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EXPRESSAO GENICA DE CYP1A EM PEIXE-ZEBRA: UMA BREVE
REVISAO

Zenon Ratzlaff Junior?, Juliana Maria Fachinetto?.

CYP1A gene expression in zebrafish: a brief review

Resumo: Os citocromos P450 (CYPs) compreendem uma superfamilia de genes que
codificam enzimas monooxigenase contendo heme que oxidam, hidrolisam ou reduzem
compostos através da insercdo de um atomo de oxigénio ao substrato, estando esses,
diretamente envolvidos na desintoxicacdo e eliminacdo, além da ativacdo de uma ampla
variedade de compostos. Como é o caso do CYP1A, o qual tende a desintoxicar quimicos
xenobioticos. A utilizacdo de peixe-zebra em estudos ecotoxicoldgicos e do desenvolvimento
cresceram nos ultimos anos, sendo necessario um conhecimento explicito da expressdo dos
citocromos P450, principalmente do CYP1A, dado o seu papel central na biotransformacéo de
xenobioticos. Este trabalho caracteriza-se por ser um estudo descritivo na modalidade de
revisao bibliografica com o objetivo de abordar a expressdo génica do gene relacionado a
desintoxicacdo da fase 1 (citocromo P450 1A, CYP1A) em peixe-zebra. A pesquisa foi
realizada nas bases eletronicas de dados Lilacs, BIREME, PubMed, MedLine e Scielo, com 0s
descritores CYP1A transcription zebrafish; CYP1A expression zebrafish; CYP1A zebrafish.
O figado é um dos principais 6rgdos de desintoxicacdo do corpo, sendo o0 CYP1A um dos
principais genes CYPs expressos em peixe-zebra adulto. Algumas estratégias sdo utilizadas na
identificacdo e quantificacdo de poluentes, uma delas sdo os biomarcadores, 0s quais
possibilitam a correlacdo da intensidade da exposi¢cdo com o efeito biologico da substancia.
Dentre alguns biomarcadores de metabolizacdo de xenobi6ticos destacam-se a enzima de fase
| 7-etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) induzida por CYP1A. O uso da inducdo do CYP1A
como técnica de avaliacdo tem aumentado nos Gltimos anos.

Palavras-chave: Biotransformagao de xenobidticos. EROD. P450. Danio rerio.

Abstract: Cytochromes P450 (CYPs) comprise a superfamily of genes encoding oxidizing
heme-containing monooxygenase enzymes, hydrolyze or reduce compounds by inserting an
oxygen atom into the substrate, being these, directly involved in detoxification and
elimination, and activation of a wide variety of compounds. As is the case with CYP1A,
which tends to detoxify xenobiotic chemicals. The use of zebrafish in ecotoxicological and
developmental studies has increased in recent years, being necessary an explicit knowledge of
the expression of cytochrome P450, mainly from CYPL1A, given its central role in xenobiotic
biotransformation. This work is characterized by being a descriptive study in the literature
review modality with the objective of addressing the gene expression of the phase 1
detoxification-related gene (cytochrome P450 1A, CYP1A) in zebrafish. The research was
performed in the electronic databases Lilacs, BIREME, PubMed, MedLine and Scielo, with
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the descriptors CYP1A transcription zebrafish; CYPL1A expression zebrafish; CYP1A
zebrafish. The liver is one of the body's main detoxifying organs, CYP1A being one of the
major CYPs genes expressed in adult zebrafish. Some strategies are used to identify and
quantify pollutants, one of them being biomarkers, which enable the correlation of exposure
intensity with the biological effect of the substance. Among some biomarkers of xenobiotic
metabolization stand out the phase enzyme | 7-etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) induced
by CYP1A. The use of CYP1A induction as an evaluation technique has increased in recent
years.

Keywords: Xenobiotic biotransformation. EROD. P450. Danio rerio.

1 INTRODUCAO

Os citocromos P450 (CYPs) compreendem uma superfamilia grande e antiga de genes
que codificam enzimas monooxigenase contendo heme que oxidam, hidrolisam ou reduzem
compostos através da insercdo de um atomo de oxigénio atmosférico ao substrato durante o
ciclo de reagcdo (NEBERT et al., 1993; NELSON et al., 1996). Os CYPs estdo diretamente
envolvidos na desintoxicacdo e eliminacdo, aléem da ativacdo de uma ampla variedade de
compostos. Muitos CYPs tém papéis importantes nos processos fisioldgicos basicos, como 0s
CYP1, CYP2 e CYP3, os quais desempenham papéis criticos principalmente na catalisacao da
biotransformacdo de xenobidticos e, portanto, podem determinar a persisténcia e as acdes de
muitos medicamentos e substancias toxicas (KUBOTA et al., 2019). Existem associactes
Obvias entre as acdes de alguns CYPs e a toxicidade de alguns produtos quimicos, por meio da
ativacdo ou inativacdo destas moléculas (biotransformacao de xenobidticos).

