A expressao genética como ferramenta de avaliacao de

impactos da poluicao por pesticidas em sistemas aquaticos.

O uso de pesticidas é objecto de controvérsia: sdo geralmente necesséarios para o
sucesso da produgdo agricola, mas a contaminagéo do solo e de sistemas aquaticos
(e.g. lagos e rios) é prejudicial para muitas espécies. A utilizagdo de insecticidas é
particularmente preocupante porque grande parte da biomassa aquatica é composta por
artropodes semelhantes aos organismos-alvo (pragas). A utilizagdo das biomoléculas de
ADN e dos seus mecanismos operativos (e.g. formagao de ARN mensageiro durante a
sintese proteica) € uma das mais recentes biotecnologias aplicadas a analise dos efeitos
nefastos de compostos t6xicos. De uma forma simplificada, sabendo que, em condigdes
controlo, um organismo aquatico produz X moléculas de ARNm, ao observar que, apds
exposicao a um insecticida, produz 2X ou -2X, pode concluir-se que o organismo foi
afectado pela exposigdo. Posteriormente analisando a fungcdo dos genes envolvidos
neste processo, pode concluir-se acerca dos mecanismos biologicos que foram inibidos
ou estimulados, podendo estimar-se riscos do insecticida para o ecossistema. O objectivo
deste estudo foi verificar as alteragbes na expressao genética de um zooplanctonte
(Daphnia magna) ap6s exposi¢cao a Metomil, um insecticida muito usado em Portugal.
Para tal, utilizou-se um chip de ADN (microarray), que permite o estudo da expressao de
milhares de genes numa so leitura.
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D INTRODUCAO

Um dos organismos que é muito utilizado no contexto da avaliagdo dos efeitos de contaminantes em
ecossistemas de agua doce € a pulga de agua, Daphnia magna (Figura 1). Trata-se de um crustaceo de
agua doce, herbivoro, que é parte geralmente muito significativa do

zooplancton de sistemas [énticos (sem corrente, e.g., lagos, lagoas). Ocupa
uma posigdo ecoldgica central na teia tréfica do ecossistema aquético
(Lampert, 2006) uma vez que: por um lado, € um herbivoro filtrador poderoso
(retém as particulas alimentares suspensas na agua passando-as através do
seu aparelho de filtragao), capaz de controlar a producao vegetal microscépica
do ecossistema (em geral microalgas verdes); por outro lado, € um item
alimentar muito importante para o elo seguinte da cadeia trofica (invertebrados
ou peixes planctivoros). As dafnias sdo relativamente faceis de manter em

laboratério e reunem uma série de caracteristicas fisioldgicas que, conjunta-

mente com o facto de serem ecologicamente importantes, lhes conferem um

estatuto de organismo-modelo numa série de disciplinas da Biologia, inclusivé

1mm

na Ecotoxicologia' (Antunes e Pereira, 2007): i) sdo faceis de manusear no

decurso de diversos processos experimentais porque nao sdo nem demasiado  FIGURA 1: observagéo a
~ , . . lupa de Daphnia magna
pequenos para ndo se verem a olho nd, nem demasiado grandes que exijam
grande aparato logistico para o manuseamento; ii) tém ciclos de vida curtos (algumas semanas) e
reproduzem-se ciclicamente apds a maturidade (atingida aos 6-8 dias de vida), geralmente de dois em dois
dias, produzindo ninhadas grandes (até cerca de 50 neonatos); iii) possuem um processo de reproducao
assexuada por partenogénese, o que permite controlar a variabilidade genética em qualquer experiéncia; iv)

sdo organismos bastante sensiveis a uma gama alargada de compostos téxicos, incluindo pesticidas.

A contaminacdo dos ecossistemas por pesticidas € bastante preocupante, dado que estes compostos sao
utilizados em larga escala para combater pestes que afectam a producao agricola. Como frequentemente
existem massas de agua superficiais (rios, lagos, lagoas, etc) junto de areas agricolas, € relativamente
comum ai encontrar residuos de pesticidas. O transporte destes residuos, desde a area de aplicacao até as
massas de agua, depende das suas propriedades fisicas e quimicas e ocorre geralmente através de
processos de deriva por aspersao (transporte de particulas suspensas nas massas de ar corrente),
escorréncia a superficie do solo ou lixiviagao (infiltracdo no solo) (Carter, 2000; Huber et al., 2000). Estes
contaminantes constituem frequentemente uma ameaca as comunidades aquaticas e o estudo dos seus
efeitos em organismos pertencentes a estas comunidades permite obter dados que facilitam a compreensao
da extensao dos danos que podem ocorrer nos ecossistemas aquaticos.

