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INTRODUCAO

A poluigao atmosférica tem recebido muita atengao nos
dltimos tempos, principalmente devido a temas como
mudancas climaticas, aquecimento global e destruicao
da camada de ozonio. Com relagao a este ultimo item, a
emissao de poluentes como clorofluorcarbonos (CFCs)
estd causando a destruicao do ozonio presente na es-
tratosfera, resultando em um aumento na quantidade
de radiacao ultravioleta (UV) que chega & atmosfera
(Hader e Sinhd, 2005). A radiacdo UV é dividida em
trés classes baseadas no comprimento de onda: UVA
(400 - 320 nm), UVB (320 290 nm) e UVC (290 100
nm). Quanto menor o comprimento de onda, maior a
energia que a radiagao carrega e maior a chance de re-
agir com alguma molécula. Neste sentido, as radiagoes
UVA e UVB sao biologicamente mais relevantes, uma
vez que UVC é barrada pelo ozonio na atmosfera ter-
restre. Neste sentido, a radiacao UV pode acarretar
diversos efeitos na biota, inclusive reagir diretamente
com a molécula de DNA, induzindo a geracao de lesoes
no DNA, a indugdo de proteinas de estresse (como p53
e p21) e a iniciagdo da parada do ciclo celular (Shac-
kelford et al., 999).

Com relagao a poluigao aquatica, a conservagao dos re-
cursos hidricos enfrenta um grande desafio devido ao
grande avanco do desenvolvimento urbano. A ativi-
dade humana tem produzido sérios danos ao meio am-
biente, especialmente aqueles relacionados com a conta-
minagao por metais pesados, pesticidas e eutrofizagao
produzida por descarga de esgotos sem tratamento ade-

quado.

OBJETIVOS

Os danos causados na molécula de DNA, tanto por
agentes enddgenos quanto por agentes exdégenos, como
exposi¢ao a radiaggo UV e metais, podem levar a
mutacoes e suspeita - se que sejam a maior causa de
cancer (Powell et al., 005). A fim de contornar esses
danos causados ao genoma, as células desenvolveram
uma complexa rede de reagoes denominada de reposta
ao dano de DNA, que envolve os processos de parada
do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (Bartek
e Lukas, 2007; Déry e Masson, 2007). E importante
considerar que uma das primeiras respostas observadas
em um organismo frente a uma situacdo de dano de
DNA ¢ a ativacao dos genes relacionados com o sistema
de reparo desta molécula. Sendo assim, a utilizagao
de modelos geneticamente modificados constituidos de
seqiiéncias regulatérias (promotores) de genes do sis-
tema de reparo do DNA direcionando a expressao de
genes repérteres é uma importante ferramenta para o
monitoramento ambiental. Quando estes modelos ge-
neticamente modificados forem expostos a alguma si-
tuacdo que cause dano ao seu DNA, a transcrigao de ge-
nes do sistema de reparo poderia ser acionada, ativando
assim a transcrigao do gene repérter, por exemplo, uma
proteina fluorescente, que poderia ser facilmente detec-
tada e quantificada, sem a necessidade da utilizacao de
técnicas custosas e demorada. Neste sentido, o obje-
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tivo do presente trabalho foi desenvolver modelos in vi-
tro geneticamente modificados que expressam proteinas
fluorescentes sob o controle transcricional de seqiiéncias
génicas regulatdrias sensiveis a presenca de diferentes
agentes genotdxicos

MATERIAL E METODOS

A regiao promotora do gene Gadd4ba, envolvido na
resposta ao dano de DNA, foi amplificada através da
técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
utilizando primers especificos. Através da utilizacao
de diferentes enzimas de restricao, a regido promotora
deste gene foi clonada no vetor pDsRedExpress - DR
(Clontech), que apresenta como gene marcador um gene
que codifica para uma proteina vermelha fluorescente
(DsRedExpress - DR). Esta construgao genética produ-
zida foi inserida nos hepatécitos de D. rerio através da
técnica de transfecgao utilizando o reagente FuGENE
(Roche) segundo as especificagoes do fabricante. Apds
a transfeccao, as células contendo o plasmidio foram
selecionadas através da utilizacao do antibidtico gene-
ticina (G418, Gibco) no meio de cultura, uma vez que o
plasmidio pDsRedExpress - DR utilizado na preparagao
da construgao genética apresenta um gene de resisténcia
para este antibidtico.

RESULTADOS

Através da metodologia utilizada foi possivel construir
um plasmidio contendo um promotor que direciona a
expressao da proteina vermelho fluorescente. Testes
com enzimas de restricao confirmaram a produgao deste

plasmidio contendo o promotor do gene Gadd45a.
Apbs a metodologia de transfeccao, os hepatécitos fo-
ram selecionadas com meio contendo o antibidtico Ge-
neticina , o que permitiu a produgao de uma linhagem
celular de hepatécitos de D. rerio geneticamente mo-
dificada contendo uma construcgao genética de interesse
toxicolodgico. Neste sentido, essa linhagem sera utili-
zada em estudos envolvendo a exposicao a diferentes
contaminantes ambientais.

CONCLUSAO

Como conclusdo, o presente trabalho permitiu a
producao de uma linhagem celular geneticamente mo-
dificada para utilizacao no monitoramento da qualidade
ambiental. Como perspectivas futuras, pode - se res-
saltar a realizagao de testes de exposicao destas células
a diferentes agentes que causam danos no DNA e a
observacao da produgao da proteina vermelho fluores-
cente.
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