Os xenobidticos sdo substancias estranhas ao organismo, que tém a capacidade de
interagir com ele e exercer efeitos teratogénicos, mutagénicos e até carcinogénicos, como
poluentes atmosféricos, metais pesados, microplasticos, farmacos, pesticidas, derivados de
petréleo, entre outros (LANG; PELKONEN, 1999; PAN et al., 2019). Todavia, 0s
xenobidticos sdo considerados agentes toxicos, uma vez que quebram o equilibrio organico,
ou seja, sdo substancias que provocam mudangas na normal homeostase do corpo que 0
absorveu (LARINI, 1997).

Os mecanismos de biotransformacdo envolvem uma série de reagGes quimicas
dependentes de enzimas hepaticas. Uma substancia xenobidtica pode sofrer uma ou mais
transformacdes até que um derivado com uma possibilidade real de excrecdo seja produzido.

Nesta segunda circunstancia, a primeira reacdo é preparatoria, produzindo um composto
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intermediério (Fase 1) que ainda sofrera uma nova reagédo, gerando, no final, metabolitos

ativos ou inativos (Fase 2).

O peixe-zebra (Danio rerio Hamilton, 1822) principalmente em seus estagios
embrionarios e larvais, tem sido cada vez mais utilizado como organismo modelo para
descoberta de medicamentos, testes de toxicidade no desenvolvimento e ecotoxicologia. O
peixe-zebra adulto é usado como organismo modelo para comportamentos e estudos de
expressdo génica porque seu genoma é totalmente caracterizado e sua fisiologia € paralela a
dos seres humanos (CHEN et al., 2009; PEITSARO et al., 2007). A facilidade de anélises
genéticas e de manipulacdo torna o peixe-zebra altamente adequado para uma compreensao
dos efeitos quimicos nos organismos. Em peixe-zebra, como nos peixes em geral, as enzimas
CYPs concentram-se principalmente no figado, mas foram detectadas no rim, trato
gastrointestinal e tecido branquial (VARANASI, 1989).

O uso do peixe-zebra como modelo de vertebrado ndo mamifero € de crescente
importancia nos campos da embriologia, biologia do desenvolvimento, farmacologia e
toxologia. O aumento do uso de peixe-zebra nessas pesquisas exige o conhecimento da
expressao, funcéo e regulacdo do gene CYP nessa espécie, principalmente do CYP1A, dado o
papel central na biotransformacdo de xenobioticos. Deste modo, entender a suscetibilidade
dos organismos aos efeitos de drogas e agentes toxicos, bem como de sua fisiologia bésica,
depende dos conhecimentos acerca das fungdes dos CYPs. Sendo assim, esta revisdo abordar
a expressdo génica do gene relacionado a desintoxicacdo da fase 1 (citocromo P450 1A,

CYP1A) em peixe-zebra, bem como, seus aspectos mais importantes.
2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Este € um estudo de revisdo bibliogréafica descritiva, desenvolvido através de pesquisa
de artigos cientificos indexada nas bases eletrdnicas de dados Lilacs, BIREME, PubMed,
MedLine e Scielo. A revisdo respondeu ao tema especifico: expressdo do gene CYP1A em
peixe-zebra. Sendo assim, nas bases eletrdnicas, foram inseridos os seguintes descritores:
CYP1A transcription zebrafish; CYP1A expression zebrafish; CYP1A zebrafish. O recorte
temporal envolveu o periodo compreendido entre 1989 e 2019, abrangendo as publica¢6es dos

ultimos 30 anos.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
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Diante das pesquisas realizadas, pode-se observar que o peixe-zebra tem cinco genes
CYP1, incluindo CYP1A, CYP1B1, CYP1C1l, CYP1C2 e CYP1D1. Alguns estudos
comprovam que principalmente a isoforma do citocromo CYPL1A tende a desintoxicar
quimicos xenobidticos correlacionados ao meio ambiente. O figado € o 6rgdo principal da
expressdo do transcrito do CYP1A no peixe-zebra adulto (JONSSON et al., 2007). Segundo
os resultados do trabalho de Kubota et al., (2019), foi identificado um conjunto diversificado
de genes CYP que sdo expressos no figado de peixe-zebra adulto. O nivel de expressao de
CYP1A representou 5,0% do total de CYPs transcritos para fémeas e 14,5% para machos.

