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RESUMO

Os citocromos P450 (CYP) desempenham importantes papéis na biotransformacao de
xenobidticos e no metabolismo de substancias enddégenas. A subfamilia CYP1A foi bem
conservada ao longo da evolugado dos vertebrados, tendo sido encontrada em todas as
espécies de peixes mandibulados estudadas até o momento. Em trabalho anterior,
verificamos que algumas espécies de cascudos da familia Loricariidae ndo apresentavam
atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) em microssomos hepaticos. Como EROD
é atividade catalisada predominantemente por CYP1A em diversos vertebrados, esse
achado nos motivou a investigar em detalhe os CYP, em especial da subfamilia 1A, em
cascudos. Este trabalho é um estudo comparativo da capacidade de cascudos
(Hyposthomus luetkeni e H. affinis), tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus; Cichlidae) e
camundongos, controles e tratados com indutores conhecidos de CYP1A [50 mg/kg ip; B-
naftoflavona (BNF), ou 7-12 dimetil-benzoantraceno (DMBA)] de: i — catalisar diversas
reagdes quimicas sabidamente mediadas por CYP, ii — expressar a proteina CYP1A no
tecido hepatico, e iii — ativar o pré-mutageno DMBA. Nos microssomos hepaticos das tilapias
e dos camundongos, detectamos atividades constitutivas de EROD e também de
desalquilacédo de outros ésteres da resorufina (MROD, PROD e BROD). Nessas duas
espécies, as atividades dessas monooxigenases foram induzidas pelos tratamentos com
BNF e DMBA. Nos cascudos, controles e tratados com os indutores de CYP1A, as
atividades das alcoxi-resorufina-O-desalquilases ndo foram detectadas. A atividade da
etoxicumarina desetilase (ECOD) foi cerca de cinco vezes maior no figado de cascudos e de
camundongos do que no das tilapias. O CYP1A nao parece ter papel importante na catalise
de ECOD nessas duas espécies de peixes. Os resultados também mostraram que dois
anticorpos anti-CYP1A de peixe reconheceram proteinas com massa molecular compativel
com o de CYPs nos microssomos hepaticos de tilapias e camundongos tratados com
indutores de CYP1A. Nos cascudos, entretanto, a deteccao de CYP1A por immunoblotting
com esses anticorpos nao foi consistente. Com o emprego de espectrometria de massas,
identificamos o CYP1A em microssomos hepaticos de tilapias induzidas, mas nao nos
cascudos controles ou induzidos. Em conjunto, os resultados sugerem que, em contraste
com o observado com tilapias e camundongos, os cascudos nao exibem atividade catalitica
de CYP1A e ndo expressam as proteinas correspondentes no figado, ou as expressam
apenas em niveis constitutivos extremamente baixos. Apesar de n&o apresentarem
atividade catalitica de CYP1A, os cascudos foram capazes de ativar o pro-mutageno DMBA
que, em outras espécies, € ativado por enzimas da familia CYP1, em especial das

subfamilias 1A e 1B.

PALAVRAS CHAVE: CITOCROMOS P450, CYP1A, AHR, CASCUDOS (LORICARIIDAE),
ADAPTACAO AMBIENTAL
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ABSTRACT

