 6rgaos
(STEGEMAN; SMOLOWITZ; HAHN, 1991). Contudo ainda é necessario determinar o grau
em que os tecidos extra-hepaticos que contém CYP1A1 contribuem para todo o metabolismo
de biotransformacdo de xenobidticos (WILSON; MOORE; STEGEMAN, 2010).

4.2.6 Imunodeteccdo de CYP1ALl no bago

No decorrer do presente trabalho, CYP1ALl foi detectado na amostra de bago no
primeiro experimento, e a partir de sua detecgdo nos experimentos seguintes foi possivel
realizar os ajustes necessarios na técnica de Western blotting. A auséncia de sua detec¢do no
ultimo experimento pode ter ocorrido devido a degradacdo das proteinas na amostra, ja que

ocorreram varios ciclos de congelamento e descongelamento, especialmente com esta amostra.
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O baco é um 6rgéo linfatico importante para a proliferacdo dos linfécitos e onde
ocorrem respostas imunoldgicas. Linfdcitos sdo células do sistema imunoldgico responsaveis
pela especificidade, diversidade, memoria e discriminacdo do proprio e do ndo proprio.
Também tem como funcdo a purificacdo do sangue, ja que os seus macréfagos removem por
meio da fagocitose plaquetas velhas e defeituosas, além de substancias estranhas transportadas
no sangue. Adicionalmente ¢ um local de estoque de plaquetas e de alguns produtos da
degradacéo dos eritrécitos, como o ferro, que depois € reutilizado para compor a hemoglobina,
e libera produtos no sangue para o processamento pelo figado (COICO; SUNSHINE, 2010)
(MARIEB; HOEHN, 2009). Por fim, o baco € um érgdo rico em sangue suprido pela grande
artéria e pela veia esplénica, de modo que os contaminantes transportados na corrente sanguinea
tém grande potencial de induzir a expressdo de CYP1AL, ao menos em suas células endoteliais.

No estudo desenvolvido por Wilson, Moore e Stegeman (2010) com
Lagenorhynchus acutus (golfinho-de-laterais-brancas) a quantidade de CYP1A1 detectada por
Western blotting foi maior nos pulmdes, em seguida no bago e depois no figado. Stegeman,
Smolowitz e Hahn (1991) detectaram por imuno-histoquimica CYP1Al em baco do peixe
Stenotomus chrysops, mais especificamente no endotélio de artérias e veias, enquanto que em
outros tipos celulares do baco, a proteina ndo foi imunodetectada. O mesmo resultado se repetiu
na pesquisa de Hyyti e colaboradores (2001) com as focas Phoca hispida baltica e Halichoerus
grypus. Em todos estes estudos os espécimes sdo provenientes de locais contaminados,
especificamente, por PCBs e DTT (HYYTI et al., 2001), por PAHs, PCBs e dibenzofuronos
policlorados (PCDFs - STEGEMAN; SMOLOWITZ; HAHN, 1991), e, por PCBs (WILSON;
MOORE; STEGEMAN, 2010).

4.2.7 Imunodetec¢do de CYP1AL no cérebro

O cérebro, assim como 0s demais constituinte do encéfalo, atua na interpretacdo de
informacdes internas e externas ao corpo e ordena respostas motoras e/ou secrecdes
glandulares, tendo como base experiéncias passadas, reflexos e condi¢des do momento. E um
importante constituinte do sistema nervoso central. O tecido nervoso contém alta densidade
celular, o que significa que as células estdo agrupadas e fortemente entrelacadas restando pouco
espaco extracelular. As células que o constituem podem ser divididas em dois tipos principais:
(1) neurdnios, células nervosas excitaveis que transmitem sinais elétricos; e, (2) células de
sustentacdo, pequenas células que envolvem os neurdnios mais delicados (MARIEB; HOEHN,
2009).
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No presente trabalho ndo foi detectado CYP1A1l na amostra de cerebro de T.
truncatus. Tendo em vista as suas principais funcdes, ndo era esperado encontrar grandes
quantidades de CYPL1A1 neste tecido. Entretanto, algumas pesquisas ja demonstraram a
presenca de CYP1ALl no cérebro de algumas espécies de peixes e mamiferos. Por meio de
imunohistoquimica foi possivel detectar alto conteudo de CYP1Al no cérebro do peixe
Stenotomus chrysops, porém em pequenas por¢des de células, principalmente no endotélio
vascular de todo o cérebro, enquanto nos neurbnios nao houve deteccdo de CYP1lAl
(SMOLOWITZ: HAHN: STEGEMAN, 1991; STEGEMAN; SMOLOWITZ: HAHN, 1991).
Contudo, Sarasquete e colaboradores (1999) detectaram por imuno-histoquimica CYP1AL no
epitélio e em neurdnios proximos a regido do bulbo olfatério no peixe Sparus aurata. A
deteccdo de CYP1AL, principalmente na regido do bulbo olfatério, também ocorreu com mais
duas espécies de peixes, Sparus aurata (DELGADO et al., 2002) e Oncorhynchus mykis
(ANDERSSON; GOKSOYR, 1994). A pesquisa desenvolvida por Wilson, Moore e Stegeman
(2010) detectou por Western blotting CYP1AL no cérebro no golfinho-de-laterais-brancas
(Lagenorhynchus acutus). E, por fim, Wilson e colaboradores (2000) também detectaram por
imuno-histoquimica CYP1AL nas células endoteliais do cérebro de beluga (Delphinapterus