Os residuos de pesticidas tém sido detectados em diversas matrizes aquaticas (Cerejeira et al., 2003; Guest
et al., 2006; Wilson e Foos, 2006), a concentracdes que frequentemente ultrapassam os maximos
permitidos pela legislacao aplicavel (e.g. CE, 1998). O insecticida metomil [S-metil N-(metilcarbamoiloxi)
tioacetimidato] € um exemplo desta situagdo. O metomil pertence a classe quimica dos carbamatos e é
muito usado para combater uma larga gama de insectos e acarideos, por contacto com a superficie do
organismo-alvo ou por ingestdao (Tomlin, 2001). Os carbamatos sdo compostos neurotéxicos, ou seja,

! Estudo integrado dos efeitos toxicos, causados por poluentes, em organismos constituintes dos ecossistemas.
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comprometem a fungao neuronal dos organismos expostos, inibindo enzimas especificas essenciais ao bom
funcionamento da transmissdo de impulsos nervosos, tais como a acetilcolinesterase (Quinn, 1987). Os
efeitos da exposigdo a inibidores de acetilcolinesterase traduzem-se geralmente na sobre-activagdo do
tecido muscular, nas consequentes alteragcdes comportamentais e, em Uultima instancia, na morte do
organismo (Timbrell, 2009). Varios estudos demonstraram ja que os pesticidas com modo de accéao
centrado na disrupgdo da fungdo neuronal inibem estas enzimas em Daphnia (e.g., Barata et al., 2004;
Printes e Callaghan, 2004).

Em geral, o estudo do impacto de diferentes compostos potencialmente téxicos em organismos nao-alvo é
focado na avaliagdo de respostas ao nivel do organismo ou ao nivel da populagdo. Apesar de produzirem
dados relevantes que nos permitem conhecer os efeitos que uma determinada exposicdo pode produzir,
este tipo de estudos nao permite discriminar os mecanismos de toxicidade que induzem a resposta geral do
organismo a essa exposicdo. A Ecotoxicogenémica, uma area recente da Ecotoxicologia que integra
ferramentas de andlise do genoma, € promissora na producdo de informagcdo relevante acerca dos
mecanismos de toxicidade operantes em situacdes especificas de exposicao a toxicos (Neumann e Galvez,
2002; Snape et al., 2004). A andlise quantitativa e qualitativa da transcricdo genética® (producdo de
moléculas de ARN mensageiro) € uma das ferramentas que pode ser utilizada neste contexto. Ao
estabelecer, numa experiéncia, um tratamento com uma concentracao de um dado téxico e um tratamento
de controlo, e se, apds o devido tempo de exposicao, for comparada a producao de ARNm entre os dois
tratamentos, é possivel obter uma imagem directa dos mecanismos sub-celulares que estao a ser afectados
pela exposicao ao téxico - é fornecida uma indicacdo acerca dos genes que passam a ser transcritos
quando se alteram as condigdes ambientais. A analise dos perfis de transcricao (expressao genética global)
de sistemas bioldgicos sujeitos a um determinado estimulo de stress, utilizando microarrays de ADN, é uma

tecnologia recentemente desenvolvida que permite obter precisamente essa imagem.

Os microarrays de ADN sao laminas de vidro (semelhantes, em aspecto, as laminas que se usam nas
preparacdes microscépicas) em cuja superficie se encontram ancorados milhares de sequéncias de
nucleotideos (que podem ser porcdes significativas de genes ou outros elementos do ADN),
individualizados em spots de localizacdo conhecida (Van Straalen e Roelofs, 2006) (Figura 2). As diferentes
moléculas de ADN que se encontram no microarray hibridizam com moléculas de ARN, coradas geralmente
com um corante de fluorescéncia, com as quais sejam colocadas em contacto, e € emitido um sinal de
fluorescéncia em cada spotdo microarray. Esta tecnologia € entdo baseada no principio de hibridizagao dos
acidos nucleicos, que reflecte a complementaridade entre as bases azotadas (a Adenina hibridiza com a
Timina e a Guanina com o Uracilo, no caso do ARN). Os sinais de fluorescéncia sdo detectados e
quantificados por espectrofotometria, sendo que a intensidade do sinal indica em que medida a expressao
dos genes correspondentes a cada spot sofreu ou nao alteracao (foi induzida ou reprimida) relativamente a
um controlo (para detalhes vide “Metodologia”). Sabendo quais 0s genes cuja expressao foi alterada apds
exposicao a um téxico, e conhecendo a funcdo da proteina que é codificada por esse gene, é possivel

perceber que alteracbes esta o tdxico a promover ao nivel sub-celular; por outras palavras, é possivel

2 Transcrigao genética: passo fundamental da sintese proteica durante a qual os genes codificados nas moléculas de
ADN s&o transcritos para ARNm.
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perceber o mecanismo efectivo de toxicidade do composto testado no organismo estudado (Neumann e
Galvez 2002).

FIGURA 2: Detalhes da andlise de expressado genética com
microarrays. (a) aspecto comum de um microarray antes de
ser utiizado (adaptado de www.agilent.com); (b)
representacdo esquematica da ancoragem de sequéncias
genéticas nos spots do microarray; (c) imagem digital da
emissao de fluorescéncia num microarray apés hibridizagao
com a amostra de ARN marcada; (d) detalhe da imagem
anterior.