The cytochrome P450 (CYP) superfamily plays important roles in the biotransformation of
xenobiotic and endogenous compounds. The CYP1A subfamily is well conserved in
vertebrates and has been found in all jawed fish studied to date. In a previous study, we had
found that suckermouth armored catfishes of the Loricariidae family (Hyposthomus luetkeni
and H.affinis) did not show ethoxy-resorufin-O-deethylase (EROD) activity in liver
microsomes. Since EROD is a marker of CYP1A catalytic activity in vertebrates, this
unexpected finding prompted us to investigate in depth the CYP system of loricariid
catfishes, particularly the CYP1A subfamily. In this study, we compared the capacities of
suckermouth armored catfishes (Loricariidae), Nile tilapias (Oreochromis niloticus, Cichlidae)
and mice (Swiss Webster), control and treated with CYP1A-inducing agents (50 mg/kg ip 3-
naphthoflavone, BNF, and 7-12 dimethyl-benzoanthracene, DMBA) to: i - catalyze several
activities that are known to be catalyzed by CYPs, ii - express CYP1A protein in liver tissue
and iii — activate the pro-mutagen DMBA. In liver microsomes of tilapias and mice,
constitutive activities of EROD, and of other alkoxy-resorufin-O-dealkylases (XROD: MROD,
PROD and BROD) were found. In the two species, activities of these monooxygenases were
induced after treatment with BNF and DMBA. In suckermouth armored catfishes (control and
induced) no XROD activities were noted. In liver microsomes of suckermouth catfishes and
mice, the ethoxycoumarin-deethylase activity (ECOD) was found to be approximately five-
fold the ECOD activity recorded in tilapias. CYP1A apparently did not take part in the
catalysis of ECOD reaction in the two fish species. Results also showed that two antibodies
against- fish CYP1A recognized liver microsomal proteins with a CYP-compatible molecular
weight in induced tilapias and mice. These putative CYP1A proteins, however, were not
consistently detected in suckermouth catfish liver microsomes. Taken together, findings from
this study suggested that, in contrast to tilapias and mice, suckermouth catfishes do not
show CYP1A catalytic activity and do not express, or do express only tiny amounts of
constitutive CYP1A proteins in the liver. Although not showing CYP1A catalytic activity in the
liver, armored suckermouth catfishes were able to convert the pro-mutagen DMBA into its
genotoxic metabolites, a metabolic activation usually mediated by CYP1 family enzymes, in
particular, CYP1A and 1B.

Key words: Cytochromes P450, CYP1A, AhR, suckermouth armored catfishes, Loricariidae,

Environmental adaptation
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LISTA DE ABREVIATURAS

1-D — eletroforese unidimensional

2-D — eletroforese bidimensional

ABC - transportadores ABC

AhR — receptor de hidrocarbonetos aromaticos
AhRR - repressor do receptor de hidrocarbonetos aromaticos
Ala - alanina

aprox. - aproximadamente

Arg - Arginina

Arnt - translocador nuclear do receptor de hidrocarbonetos aromaticos
Asp — acido aspartico

bHLH-PAS - hélice basica, volta, hélice-periodo, translocador nuclear do receptor
de hidrocarbonetos aromaticos, mente Unica
BNF - R-naftoflavona

BROD - benziloxiresorufina-O-desetilase

BSA - albumina sérica bovina

CAR - receptor constitutivo de androstano
CAT - catalase

CB - tratado com 50mg/kg de BNF

CC — cascudo controle

CD - tratado com 50mg/kg de DMBA

CYP - citocromos P450

CYP1A - citocromos P4501A

CYP1A1 - citocromos P4501A1

CYP1A2 - citocromos P4501A2

CYP2B - citocromos P4502B

CYP2C - citocromos P4502C

CYP3A - citocromos P4503A

Cys - cisteina

DMBA - 7-12 dimetil-benzoantraceno

DNA - acido desoxirribonucléico

ECOD - etoxicumarina-O-desetilase

Em. - emissao
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EMATER-RJ — Empresa de assisténcia técnica e extensao rural do estado do Rio de
Janeiro

EROD - etoxiresorufina-O-desetilase

Glu — acido glutamico

Gly - glicina

GST - glutationa-s-transferase

HSP90 - proteina de choque térmico de 90 kDa

i.p. - injecao intraperitonial

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
Km — constante de Michaelis Menten

Lat. - latitude

Long. - longitude

m/z — relagdo massa carga

MALDI-TOF/TOF — Espectrémetria de massas usando dessor¢ao a laser assistida
por matriz e tempo de vbo, tempo de vdo

MB - camundongo tratado com 50mg/kg de BNF

MC - camundongo controle

Met - metionina

MRNA - RNA mensageiro

MROD - metoxiresorufina-O-desetilase

NADPH - nicotinamida adeninadinucleotideo fosfato

NCBI — Centro Nacional de Informacédo em Biotecnologia (EUA)
PAH - hidrocarbonetos poliaromaticos

