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Biomarcadores
Moleculares



Justificativas:
Biomarcadores moleculares

« 1. trazem respostas sobre 0s primeiros sinais de
perturbacao ambiental,

e 2. possuem a vantagem de serem aplicados em
uma ampla variedade de organismos;

« 3. antecipa mudancas nos altos niveis de
organizacao biologica, Iisto €, populacao,
comunidade ou ecossistema.

* 4. identificam potenciais riscos para exposicao

\'/\\ humana.
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Quais Aspectos Moleculares?

Expressao de Proteinas Chaves
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« 1. Sistema de imobilizacao de metais

Expressao da Metalotioneina: exposicao a
metais toxicos
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« 2. Sistema de identificacao e reparo de
proteinas danificadas;

Expressao da HSP70: pesticidas, fungicidas,
solventes e metais

Hsp70 chaperon function
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3. Sistema de Detoxificagcao Celular
(Sistema P450);

Expressao da CYP1A: nidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (PAHSs), bifenilas policlorados (PCBSs),
dioxinas e bifenilas poliboromadas (PBBs);
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« 4. Sistema de identificacao de danos no
DNA.

* Expressao da P53: PAHs, metais, fungicidas e
inseticidas

{a) Growth Arrest

aspase O N,
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* 5. Resposta hormonal a presenca de
desreguladores endocrinos.

« Expressao da Vitelogenina: estradiol, metais,
pesticidas organoclorados, PCBs e dioxinas

Chvaries
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Modelos de Estudo e Objetivos

 Rhamdia quelen (Jundia) e
Kit
Diagnostico
Com
Anticorpos
para:

Metalotioneina
HSP70
CYP1A

P53
Vitelogenina
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Importancia, significado e aplicabilidade
do Kit diagnhostico

« Tecnologia inédita com o intuito de garantir mecanismos mais
avancados no controle da qualidade da agua;

« Servira como um indicador de qualidade de agua para que as
agéncias responsaveis tomem as medidas necessarias na
remediacao ou no tratamento do problema;

« Permitira uma discussao mais segura dos poluentes presentes,
suas fontes e os provaveis danos para qualquer individuo que
esteja utilizando aquela agua;

« Possibilitara uma avaliacado rapida, precisa e de baixo custo,
podendo ser aplicado em estudos de diferentes ambiente aquatico
de agua doce.
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Metodologia

Fase I: Producéo de anticorpos para composicéo do Kit diagnostico

2014 - 2015
2011 '
Trabalhos em campo HSP70 B-naftoflavona
DMSO
2011
CYP1A B-naftoflavona
DMSO
2013-2014 ~ Rhamdia quelen
: . 2012
Expressao das proteinas em
Hoplias malabaricus P53

Benzopireno
B dleo de canola

o
Metalotioneina gy Cloreto de Cadmio
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Experimentos de Inducao Protéica

& PISCICULTURA

" PANAMA
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Perfusdo

'F! n Extragio da proteina }_i'HﬂmﬂﬂElﬂlﬂgaﬂ i
i ) sobrenadante

- Centrifugacido

Coloragdo com CBB

( SDS - PAGE
|8 verificacdo da proteina
// Iz . Teste do anticorpo comercial
4 WB
e __/ purificacdo por tamanho
- — | ~Mini prep cell -

- El purificagdo da proteina .
! purificagdo por pH

Mini rototor

- Obtengdo do soro pré-imune

__ Injecdo da proteina purificada no
coelho com intervalos de 15 dias

Coleta do sangue do coelho

“"—{ Producido de anti-soro em coelhos

" Verificacdo do anticorpo SDS - PAGE
B produzido . 'wB
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e Fase lll

Padronizar o uso do kit com testes de
variagcoes ambientais e de estresse
fisiolégico como:

‘»—-._ .»

Variagoes de temperatura;
Variacoes de pH;
Variagoes de salinidade;
Variacoes de oxigénio dissolvido;
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| | A - SANEPAR
Aplicar o kit nos trés Reservatoérios de

abastecimento urbano da Regiao
Metropolitana de Curitiba:

Passalna = a4 Piraquara
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e Fase V

Aplicar o kit em trés bacias hidrograficas do
Estado do Parana.