DD DD
DBDBDD
DDBDD
DDODDD
DODDD
DODDD

(

Os microarrays de ADN tém sido usados com sucesso para avaliar as alteracdes na expressao genética de
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Daphnia magna exposta a diferentes contaminantes ambientais tais como, produtos farmacéuticos, metais,
pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos (Soetaert et al., 2006; Soetaert et al., 2007; Watanabe et al., 2007;
Connon et al., 2008; Heckmann et al., 2008). No presente estudo, que constitui uma adaptacao de parte de
um estudo original que sera brevemente publicado numa revista internacional (Pereira et al., in prep.),
pretendeu-se analisar os mecanismos de toxicidade do insecticida metomil no crustaceo de agua doce
Daphnia magna, ao nivel sub-celular. Para isso, realizou-se a exposicao dos organismos ao toxico e
avaliaram-se as alteragdes de expressao genética ocorridas ap6s a exposicao, utilizando um microarray de

ADN adaptado a espécie.

D METODOLOGIA

Daphnia magna foi mantida em laboratério em culturas monoclonais®. Grupos de 15-20 dafnias foram
cultivados em cerca de 1 L de meio sintético apropriado (ISO, 1996), ao qual se adiciona um suplemento
nutricional organico. As culturas foram alimentadas diariamente com suspensdes de fermento
(concentragdo = 0.04 mg L") e de uma alga verde unicelular (concentracdo equivalente a uma ragdo de
3x10° células mL™). A sala de cultura foi mantida em condigées controladas de fotoperiodo (16h":8hF) e de
temperatura (20+1°C). Nas experiéncias de exposi¢ao foram utilizados neonatos com menos de 24 horas de
idade, provenientes da terceira, quarta ou quinta ninhada nascida nas culturas. Numa fase preliminar, foram
feitos ensaios de toxicidade aguda (OECD, 2004), que permitiram definir a concentracao de téxico a que as
dafnias seriam expostas na experiéncia de avaliacdo da expressao genética. Expuseram-se neonatos de D.

% Como as dafnias se reproduzem partenogeneticamente, é possivel assegurar que todos os individuos que estdo a ser
cultivados e mantidos em laboratério sdo geneticamente idénticos, ou seja, constituem clones de um sé genétipo.
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magna a uma gama de concentracées de metomil (Pestanal®, 99.5% pureza; Sigma Aldrich), durante 48
horas (Figura 3).

9 tratamentos experimentais ¢ 1 Controlo + 8 concentragdes de metomil

‘ = Neonato de D. magna

x 4 réplica x 4 réplicas

[metomil] [metomil] [metomil] [metomil] [metomil] [metomil] [metomil] [metomil] [metomil]
0.00ugL" 8.00ugL”" 9.60ugL” 11.5ugL”" 13.8ugL”’ 16.6 ugL" 20.0ugL" 23.9ugL™" 28.7pug L™’

x 4 réplicas

X éplica

48 horas
Fotoperiodo - 16 h": 8 h® s Temperatura — 20 + 1 °C

» Contagem do n® de neonatos imdveis em cada tratamento
+ Célculo da % de imobilizagdo em cada tratamento: % imobilizagdo = (n° de iméveis x 100) / 20
» Calculo das Concentracdes de Efeito, incluindo da CE;, através da analise de Probit.

FIGURA 3: Representacdo esquematica da metodologia utilizada na exposicdo aguda de Daphnia magna a metomil,
efectuada para obter o valor de CE1 a utilizar na experiéncia seguinte.

Esta exposicao decorreu nas mesmas condicdes usadas para o cultivo dos organismos, exceptuando o
facto de nao ser adicionado qualquer suplemento nutricional ou alimento durante o periodo de teste. Findo o
periodo de exposicio, registou-se o nimero de dafnias que se encontravam iméveis* nos frascos de teste.
A partir destes dados, e com o apoio de ferramentas de analise estatistica (andlise de Probit; Finney, 1971),
calculou-se a concentracdo em que se espera obter imobilizacdo em cerca de 1% dos organismos expostos
(Concentragdo de Efeito a 1%, CE;)°. De uma forma simplificada, esta analise permite, a partir da curva
concentracao-resposta obtida, estimar a CE; mais provavel, para os organismos testados e para o téxico
utilizado.