PBRU - elemento responsivo ao fenobarbital

PCB - bifenilas policloradas

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PDB — banco de dados de proteinas

pH — potencial hidrogenidnico

pPHAH - hidrocarbonetos aromaticos polihalogenados

PROD - pentoxiresorufina-O-desetilase

PXR - receptor pregnano X

PXRE - elementos responsivos ao receptor pregnano X

RC - rato controle

RT - rato tratado com BNF

SDS - dodecil sulfato de sédio
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SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
Ser - serina

spf - livres de patdgenos especificos

TB — tilapia tratado com 50mg/kg de BNF

TC — tilapia controle

TCB - 3,3°-4,4" bifenila tetraclorada

TCDD - 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina

TD - tratado com 50mg/kg de DMBA

Thr - treonina

Tyr - tirosina

UDPGT - uridina difosfato glicoroniltransferase
Vmax — velocidade maxima

XRE - elementos responsivos a xenobioticos
XROD - EROD, MROD, PROD, BROD

o —NF — a-naftoflavona
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1. INTRODUGAO

Os ecossistemas sdo ambientes dindamicos que passam por constantes alteracdes
em sua composi¢ao fisica, quimica e biolégica. O impacto das atividades humanas sobre
o0 ambiente tem aumentado a intensidade e a velocidade das variagdes dos ecossistemas
(Grimm et al., 2008).

As populagdes naturais precisam estar adaptadas ao meio para se perpetuarem e
essa adaptagao fisiolégica as mudangas ambientais é mediada por um repertorio de
defesas expresso pelos organismos (Chen e Li, 2007). Recentemente, esse conjunto de
estratégias de defesa passou a ser conhecido pelo termo “defensoma”. O defensoma é
composto por um conjunto de familias génicas e vias metabodlicas responsaveis pela
protecdo contra fatores ambientais adversos e pelo reparo dos danos causados por esses
fatores (Goldstone et al., 2006). Os componentes do defensoma também sado chamados
de genes de resposta a fatores ambientais ou “genes de luxo”. A biotranformacgao de
xenobidticos (também chamada de defensoma quimico) é parte central desse sistema,
permitindo ao organismo estabelecer respostas orquestradas contra compostos toxicos de
origem natural ou antropogénica (Figura 1.1). Neste trabalho, estudamos
comparativamente as principais proteinas da fase | da biotransformagao de xenobidticos,
os citocromos P450, em peixes das familias Loricariidae (cascudos) e Cichlidae (tilapias

do Nilo), e em camundongos suigos.
1.1 Biotransformacao de xenobidticos

Os xenobidticos sdo compostos estranhos ao organismo que nao sao aproveitados
como fontes de energia e nutrientes. Muitos xenobidticos de relevancia toxicolégica sao
altamente lipofilicos. Neste grupo, estdo presentes compostos estruturalmente diversos,
desde produtos de origem natural, como metabdlitos téxicos de plantas e fungos (e.qg.
furanocumarinas e aflotoxinas) até farmacos e poluentes ambientais (e.g. bifenilas
policloradas — PCB, hidrocarbonetos poliaromaticos — PAH, e dioxinas). Os xenobidticos
lipofilicos s&o, via de regra, facilmente absorvidos e, quando lentamente metabolizados,
tendem a acumular nos organismos. A biotransformacdo de xenobidticos é o processo
pelo qual esses compostos sdo transformados através de uma série de reacgdes

enzimaticas em substancias mais hidrossoluveis e de mais facil excre¢cao pelo organismo.



Didaticamente, esse processo € dividido em duas fases: a fase |, em que ocorre a adicéo
ou a exposicao de grupamentos funcionais presentes na molécula parental; e a fase Il, em
qgue ha a conjugacao de moléculas enddgenas ao metabdlito da fase | (ou diretamente ao
composto parental), aumentando sua polaridade e facilitando sua excre¢cdo em meios
aquosos. A figura 1.1 mostra um esquema do sistema de biotransformagdo de
xenobidticos. Ha casos, no entanto, em que as reacdes de fase | convertem xenobiéticos
originalmente pouco ou nao toxicos para o organismo em intermediarios eletrofilicos
capazes de se ligar de forma covalente a macromoléculas biolégicas, como o DNA,
causando dano ao individuo (toxicidade). A conversdo enzimatica de moléculas pouco
reativas em metabdlitos mais toxicos € conhecida como ativagdo metabdlica. O efeito
mutagénico e carcinogénico de alguns poluentes ambientais, como os PAH, sao
exemplos tipicos de ativagdo metabdlica mediada por enzimas do citocromo P450. A
superfamilia dos citocromos P450 (CYP) destaca-se na fase | da biotransformacao de