 Bacia do Ribeira
« Bacia do Rio Iguacu
« Bacia Litoranea

Piquiri
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Resultados Esperados

« Disponibilizar um kit diagnodstico  (biomarcador
molecular) para estudos de avaliacao do impacto da
atividade antropica em ecossistemas aquaticos;

« Colocar a servico de instituicoes publicas e privadas um
metodo eficiente, testado e adaptado para nossas
especies nativas, de monitoramento da qualidade da
agua em reservatorios que abastecem centros urbanos.
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CTHidro m *NPa FUNDACAO
O Fundo Setorial Q "'c q ARAUCARIA

Conselho Naclonal de Desenvolvimento

Clentifico e Tecnolégico

H 0 Apoi D Ivi to Cientifi
de Hecursos Hidricns e e Tecnologi PO o Tecriologleo o Pargnd

*CT-Hidro Processo 577025/2008-02

*Universal CNPq Processo 482526/2010-6

*Projeto P6s Doutorado CNPg-PNPD Processo 560267/2010-0
Fundacao Araucaria

Valor Financiado: R$221.000,00
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Apoio: Fases lll; IVe V
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Necessidades

« 1. Um Laboratério Movel:
Equipado com equipamentos
que possibilite a coleta in situ.

« 2. Equipamentos:

Gerador 110V, Placa Aquecedora, ‘
Agitador tipo Gangorra,
Centrifuga Refrigerada, Dry
Ship, Sonda multiparametros
(pH, Temperatura, Salinidade
etc.) e Freezer -80°C.

Custo Total R$169 840 00 QO‘
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Diagnéstico na Avaliacao da Qualidade de agua: Aspectos Biologicos e Moleculares
Ciro Alberto de Oliveira Ribeiro
Universidade Federal do Parana

Material Permanente Nacional
SR T . pp 3 Valor Unitario | Valor Total
Discriminacao Atividade Instituicao Quantidade (R$) (R$)
Van Renoult Master Coletas de campo Universidade 01 Orgcada em 83.840,00
Federal do Parana Janeiro de
2011 83.840,00
Adaptacéo da Van para Coletas de Campo Universidade 01 Bancadas, 15.000,00
Laborat6rio de Campo Federal do Parana Adaptadores
para o
equipamentos,
banquedas e
sistema elétrico
15.000,00
Agitador tipo gangorra processamento proteinas Universidade 01 2.500,00 2.500,00
Federal do Parand
Placa aquecedora produgéo anticorpos Universidade 01 1.000,00 1.000,00
Federal do Parana
Centrifuga refrigerada produgdo anticorpos Universidade 01 15.000,00 20.000,00
Federal do Parand
Medidor multicanal para processamento proteinas Universidade 01 1.500,00 1.500,00
campo Federal do Parana
Total 123.840,00
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Material Permanente Importado (Importacao direta)

R —— T . R . Valor Unitario Valor
Discriminacao Atividade Instituicao Quantidade (R$) Total (R$)
Dry Shipper Manutencao e transporte das Universidade Federal |02 8.000,00 16000,00
amostras em campo do Parana
Freezer -80°C Manutenc¢ao das amostras em Universidade Federal |01 30.000,00 30.000,00
Laboratério do Parana
Total 169.840,00
Contra Partida de Outros |1.  CT-Hidro Processo Universidade Federal [04 1. 89.000,00 [221.000,00
Projetos 577025/2008-02 do Parana 2. 93.000,00
2. Universal CNPq Processo 3. 22.000,00
482526/2010-6 4. 17.000,00
3.  Projeto P6s Doutorado CNPg-
PNPD Processo 560267/2010-0
4. Fundacéao Araucéria
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Aguatocd

GRUPO MULTIDISCIPLINAR EM TOXICOLOGIA AQUATICA
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ciro@ufpr.br