Numa segunda fase, os organismos foram expostos a CE; de metomil estimada, durante 48h. Expuseram-
se 30 neonatos, nascidos hd menos de 24 horas (na terceira ninhada das culturas), a metomil, em 1 L de
meio de cultura sintético. O mesmo nimero de neonatos, nas mesmas condi¢des, foi mantido em meio
sintético limpo, funcionando como controlo. Destes dois tratamentos estabeleceram-se 5 réplicas (no total
estabeleceram-se 5 frascos com 30 individuos cada, em cada tratamento). Findo o periodo de exposigao,

* Um dos parametros de avaliagdo usados tradicionalmente em exposicdes agudas é a mortalidade. Em Daphnia, a
mortalidade s6 pode ser confirmada a lupa; por outro lado, como se trata de um organismo filtrador que precisa de se
movimentar para poder alimentar-se, a imobilizagdo (auséncia de natagdo) € um parametro que por si s6 indica que o
estado fisiolégico do animal esta seriamente afectado. Assim, considera-se frequentemente a imobilizagdo como
garémetro de avaliacao neste tipo de exposicdes em vez da tradicional mortalidade.

A seleccao do CE4 para a exposicao final dos organismos prendeu-se com duas premissas fundamentais: i) ndo pode
haver mortalidade significativa no final da exposicdo, sob pena de ndo ser possivel extrair ARN suficiente dos
organismos testados para prosseguir os estudos (e, claro, ndo ha qualquer interesse em analisar ARN de organismos
que que nao sobrevivam ao tempo total de exposicao); ii) € preciso assegurar que a concentragcao aplicada tem algum
efeito fisioldgico, ou ndo serd possivel discriminar os mecanismos de toxicidade da substancia.
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0s organismos de cada frasco foram fixados e concentrados em RNAlater® (permite preservar a qualidade
do ARN da amostra). O ARN dos organismos foi extraido usando um kit comercial apropriado. A quantidade
de ARN que é extraido de 30 neonatos (1 amostra) de Daphnia nao é suficiente para a técnica de analise
de expressdo genética funcionar. Assim, procede-se a amplificacdo do ARN extraido®, utilizando também
um kit comercial adequado. A figura 4 esquematiza estes e os procedimentos subsequentes da
metodologia.

1)

>

EXTRACGAO e AMPLIFICACAO de ARN
(utilizagao de kits apropriados)

30 dafnias por r'éplica
(Ctr e CE; metomil)

|
>L@'
%

Preservagao
em RNAlater® amplificado

Marcagao com corantes
PREPARAGAO DOS MICROARRAYS: de fluoresceéncia
« Incubagao
« Lavagens

<}:.

<

=
Y

ARN marcado ARN marcado
.2 Amostra + referéncia T (Ctr e CE; metomil)
O
§ Amostra de ARN de referéncia marcado
S com corante de fluorescéncia distinto
o « Incubagao
% « Lavagens
= | > =
= E
i
Aquisicao de dados . ! -
(“leitura” do microarray) 3 il R ‘
Imagem adaptada de : ; »
http://www.moleculardevices.com Pesquisa (Internet) para identificar
atribuir fungdo aos genes diferencialmente
expressos

FIGURA 4: Representagdo esquematica da metodologia utilizada na andlise da expressdo genética de Daphnia
magna, ap0s exposicao ao insecticida metomil.

A amplificagdo de ARN nZo é mais do que uma duplicagdo sucessiva repetitiva das moléculas de ARN; ou seja, se
numa amostra for extraida X quantidade de ARN, no final do processo de amplificagcéo pode conseguir-se 2X, 3X, etc.
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De seguida procedeu-se a marcagao das amostras com corantes de fluorescéncia. Corou-se uma amostra
de referéncia (resultante da mistura de quantidades minimas e idénticas do ARN amplificado a partir de uma
amostra mista de dafnias) com um corante, e coraram-se as amostras experimentais com um corante
diferente. Cada amostra experimental foi entdo misturada com uma quantidade equivalente da amostra de
referéncia e cada mistura resultante foi hibridizada (colocada em contacto) com um microarray. A
hibridizacdo das amostras com o microarray € um processo que envolve quatro fases sequenciais: i) 0s
microarrays séo preparados para a hibridizacao através de uma incubagao de curta duragdo numa solucao
de lavagem e estabilizacao; ii) cada amostra corada é preparada para a hibridizacdo com o microarray,
sendo-lhe adicionado um estabilizador, um tampao e uma mistura de moléculas de ARN e ADN conhecidas
(que funcionardo como controlo de qualidade aquando da andlise do microarray); iii) cada amostra
preparada € hibridizada com o microarray; iv) os microarrays sao incubados novamente para que ocorra a

hibridizacdo do ARN das amostras com as sequéncias genéticas.

Os microarrays foram entao analisados em equipamento espectrofotométrico apropriado e a intensidade da
emissao de fluorescéncia de cada spot foi registada quantitativamente em suporte digital. Quando ocorre
hibridizacdo de ARN da amostra com a sequéncia genética que esta ancorada num determinado spot do
microarray é emitido um sinal particular de fluorescéncia; a analise da intensidade desse sinal permite saber
que o gene representado naquele spot foi transcrito. Seguindo a mesma légica de analise é possivel
também saber que genes representados no microarray nao foram transcritos. Estes dados foram
processados de acordo com metodologias normalizadas internacionalmente (Yang et al., 2002; Saeed et al.,
2003). De seguida, é feita uma comparagcao entre as intensidades de sinal em spots equivalentes dos
microarrays correspondentes ao controlo e ao tratamento de exposicdo a metomil, 0 que permite concluir

acerca da inducao ou repressao da expressao genética pelo téxico.