xenobidticos, sendo responsavel por 70-80% de suas reagdes (Nebert e Dalton, 2006).
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Figura 1.1) Esquema geral da biotransformagao de xenobioticos. Adaptado de (Goldstone et al.,
2000).



1.2 Citocromos P450

Os citocromos P450 foram descritos inicialmente por Klingenberg (1959) como um
pigmento microssomal com absor¢do maxima em 450 nm quando reduzido pela ligagao
ao monoxido de carbono (Klingenberg, 1958). Logo em seguida, a natureza hemo-
protéica desse pigmento foi revelada por Omura e Sato (Omura e Sato, 1962; 1964a; b)
que batizaram essa nova proteina como citocromo P450. Estabrook e colaboradores
(1963) demonstraram que essas novas proteinas eram responsaveis pela hidroxilagdo no
carbono 21 da 17-hidroxi-progesterona e também pela oxidagdo de diversas drogas
(Estabrook et al., 1963).

1.2.1 Formas e Funcgdes

Os citocromos P450 (CYP) catalisam a monooxigenagdo de uma enorme
variedade de substratos orgéanicos, com criticas consequéncias para a saude e o
funcionamento dos organismos (Stegeman e Livingstone, 1998). Em procariotos, os CYP
sdo proteinas soluveis no citosol. Em células eucaridticas, os CYP estao principalmente
associados as membranas do reticulo endoplasmatico, mas também podem ser
encontrados na membrana interna de mitocéndrias e na membrana plasmatica da célula.
Essas proteinas sdo expressas em todas as fases do desenvolvimento e em praticamente
todos os tecidos dos organismos, sendo o figado o 6rgao que exibe maior expressao
(Ding e Kaminsky, 2003). Rim, intestino e pulmdo também apresentam alta expressao de
diversas isoformas de CYP (Ding e Kaminsky, 2003). Em regides do tecido epitelial que
revestem estruturas como traquéia, faringe e mucosa nasal, a expressdo dessas
proteinas também é elevada (Ding e Kaminsky, 2003). Em peixes, ha consideravel
expressado de CYP no figado e também nas branquias e no coragédo (Handley-Goldstone
et al, 2005; Abrahamson et al., 2007). Os CYP sdo em geral abundantemente
encontrados em regides mais expostas ou portas de entrada dos xenobidticos no
organismo (Ding e Kaminsky, 2003).

Acredita-se que a superfamilia dos citocromos P450 tenha surgido em procariotos,
antes mesmo do aumento dos niveis de oxigénio na atmosfera e do surgimento da célula
eucariotica (Werck-Reichhart e Feyereisen, 2000). Dessa forma, os CYP sado encontrados

em praticamente todas as espécies e nos trés dominios da biodiversidade (Stegeman e