leucas).

4.2.8 Imunodetecgdo de CYP1AL no rim

Os rins participam do sistema urinario e sdo importantes na remocao de residuos do
sangue. Participam no equilibrio hidroeletrolitico do organismo, ou seja, da regulacdo da agua
e de ions, como sodio e potassio. E também atuam como uma estrutura enddcrina, produzindo
o horménio eritropoietina que age como agente estimulador a producdo de hemécias
(GABRIELLE; VARGAS, 2010).

No presente estudo, CYP1A1 foi imunodetectado na amostra de rim durante 0s
experimentos “A” e “E”. Apesar das bandas terem ficado fracas, elas obtiveram 0 mesmo peso
molecular aparente, o qual também foi detectado para as outras amostras teciduais de T.
truncatus. Além disso, o envolvimento do rim na remocdo de residuos do sangue, € 0
consequente grande suprimento sanguineo que o caracteriza, permite que suas células epiteliais
entrem facilmente em contato com os contaminantes, permitindo a inducdo de CYP1Al na
presenca do receptor hidrocarboneto aril (AHR).

A expressdao de CYP1A1 também foi detectada no rim (restritamente em suas

células epiteliais e endoteliais) de alguns mamiferos marinhos como beluga, Delphinapterus
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leucas, (WILSON et al., 2000, 2005), focas, Phoca hispida baltica e Halichoerus grypus,
(HYYTI et al., 2000), e botos-da-tainha, T. truncatus (GARRICK et al., 2006). A pesquisa
desenvolvida por Wilson; Moore e Stegeman (2010) detectou CYP1Al no rim de
Lagenorhynchus acutus (golfinho-de-laterais-brancas). E, por fim, CYP1A1 foi detectado nas
células epiteliais dos tubulos renais dos seguintes peixes: Stenotomus chrysops (STEGEMAN;
SMOLOWITZ, HAHN, 1991) e Scophthalmus maximus (REINECKE; SEGNER, 1998).

4.3 COMPARACOES DA IMUNODETECCAO DE CYP1A1 ENTRE AS ESPECIES DE
CETACEOS ODONTOCETOS: TURSIOPS TRUNCATUS, STENELLA FRONTALIS E
SOTALIA GUIANENSIS

Ao conhecimento da autora apenas uma pesquisa (BACHMAN et al., 2015)
detectou CYP1A1 em figado de S. frontalis anteriormente a imunodetec¢do aqui apresentada,
e até o0 momento, nenhuma imunodeteccdo de CYP1AL foi feita em figado de S. guianensis. J&
a imunodeteccdo de CYP1ALl por Western blotting em T. truncatus ocorreu em algumas
pesquisas (BACHMAN et al., 2015; FOSSI et al., 2006, 2008, 2014; GARRICK et al., 2006).
O maior nimero de pesquisas com T. truncatus se relaciona com sua larga distribuicéo,
abundancia e seu estado de conservacdo ndo preocupante, caracteristicas que facilitam a sua
observacao e estudo. Ao passo que S. frontalis se caracteriza por ser endémica do oceano
Atlantico e S. guianensis parece se limitar a parte da costa leste da América Latina, e ambas
ndo tém seu estado de conservacdo definido devido a auséncia de algumas informacdes
relevantes sobre as mesmas.

Na pesquisa de Bachman e colaboradores (2015), a banda imunorreativa da amostra
de figado de S. frontalis apresentou um peso molecular estimado ligeiramente acima dos 59
kDa, similar ao que foi verificado na presente pesquisa, cujo peso molecular aparente se localiza
inferiormente aos 76 kDa, ou em outras palavras, um pouco acima das amostras de figado de
T. truncatus que se apresentam ligeiramente acima dos 52kDa.