As sequéncias genéticas do microarray utilizado neste estudo sdo conhecidas, uma vez que este foi
desenvolvido especificamente para Daphnia a partir de estudos prévios de varios autores, que
sequenciaram’ e/ou identificaram uma série de genes (Daphniabase http://daphnia.nibb.ac.jp, Soetaert et

al.,, 2006; Heckmann et al., 2008; Connon et al., 2008). A funcao celular de todos os genes que foram
reprimidos ou induzidos pela exposicdo ao insecticida foi determinada com recurso a bases de dados
internacionais. Nestas bases de dados, investigadores de todo o mundo adicionam sequéncias genéticas
representativas de genes que vao sendo sequenciados e/ou descodificados durante a analise do genoma
de uma série de organismos distintos. Em algumas bases de dados é disponibilizada a identificacdo de
genes a partir de sequéncias de bases azotadas Unicas, como as que estdo impressas em cada spot dos
microarrays (ex: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), enquanto que noutras é disponibilizada a funcdo das

proteinas que os genes identificados codificam (ex: http:/beta.uniprot.org/). A analise dos resultados de

expressao genética neste contexto € composta por dois passos sequenciais: (i) é efectuada uma busca por
sequéncia genética (sequéncia de bases azotadas) para identificar o gene que lhe corresponde; (ii) 0 nome
do gene identificado anteriomente é utilizado para fazer nova busca, no sentido de caracterizar a fungao
desse gene (ou seja, identificar a proteina que é codificada pelo gene em questao).

" A sequenciacdo de um gene é o processo de determinagdo da sequéncia de nucleotideos (expressa sob a forma de
sequéncia de bases azotadas, A,T,C,G) que compde um determinado gene.
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Os testes de imobilizagcao preliminares, efectuados para determinar a concentracdo mais apropriada de

metomil a utilizar na exposicdo para andlise da expressdo genética, permitiram obter uma curva de

concentracao-resposta robusta (Figura 5). Assim, os resultados permitiram estimar adequadamente varios

valores de CE, inclusivamente o valor da CE; que seria utilizada nas exposigdes subsequentes (Tabela I).

TABELA |I: Concentragbes de efeito e respectivos intervalos de
confianga a 95%°, estimadas através de andlise de Probit, apés
exposi¢ao de Daphnia magna a metomil durante 48h.

Concentragao Limites de Confianga a 95%
CE; 105puglL” 8,82-11,7 ug L
CEyp 12,8puglL’ 11,5-13,8 ug L
CEso 16,3puglL’ 15,3-17,3 ug L

A exposicao dos organismos a CE; permitiu estabelecer uma
relacdo directa entre a toxicidade de metomil ao nivel do
organismo e a toxicidade ao nivel sub-celular (expressao
genética). As alteracGes na expressao genética de Daphnia
magna apbds exposi¢ao ao insecticida foram consideraveis: o
insecticida provocou alteragées nos niveis de expresséo de
624 sequéncias genéticas do microarray, sendo que,
proporcionalmente, se identificou maior expressdo induzida

(64%) do que expressao reprimida (34%) (Figura 6).

Apls este tratamento preliminar dos dados obtidos
foi feita a pesquisa para a identificacao e atribuicao
de funcao celular dos 624 genes. Destes, apenas a
293 foi possivel atribuir uma funcao celular, pelo
que s6 estes foram considerados para 0s passos
seguintes da andlise. Assim, metomil promoveu o

aumento da expressao (inducao) de 182 genes e a
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FIGURA 5: Curva concentragcdo-resposta

(mortalidade) relativa a exposicédo de Daphnia
magna a metomil durante 48h. Os pontos
correspondem as respostas obtidas nos
diferentes tratamentos experimentais e a curva
constitui uma representagdo grafica de um
modelo matematico ajustado as respostas, que
permite estimar respostas correspondentes a
concentragdes nao testadas (ex: CEq).

diminuicdo da expressao (repressao) de 111 genes
com significado funcional. Estes genes foram entao
agrupados segundo o seu papel funcional, de
forma a facilitar a interpretacdo dos efeitos sub-
celulares do téxico (Figura 7).

