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1. INTRODUGAO

O biomonitoramento consiste na avaliacdo sistematica de respostas
bioldgicas de organismos vivos para avaliar a integridade de um ecossistema. Os
“bioindicadores” sdo as espécies utilizadas para monitorar a qualidade ambiental,
sendo os peixes um dos principais utilizados para a avaliagdo de ambientes
aquaticos. Ja as respostas bioldégicas geradas em resposta a poluicdo sdo
conhecidas como “biomarcadores”, e sao detectadas principalmente nos fluidos
corporais, células ou tecidos e identificadas ao nivel molecular, celular, fisiolégico
e comportamental (LOPES et al., 2017).

Dentre os biomarcadores usados no biomonitoramento, destacam-se os
marcadores gendmicos. Respostas bioldgicas moleculares, como a expressao
génica, indicam efeitos ambientais precoces e sdo detectadas anteriormente ao
aparecimento de efeitos populacionais, que comprometem a aptiddao das
espécies. Nesse sentido, a gendmica integra a biotecnologia a ecotoxicologia, e
compreende o estudo da expressdo génica associada a exposicdo de
bioindicadores a poluentes (DE CASTILHOS GHISI et al., 2022).

As modernas tecnologias genémicas podem gerar subsidios inovadores ao
biomonitoramento e a conservagao da fauna ameacada. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa (QPCR) é a técnica padrédo ouro para quantificar
moléculas de RNA mensageiro (mMRNA). Essa abordagem predispde o
conhecimento exato, para cada espécie, da sequéncia nucleotidica dos
biomarcadores a serem analisados. Isso dificulta a utilizagdo da gPCR no
monitoramento de espécies de peixes selvagens e ameacgadas de extingdo, onde
o conhecimento da genémica desses animais é escasso.

Dentre a fauna brasileira ameagada, os peixes-anuais compdem o grupo de
peixes em maior risco de extingdo (ICMBIO, 2018). Peixes-anuais sdo espécies
raras e extremdfilas, habitando areas umidas temporarias. A espécie Austrolebias
charrua habita charcos desde o extremo sul do Brasil ao leste do Uruguai. O fator
antropico determinante para o declinio populacional da espécie € a agricultura
extensiva, uma vez que A. charrua habita areas alagadas adjacentes a
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monoculturas onde pesticidas sdo utilizados intensivamente, especialmente os
herbicidas a base de glifosato (VOLCAN et al., 2018).

Um dos principais efeitos da exposi¢ao de animais a pesticidas € o estresse
oxidativo, uma condic&o bioldgica causada pelo desequilibrio entre a produgao de
radicais livres, as espécies reativas de oxigénio (EROs), e a capacidade do
organismo de detoxificar essas moléculas pro-oxidantes (OROPESA et al., 2008).
Por exemplo, as enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) sdo a
primeira e segunda linha de defesa antioxidante, respectivamente. A isoforma
SOD2, localizada estrategicamente na matriz mitocondrial, o principal sitio de
formagado de EROs, catalisa a dismutagédo do anion superdxido (O2+—) a peréxido
de hidrogénio (H202). Apéds, os radicais peroxido sdo decompostos em agua
(H20) e oxigénio (O2) pela enzima CAT (ZAIDI et al.,, 2021). Ainda, a
acetilcolinesterase (AChE) é uma hidrolase que atua na condugao de impulsos
nervosos pela quebra do neurotransmissor acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica.
A AChE é utilizada largamente em programas de monitoramento ambiental a fim
de acessar a presenga de quimicos na agua, especialmente os pesticidas (NANDI
et al., 2019).

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi realizar a clonagem de 3 genes
relacionados ao estresse encontrados em peixes-anuais da espécie A. charrua,
sendo eles os genes que codificam para a acetilcolinesterase (ache), a catalase
(cat) e superodxido dismutase 2 (sod2).

2. METODOLOGIA
1. Coleta dos animais

Em campos costeiros perto da orla da praia do Cassino, no municipio de Rio
Grande (32°2'6"S, 52°5'56"0), foram capturados, em pogas temporarias, cinco
peixes em estagio adulto da espécie Austrolebias charrua, usando pugas com
malha de 4 mm. Todas as praticas de manejo animal e coleta foram devidamente
aprovadas pelos comités de ética em experimentagdo animal (CEUA UFPEL
145/2019 e CEUA FURG P053/2019), e autorizagdo do IBAMA/SISBIO 71072.
Posteriormente, os exemplares foram transferidos para tanques contendo a agua
local e transportados até o Biotério Aquatico da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG), onde permaneceram por um periodo de 3 semanas, seguindo as
condigdes de criagcao previamente estabelecidas (VOLCAN et al., 2013).