A imunodetec¢do de CYP1Al em figado de S. frontalis aqui apresentada indica,
primeiramente, que as condicOes da técnica de Western blotting ajustadas para a detecgéo de
CYP1A1 nesta espécie utilizando o anticorpo policlonal anti-citocromo P4501A1 (ab124295,
ABCAM) e o kit ECL Select (Amersham Pharmacia) funcionaram. Em seguida, que a

concentra¢do minima de proteina necessaria possivelmente € de 30 pg. Além disso, ao indicar
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que houve inducdo da expressdao de CYP1AL no figado também informa que possivelmente o
espécime foi exposto a contaminantes quimicos, tais como hidrocarbonetos arométicos planares
(como certos bifenilos policlorados - PCBs), hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHS) e
dioxinas. Entretanto, para afirmar seriam necessarias correlagdes com dados quimicos,
bioldgicos e bioquimicos adicionais.

Com relacdo a falta de imunodeteccdo de CYP1A1 nas amostras de figado de S.
guianensis, pode-se considerar que as condi¢Bes experimentais ainda ndo estdo 6timas para esta
espécie ou que os individuos, cujas amostras de figado foram coletadas, ndo foram expostos a
quimicos indutores de CYP1ALl, ou ainda, que a sequéncia do epitopo do antigeno néo seja
reconhecida pelo anticorpo. Entretanto, para que se possam fazer afirmacfes é necessario
correlacionar este resultado, ao menos, com dados quimicos. Adicionalmente seria positivo
adicionar amostras de outros espécimes, possivelmente um que tenha sido exposto previamente
aos quimicos indutores de CYP1AL.

Dentro deste contexto, destaca-se a importancia do presente trabalhno como um dos
pioneiros envolvendo espécies endémicas da regido do Oceano Atlantico. Tendo em vista que
se tratam de espécies costeiras, suas aplicacdes em estudos ecotoxicoldgicos parecem viaveis e
possibilitam fornecer informacdes sobre o metabolismo e biologia das espécies. Cabe destacar

que para conservar € preciso antes de tudo conhecer.
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5. CONCLUSAO

As etapas de padronizagdo da técnica de Western blotting, descritas ao longo dos
experimentos A B, C e D, permitiram concluir, primeiramente, que houve reconhecimento do
anticorpo policlonal anti-citocromo P4501A1 (ab124295, ABCAM) com a proteina CYP1Al
em T. truncatus. As condi¢bes Otimas de incubacdo do anticorpo policlonal anti-citocromo
P4501A1 (ab124295, ABCAM), caracterizaram-se pela duracdo de 2 horas, a temperatura
ambiente, sob agitacdo branda e constante, na diluicdo de 1:500 de solucdo de bloqueio.
Enquanto que as condigbes Otimas de incubagdo do anticorpo secundario anti-coelho
(Amersham Pharmacia), caracterizaram-se pela duracao de 1 hora e 30 minutos, a temperatura
ambiente, sob agitacdo branda e constante, na diluicdo de 1:50.000 de solucdo de bloqueio.
Adicionalmente, as etapas iniciais indicaram que para a imunodetec¢do de CYP1AL1 nos tecidos
de T. truncatus seria necessaria a aplicagdo das amostras com a concentracdo maxima de
proteinas possivel para cada tecido, conforme a quantidade de proteinas totais e o tamanho do
poco do gel de poliacrilamida.

A expressdo de CYP1AL no figado, pele, pulmdo, baco e rim de T. truncatus, assim
como no figado de S. frontalis informa que possivelmente estes espécimes foram expostos a
contaminantes quimicos, tais como hidrocarbonetos aromaticos planares (como certos bifenilos
policlorados - PCBs), hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAHs) e dioxinas. A
imunodeteccdo de CYP1AL na pele ocorreu, tanto no espécime em que foi realizada a bidpsia,
cuja amostra recebeu 0 nome de pele#2, quanto no espécime de T. truncatus em que foi
realizada a coleta dos oito diferentes tecidos aqui estudados. Por outro lado, a inducdo da
expressdo de CYP1AL ndo foi verificada no cérebro, gordura e muasculo estriado esquelético
em T. truncatus e no figado de S. guianensis.

Ainda ha a possibilidade de alterar algumas etapas da técnica e otimizar ainda mais
a imunodeteccdo proteica por Western blotting em amostras teciduais de cetaceos odontocetos.
Entretanto, os avancos metodoldgicos apresentados neste trabalho podem servir como base para
o0 desenvolvimento de estudos sobre os mecanismos e efeitos toxicos de quimicos xenobioticos
neste importante taxon, envolvendo o biomarcador CYP1A1l. O presente estudo também se
destaca como um dos pioneiros em aplicar espécies endémicas da regido do Oceano Atlantico

em estudos com biomarcadores.
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