FIGURA 6: Sequéncias genéticas diferencialmente
expressas apds exposicdo de Daphnia magna ao
insecticida metomil. O numero total de sequéncias
genéticas induzidas e reprimidas é indicado na area do
grafico respectiva

8 Os intervalos de confianca sdo uma medida da incerteza associada a determinagdo de um valor de CE. Por exemplo,
se um valor de CE de 25 g L™ tem associado um intervalo de confianca que se situa entre os valores de 24 e 26 gL', 0
grau de incerteza da determinagédo é muito pequeno (€ grande a probabilidade de o valor real desta CE ser coincidente

com o valor que foi estimado).
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Biossintese proteica: proteinas ribossémicas; proteinas com actividade no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico |
Ecdise: proteinas cuticulares, de ligagdo da quitina e percursoras da formagao da carapaga | Metabolismo energético: enzimas
da cadeia respiratéria e da glicédlise | Resposta de stress oxidativo: HSP’s; ferritina; superoxido dismutase | Transporte de
oxigénio: hemoglobina | Mecanismos de defesa: lectina; preproadipsina | Proteinas estruturais: actina; colagénio | Metabolismo
lipidico: vitelogenina | Metabolismo proteico: carboxipeptidases; tripsina; fosfatases | Metabolismo de xenobidticos:
sulfotransferase | Sinalizagcao: rodopsina; proteinas quimio-sensoriais | Vias neuronais: carboxilesterase | Homeostase idnica:
proteinas de troca idnica ao nivel da membrana plasmatica | Ciclo celular: proteinas com actividade na divisao celular e replicagéo
de ADN | Outras funcgoes: anidrase carbdnica; angiomotina; selenoproteinas; cisteina sintetase.

FIGURA 7: Representagdo, em proporcao, da alteragdo da expressdo genética (A — repressdo; B — indugao) apos
exposicdo de Daphnia magna a metomil. As percentagens entre parénteses referem-se a proporgdo de genes
associados a fungdo em causa no conjunto de genes cuja expressao foi alterada (reprimida ou induzida) pela exposicéo
a metomil. Na caixa de texto encontram-se discriminadas alguns exemplos das proteinas agrupadas em cada fungéo
celular.

Os genes associados a ecdise’, ao metabolismo proteico e ao metabolismo energético demonstraram ser
aqueles cuja expressao foi mais alterada pela exposicao ao insecticida metomil. O processo de ecdise foi
particularmente visado pela exposigdo ao xenobidtico'®, sendo que a expressdo de genes que codificam
algumas proteinas cuticulares mostrou-se cerca de 8 vezes superior a observada no controlo. Os genes

envolvidos na biossintese de proteinas foram induzidos e reprimidos em proporcdes idénticas (cerca de

® Processo através do qual os crustaceos sofrem mudas regulares da carapaga quitinosa.
% Termo que se refere a qualquer quimico ou material que ndo é natural, que ndo é produzido pela natureza.

Pereira e Gongalves « CAPTAR 1(1): 40-53




biologia molecular e biotecnologia

8%), embora as taxas de inducao paregcam ser superiores as de repressao: por exemplo, encontraram-se
genes ribossomais com uma expressao cerca de 9 vezes induzida relativamente ao controlo, mas apenas 4
vezes reprimida relativamente ao controlo. Apds exposicdo a metomil, a inducdo de genes relacionados
com o metabolismo energético foi também mais relevante (14% da expressao diferencial total) e mais forte
do que a respectiva repressdo (cerca de 8% da expressao diferencial total): por exemplo, a expressao do
gene da citocromo oxidase, foi 8 vezes maior do que no controlo e atingiu um nivel de repressédo 4 a 5
vezes inferior ao controlo. Fungdes como o transporte de oxigénio € o metabolismo lipidico foram
consideravelmente mais induzidas do que reprimidas pelo téxico, e o oposto foi observado no caso de

genes associados a proteinas estruturais € a mecanismos de defesa.

Apesar de na maior parte dos casos se verificar inducéo e repressao de genes associados a uma mesma
funcdo, observaram-se algumas excepcdes a este padrdo: as vias neuronais, € em particular a
carboxilesterase, s6 se encontram representadas no conjunto de genes cuja expressao foi reprimida (Figura
7A); o metabolismo de xenobibticos e a homeostase idnica sao fungdes representadas apenas no conjunto
de genes cuja expressao foi induzida por metomil (Figura 7B).