2. Coleta dos tecidos, extragcao de RNA e sintese de cDNA

Para efetuar a eutanasia, os animais foram submetidos a um choque térmico
drastico, seguido de decapitacdo. Em seguida, coletaram-se amostras dos tecidos
cerebrais, que foram acondicionados em criotubos e imediatamente armazenados
em nitrogénio liquido. O RNA dessas amostras foi extraido, fazendo uso do kit
PureLink™ RNA Mini Kit. Apds, utilizando o espectrofotometro NanoVue™ Plus, o
RNA foi quantificado e sua pureza avaliada por meio da relagdo A260/A280. Por
fim, foi realizada através da aplicagdo do kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription, a sintese da cadeia complementar de DNA (cDNA).
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3. Clonagem molecular da ache, cat e sod2

Para realizar a clonagem molecular dos genes candidatos, utilizou-se a
ferramenta online PriFi para elaborar os primers. Posteriormente utilizou-se o
GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase como mix de amplificagdo nas reagdes de
PCR, onde os primers e o cDNA previamente produzido foram adicionados. A
amplificagdo dos fragmentos génicos foi realizada em um termociclador
SimpliAmp™ em gradiente de temperatura que variou de 60,6°C a 64,5°C.A
validacado foi feita por eletroforese em gel de agarose. A etapa subsequente
envolveu a purificacdo dos produtos das reacdes de PCR, a qual foi conduzida
utilizando o sistema de gel eletrénico E-Gel™ EX Agarose Gels.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a ameaga de extingdo enfrentada pelos peixes-anuais, é de
extrema importéncia analisar todas as informagdes referentes a gendmica
estrutural dessas espécies. Desta forma, este estudo busca elucidar aspectos
relacionados a genbmica estrutural e funcional da espécie A. charrua,
estimulando o estudo da gendmica aplicada ao monitoramento ambiental.

Como resultados da extracdo de RNA, as amostras de cérebro tiveram
média de concentragcdo de 78,9 e pureza de 1,97, o que se mostra satisfatério
para a continuidade das analises. Prosseguindo para as reagbes de PCR,
verificou-se em gel de agarose que os primers de ache amplificaram melhor na
temperatura de 62.5°C, os de cat em 60.5°C e os de sod2 em 62.5°C. Os
fragmentos gerados tiveram tamanhos correspondentes aos esperados que séo
de 468 pb para ache, 1319 pb para cat e 440 pb para sod2. Tais resultados
podem ser observados na Figura 1.

—

Figura 1. Gel de agarose para verificagdo da reagcdo de PCR utilizando amostra de
cérebro para amplificagdo dos fragmentos de cDNA, de acordo com os primers
correspondentes. 1: ache, concentrado, 62.5°% 2: ache, 10x, 62.5° 3: ache, 100x, 62.5°
4: Marcador; 5: ache, concentrado, 64.5° 6: ache, 10x, 64.5° 7: ache, 100x, 64.5°; 8:
cat, concentrado, 64.5; 9: cat, concentrado, 62.5; 10: cat, concentrado, 60.5; 11:
Marcador; 12: sod2, concentrado, 64.5; 13: sod2, concentrado, 62.5° 14: sod2,
concentrado, 60.5°C..
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4. CONCLUSOES

O estudo apresentado avanga no conhecimento da gendmica das espécies
de peixes-anuais ameagadas de extingdo no Brasil. Conhecer os genes ache, cat
e sod2 de A. charrua se faz importante ja que estes sdo utilizados como
biomarcadores em ecotoxicologia, abrindo novas perspectivas para o
desenvolvimento de tecnologias de biomonitoramento e avaliagdo ecotoxicologica
de peixes-anuais. Além disso, este estudo torna-se um catalisador para a
inovacdo no desenvolvimento de ferramentas moleculares destinadas ao
monitoramento ambiental dessas espécies, com um foco particular na
investigacdo dos efeitos de poluentes ambientais, como pesticidas, sobre a
expressao génica, tendo A. charrua como um indicador confiavel de polui¢ao
ambiental. Em etapas posteriores sera realizado o sequenciamento e testada a
estabilidade desses genes, propostos como potenciais biomarcadores em
peixes-anuais, consolidando, assim, o progresso da pesquisa ecotoxicologica e
fortalecendo nossos esforgos na conservagao dessas espécies.
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