Segundo Whyte et al., (2000), o aspecto mais util do CYP1lA para fins de
biomonitoramento é o aumento da producao nas células apds exposicao quimica, ou seja, por
indutibilidade. As atividades do CYP1A sdo frequentemente indetectaveis em peixes nao
expostos ou de controle, mas tornam-se elevadas ap6s exposicdo a PHHs / PAHSs
(hidrocarbonetos halogenados planares / hidrocarbonetos aromaticos policiclicos)
(STEGEMAN; LECH, 1991), por exemplo. Os eventos que levaram a inducdo dessa enzima
por produtos quimicos xenobidticos foram estudados extensivamente em sistemas de
mamiferos (POLAND; BRADFIELD, 1992; NEBERT et al., 1993; OKEY et al., 1994), e
acredita-se que esse mecanismo funcione da mesma forma em peixes (HAHN; KARCHNER,
1995).

A inducdo do CYP1A é mediada pela ligacdo de xenobioticos a um receptor de
hidrocarboneto de arilo citosolico (AhR) (WHYTE et al., 2000) (Figura 1).

Figura 1 - Mecanismo proposto de toxicidade mediada por AhR. A transdugio de sinal por ligantes tipo
dioxina ¢ mediada pelo AhR, que forma um fator de transcrigio complexo com uma proteina
translocadora nuclear de hidrocarboneto de arilo (ARNT). Este heterodimero se liga a sequéncias de DNA

especificas chamadas elementos responsivos a dioxina (DRE). A ligagdo do heterodimero leva a indugéo

de varios genes (a bateria do gene Ah), que por sua vez produzem uma variedade de produtos proteicos.
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Fonte: Whyte et al., (2000).
Os ligantes de AhR geralmente tém configuracdes isotéricas e sdo similares em
estrutura a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (2,3,7,8-TCDD), um indutor modelo CYP1A
(WHYTE et al., 2000) (Figura 2).

Figura 2 - Ligantes AhR representativos e modelo de caixa teérica do local de ligagdo de AhR. Moléculas
com dimensdes de 12 A x 14 A x 5 A podem atuar como ligantes de AhR, mas outras propriedades
quimicas, como hidrofobicidade, capacidade de aceitacdo de elétrons e polarizabilidade podem influenciar

a afinidade do receptor.

PRO-REITORIA DE POS- GRADUACAO, PESQUISA E EXTENSAO
FONE: (55) 3321.1606 | 3321.1545 | E-mail: i unicruz.edu.br ; icruz.edu.br
Campus Universitario Dr. Ulysses Guimardes - Rodovia Municipal Jacob Della Méa, km 5.6 —
Parada Benito. CRUZ ALTA/RS - CEP- 98005-972 | UNICRUZ.EDU.BR




XXIl MOSTRA

DE INICIAGAO CIENTIFICA

XXIV semindrio
INTERINSTITUCIONAL

VI MOSTRA

DE ENSIND, PESQUISA E EXTENSAD IV MOSTRA

FOTOGRAFICA

CI[NC.V‘\ TECNOLOGIA PARA 04 a 07 de nov.19 I TERTULIA
ANS MUSICAL

RMACAO SOCIAL

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin

S 14 A

12A
12 A

i

[

i

i

i

l'\
by

& \.\\
5

Fonte: Whyte ef al., (2000).
A ligacdo do receptor é seguida por uma série de eventos moleculares que levam a

expressdo de varios genes (incluindo o CYPIA) conhecidos como “bateria do gene Ah”
(NEBERT et al., 1993). Acredita-se que os efeitos toxicos de compostos xenobidticos sejam
mediados pelo AhR, com proteinas induzidas causando alteracdes na homeostase celular
(DEVITO; BIRNBAUM, 1994). Em peixes, 0s estdgios iniciais da vida parecem ser
particularmente sensiveis aos ligantes de AhR (MEHRLE et al., 1988; WALKER et al.,
1991), e evidéncias recentes indicam o envolvimento de enzimas CYP1A especificamente
nessa resposta toxica (CANTRELL et al., 1996).