D DISCUSSAO

No presente estudo, foi feita a ligacdo entre um parametro de avaliagcdo ecotoxicolégica a nivel do
organismo/individuo (imobilizacdo; exposicdo a CE;) e um parédmetro ao nivel sub-celular (expresséao
genética), utilizando o zooplanctonte Daphnia magna. Embora nao tenha sido observada imobilizacao de D.
magna apds a exposicao de 48 horas a CE; de metomil, sabe-se que esta concentracdo pode afectar o
crescimento e reproducgdo da espécie, sob exposicao cronica'' (Pereira e Gongalves, 2007). A sensibilidade
destes organismos a um determinado estimulo de sfress pode variar de acordo com varios factores de que
se salientam: i) a linhagem clonal (gendtipo) utilizada no teste; ii) as condicbes em que decorreu o teste
(idade dos organismos, tipo de meio de cultura, condi¢cdes fisicas, etc.); iii) pureza do quimico testado.
Neste estudo D. magna apresentou um valor de CEs, de 16 ug L™, enquanto que noutros estudos anteriores
foram registados valores de CEs, superiores a 24 ug L™ (Tomlin, 2001; Pereira e Gongalves, 2007); assim,
pode afirmar-se que a sensibilidade da espécie neste estudo foi superior, uma vez que, trabalhando com as
condi¢cdes de teste e a linhagem clonal utilizada, sera necessaria uma concentragao inferior de metomil para
imobilizar 50% das dafnias expostas. Esta afinacdo da concentracao a utilizar em experiéncias relacionadas
com a expressao genética € um procedimento que permite assegurar que o téxico testado exercera apenas
um efeito a nivel molecular, apesar de esse efeito poder nao ser observavel “a olho ni” (taxa muito baixa ou
nula de imobilizacao). De facto, a concentracao utilizada na exposicao final dos organismos (valor de CE;
estimado) revelou-se suficiente para promover a expressao diferencial de uma grande quantidade e
diversidade de genes do microarray.

O crescimento dos artropodes ocorre através da muda ou ecdise periodica do exoesqueleto (Ruppert e
Barnes, 1996), que no caso de Daphnia se verifica geralmente de 2 em 2 ou de 3 em 3 dias. Sao varios 0s
genes a interagir para promover processos de muda que foram diferencialmente expressos apds exposicao

ao insecticida metomil. Neste conjunto de genes estdo incluidos os envolvidos na sintese do novo

"' Em geral, as exposicdes cronicas de Daphnia ocorrem durante 21 dias, periodo durante o qual é feita a renovagéo
periddica da concentragdo do toxico, € fornecido alimento aos organismos e é feita uma observagdo didria dos
individuos em teste. Neste tipo de exposicoes pretende-se habitualmente avaliar efeitos ao nivel reprodutivo.
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exosesqueleto - como os que codificam para varias proteinas cuticulares, proteinas de ligacao de quitina e
constituintes estruturais da cuticula — e os relacionados com a degradacao do exoesqueleto antigo — como
as carboxipeptidases. A inducao de genes relacionados com o processo de ecdise foi bastante expressiva,
sugerindo que a aceleracdo do ciclo de muda podera ser uma resposta a exposicdo a metomil. Para o
crescimento de Daphnia contribuem, para além das mudas regulares do exoesqueleto, as proteinas
estruturais produzidas nas células, sendo que os ribossomas sao fundamentais durante a biossintese de
proteinas; ou seja, os ribossomas suportam o crescimento celular (Stryer, 1999). Considerando que as
dafnias sdo animais de crescimento rapido com elevado conteido em ribossomas (Elser et al., 2000), a
elevada taxa de expressao diferencial de genes associados a biossintese de proteinas (cerca de 15%) e o
facto de a maior parte destes genes codificarem para proteinas ribossémicas nao foram surpreendentes. A
quantidade de genes deste tipo reprimidos foi muito semelhante a quantidade de genes induzidos pela
exposicao ao xenobidtico. Apesar de parecer contraditorio, este padrdo podera reflectir uma estratégia de
compensacao, operada pelos organismos expostos, para manter o crescimento. Se, por um lado, o metomil
podera reprimir a expressao destes genes, por outro, o organismo podera, em resposta, ser capaz de
promover a expressao de outros genes do mesmo tipo. Este esforco para manter taxas de crescimento
normais nao devera, todavia, ser bem sucedido: estudos anteriores demonstraram que a exposi¢ao crénica
a concentracdes de metomil ainda mais baixas do que a utilizada no presente estudo resulta na diminuicao
significativa das taxas de crescimento de D. magna (Pereira e Gongalves, 2007).

O crescimento, como a sobrevivéncia, dependem da disponibilidade de energia. Os pesticidas sao
reconhecidos como téxicos capazes de afectar negativamente a gestao energética dos dafnideos (De Coen
e Janssen, 2003). Ainducao de ATP sintetase e de enzimas envolvidas na glicélise e na cadeia respiratoria
sugere um aumento das necessidades energéticas para fazer face ao stress toxico. A indugcao de a-amilase
(enzima que intevém na degradacao de hidratos de carbono para subsequente producao de energia) e de
proteinas associadas ao metabolismo lipidico (que apoiam a mobilizacdo de reservas lipidicas) fortalece
esta hipotese. O oxigénio alimenta as necessidades metabdlicas celulares, pelo que a eficiéncia do seu
transporte até as células € fundamental para a sobrevivéncia e crescimento de qualquer organismo. Em
Daphnia, o transporte de oxigénio € feito por uma molécula de hemoglobina composta por quatro sub-
unidades (codificadas por quatro genes distintos) (Kimura et al., 1999; Nunes et al., 2005). Ao contrario de
outros pesticidas (por exemplo, triazinas; Rider e LeBlanc, 2006), metomil parece ndo promover alteracdes
importantes na expressdo deste complexo proteico, ou seja, 0os processos de producdo de energia nao
deverao ser condicionados pela escassez de oxigénio nas células numa situacdo de exposicdo a este
toxico.

A expressédo dos genes relacionados com os mecanismos de defesa, tais como lectinas (envolvidas adeséo
e aglutinacao celular), foi bastante estimulada em resposta a exposicao ao insecticida. Os invertebrados,
como Daphnia, possuem um sistema imunitario dito inato, ou seja, operam exclusivamente mecanismos de
defesa nao especifica contra os antigénios (Muta e lwanaga, 1996); a resposta imunitaria geral envolvera a
coagulacado da hemolinfa, num processo apoiado pelas lectinas (Muta e Iwanaga, 1996). Neste estudo, a
exposicdo ao pesticida pode ser directamente relacionada com a indugdo das defesas imunitérias. Estudos
adicionais sao naturalmente necessarios para que se desvendem os mecanismos através dos quais ocorre
a activacao destes processos de defesa.

Pereira e Gongalves « CAPTAR 1(1): 40-53




biologia molecular e biotecnologia

O processo de homeostase idnica'? tera sido afectado pelo insecticida uma vez que aumentou a producéo
(indugao dos genes respectivos) de varios complexos proteicos associados ao transporte activo de ides
através das membranas plasmatica (por exemplo, da bomba so6dio-potassio ATPase e do canal de troca
i6nica cloreto-bicarbonato). A sulfotransferase, cuja sintese foi também induzida por metomil, € uma
proteina envolvida na conjugacdo de varios xenobidticos com grupos sulfato (Josephy, 1997), o que
geralmente diminui a sua actividade tdxica, ou seja, estd envolvida nos processos generalistas de
destoxificacdo dos organismos. Esta observagao sugere que D. magna tera capacidade para biotransformar
0 insecticida, pelo que a producdo de sulfotransferase tera aumentado para fazer face a exposicao de que
fora alvo, através de um processo generalista de destoxificacdo. Sendo um insecticida da familia dos
carbamatos, o metomil € neurotoxico, actuando ao nivel das sinapses através da inibicdo de enzimas
essenciais na transmissao nervosa (Quinn, 1987). A exposicao a metomil resultou na repressao da enzima
carboxilesterase, geralmente envolvida neste processo de transmissdo neuronal. De alguma forma, seria de
esperar que, ao contrario do observado, o insecticida promovesse a expressao deste tipo de enzimas, num
processo compensatério proporcional a sua inibicado nas zonas de transmissdo nervosa (modo de accao de

metomil).

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo da expressao genética, utilizando ferramentas de analise genémica como os microarrays de ADN,
pode fornecer informagdes relevantes acerca dos mecanismos sub-celulares de toxicidade dos
contaminantes ambientais. Numa vis&o algo simplificada, pode dizer-se que este tipo de técnicas aumentam
a resolucao das observacdes classicas efectuadas no ambito da ecotoxicologia, uma vez que informam
sobre 0s mecanismos moleculares que podem explicar os efeitos dos tdxicos a niveis superiores de
organizacao bioldgica (por vezes ao nivel de tecidos especificos ou de mecanismos enzimaticos
particulares, ao nivel do individuo, da populagao, etc). A gendmica assume, portanto, uma relevancia cada
vez maior nos estudos de ecotoxicologia sobre xenobibticos ja existentes e mesmo sobre compostos novos,
que se encontram em fase de licenciamento para posterior entrada no mercado. Mais ainda, a analise
molecular dos efeitos de exposicdes potencialmente toxicas, ao nivel da transcricdo genética, podera
permitir o desenvolvimento de biomarcadores de exposicao novos e mais afinados, o que constituira um
avanco significativo nas ferramentas disponiveis para a andlise de risco ecolégico de contaminantes
(Robbens et al., 2007). Existem estudos que investigam a toxicidade de metomil em espécies de dafnideos,
inclusivamente em Daphnia magna, ao nivel do individuo e ao nivel populacional (e.g., Pereira e Gongalves,
2007). No entanto, a informacdo relativa aos efeitos do toxico a nivel sub-celular é escassa e muito
especifica. Este estudo pretende ser uma contribuicdo no tracar do perfil de toxicidade deste quimico,
demonstrando o potencial da andlise da expressao genética com microarrays de ADN para este efeito.

'2 Homeostase é um termo que se aplica a capacidade de alguns animais regularem os niveis de um determinado
sistema fisioldégico, de um modo independente relativamente ao meio exterior. Por exemplo, 0 Homem e muitos outros
animais possuem a capacidade de regular a sua temperatura interna (mantendo-a a um nivel de cerca de 37°C),
independentemente da temperatura que se faz sentir no exterior do organismo, no contexto de um processo que se
designa de homeostase térmica. O mesmo se aplica a concentragao de ides no organismo (e.g. Sédio, Calcio, Potassio,
etc), sendo que neste caso se aplica o termo “homeostase i6nica’.
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