Biomarcadores em peixes podem indicar tanto a exposicdo de organismos a
contaminantes (biomarcadores de exposi¢do) quanto a magnitude do distdrbio causado em
resposta a poluentes (biomarcadores de efeito) (CAJARAVILLE et al., 2000). Entre os
biomarcadores mais utilizados e recomendados estdo as enzimas envolvidas no metabolismo
de compostos toxicos e sistemas de defesa antioxidante, pois fornecem informacdes
importantes sobre a capacidade de defesa dos organismos, bem como a capacidade de

biotransformacao de compostos toxicos (BURGEOT et al., 1996).
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A medicdo da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) m peixes € um
biomarcador in vivo bem estabelecido de exposicdo a compostos xenobidticos (BUCHELL;
FENT, 1995; HAHN; STEGEMAN, 1994).

EROD ¢ um indicador altamente sensivel de captacdo de contaminantes em peixes,
fornecendo evidéncias de indu¢do mediada por receptores de monooxigenase dependentes do
citocromo P450 (especificamente a subfamilia CYP1A) por substancias quimicas
xenobidticas. Esta ficando claro que o mecanismo de inducdo do CYPLA esta intimamente
relacionado, se ndo diretamente envolvido, a efeitos prejudiciais, como apoptose e
mortalidade embrionéria, observados em peixes expostos a contaminantes indutores do EROD
(CANTRELL et al., 1996).

Além da inducdo de xenobioticos, a atividade da EROD pode ser influenciada por um
grande numero de fatores abioticos e bidticos, como idade, fase reprodutiva e temperatura da
4gua (ANDERSSON; FORLIN, 1992).

Na prética, a atividade do EROD descreve a taxa de desetilacdo mediada pelo CYP1A
do substrato 7-etoxiresorufina (7-ER) para formar o produto resorufina. A atividade catalitica
em relacdo a este substrato é uma indicacdo da quantidade de enzima presente e é medida
como a concentragdo de resorufina produzida por mg de proteina por minuto (mol / mg / min)
(KENNEDY; JONES, 1994). Como o metabolismo é geralmente mais alto no tecido hepatico,

0 ensaio é tipicamente realizado usando figado de peixe (WHYTE et al., 2000).
4 CONCLUSAO

De acordo com as pesquisa aqui realizada, os estudos de expressdo dos genes CYP
revelaram que CYP1A é um dos principais genes CYPs expressos no figado de peixe-zebra
adulto em ambos os sexos. No entanto, houve diferencas significativas de sexo nos niveis de
transcrigdo para CYP1A, com os machos apresentando niveis de expressao mais altos do que
os das fémeas. O figado é um dos principais 0rgaos de desintoxicacdo do corpo, sendo
esperado que a maioria dos CYPs de metabolizacdo de drogas e outros xenobioticos, como
CYP1A, tenham alta expressao hepatica.

Diferentes estratégias podem ser adotadas para se avaliar o nivel de contaminacéo do
meio aquatico como, por exemplo, a identificacdo e quantificacdo dos poluentes presentes na
agua, em sedimentos e nos organismos. Atualmente, as analises ambientais se constituem em

ensaios ecotoxicoldgicos. Em nivel da organizacdo biologica, as ferramentas de analise séo

7
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chamadas de biomarcadores, os quais possibilitam a correlagéo da intensidde da exposicéo
com o efeito biologico da substancia.

Vérias sdo as vantagens do uso de biomarcadores nos estudos de monitoramento
ambiental, tais como detectar as primeiras alteracdes nas respostas bioldgicas, evitando que 0s
efeitos da intoxicacdo dos organismos cheguem a um ponto irreversivel. Dentre alguns
biomarcadores de metabolizacdo de xenobioticos destacam-se a enzima de fase | 7-
etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) induzida por CYP1A. Ou seja, a atividade da isoforma
1A do citocromo P450 na converséo do substrato ndo fluorescente 7-etoxirresorufina em um
produto fluorescente, a resorufina.

O uso da inducdo do CYP1A como técnica de avaliacdo tem aumentado nos Gltimos
anos. Isso se deve principalmente & otimizacdo de protocolos para a medicdo rapida e
relativamente barata de sua atividade catalitica como EROD.

Sendo assim, esta revisdo compila as Ultimas informacdes referentes a expressao do
genes CYP1A em peixe-zebra, possibilitando assim uma base para estudos de ecotoxicologia

com peixe-zebra.
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