Livingstone, 1998). Essa superfamilia € constituida até agora por mais de 7000 enzimas,
distribuidas entre 858 familias e mais de 814 subfamilias, classificadas de acordo com a
identidade na sequéncia de aminoacidos, e critérios filogenéticos e de organizacao génica
estabelecidos por um comité de nomenclatura (Werck-Reichhart e Feyereisen, 2000;
Nelson, 2006). Em geral, proteinas com mais de 40% de identidade na sequéncia de
aminoacidos sao classificadas na mesma familia e, as que tém mais de 70% séo incluidas
na mesma subfamilia. Devido a enorme diversidade de formas, em alguns casos, genes
de diferentes familias do CYP possuem apenas 20% de identidade em sua sequéncia
nucleotidica (Werck-Reichhart e Feyereisen, 2000). E importante salientar que o aumento
da quantidade de estruturas tridimensionais de CYP resolvidas por cristalografia tem
mostrado uma inesperada conservagcdo nos padrbes de enovelamento e na topografia
dessas moléculas, em especial nas regides mais proximas ao grupo heme (Werck-
Reichhart e Feyereisen, 2000). Existem apenas trés residuos de aminoacidos totalmente
conservados e algumas regides consenso nos CYP. A principal regidao consenso esta
localizada na volta (loop) de ligacdo ao heme. Essa regido € composta pela sequéncia:
Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cys-X-Gly, onde o residuo de cisteina € o quinto ligante do atomo
de ferro do grupo heme e é totalmente conservado entre os CYP (Werck-Reichhart e
Feyereisen, 2000). O motivo Glu-X-X-Arg localizado na hélice K também é completamente
conservado entre os CYP e acredita-se que deva ser necessario para estabilizar o nucleo
da proteina onde o heme esta localizado (Werck-Reichhart e Feyereisen, 2000). Outro
motivo caracteristico de CYP € o bolso onde ocorre a transferéncia de protons na hélice |
no lado distal do heme. A sequéncia desse motivo é Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser
(Werck-Reichhart e Feyereisen, 2000). A figura 1.2 mostra a estrutura do CYP1A2 de
humanos, e ilustra algumas dessas caracteristicas estruturais conservadas entre os CYP.
A identificacdo de cada proteina é feita por um numero arabico que designa a familia,
seguido por uma letra, que indica a subfamilia e, quando necessario, por outro numero
arabico que identifica a isorforma especifica. Assim o CYP1A1, por exemplo, é a isoforma
um da subfamilia A da familia um dos citocromos P450.

Os CYP tém importante papel tanto no metabolismo enddgeno (e.g: biossintese de
acidos graxos, horménios esterdides, neurotransmissores), como na biotransformacéo de
produtos naturais e poluentes ambientais. Os CYP sao fundamentais na determinacéo da
susceptibilidade de cada espécie a esses compostos e na sua interagdo com o ambiente
(Stegeman e Livingstone, 1998; Omura, 1999; Nebert e Dalton, 2006). Em vertebrados, as

familias CYP1, 2, 3 e 4 estdo envolvidas principalmente com a biotransformacao de



xenobidticos. Estas familias apresentam consideravel redundancia, sobreposicao e
inespecificidade em relagao a afinidade por seus ligantes e desempenham um importante
papel tanto na protecdo quanto na susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer em
decorréncia da exposigao a carcinogenos ambientais (Nebert e Dalton, 2006; Burnett et
al., 2007). A figura 1.3 ilustra as varias fungdes dos CYP no metabolismo enddgeno e na
interacdo com o ambiente.

Figura 1.2) Estrutura tri-dimensional do CYP1A2 de humanos co-cristalizada com o inibidor, a-
naftoflavona, a -NF (PDB: 2HI4). a) visao frontal, b) visdo superior, c¢) visao inferior, d) visao da
direita, e) visdo da esquerda, f) visdo do canal de acesso 1, g) visdo do canal de acesso 2, h) detalhe
da ligacao do ferro da protoporfirina com a cisteina e 1) detalhe da interacao entre o grupo heme e o
ligante (a -NF). o —hélices em azul, folhas B em verde, protoporfirina em amarelo, &tomo de ferro e
o residuo de cisteina 458 em vermelho e a a -NF em magenta. Estruturas geradas no programa
JMOL (http://www.jmol.org/) e as imagens “renderizadas” no POV-ray (http://www.povray.org/).
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Figura 1.3) Esquema ilustrativo das diversas fungdes dos citocromos P450 no metabolismo
enddgeno e na interag¢do entre os organismos e o ambiente. Adaptado de (Stegeman e
Livingstone, 1998).

1.2.2 Evolugdo molecular e o papel do ambiente na diversificacéo

A grande diversidade de formas e fungbes dos CYP foi conseguida ao longo da
evolugdo principalmente através de eventos de duplicagdo génica. Processos de
duplicagcdo de genomas, transferéncias laterais de genes, amplificagdo, conversao,
rearranjo e perda de genes também foram documentados (Werck-Reichhart e Feyereisen,
2000; Goldstone e Stegeman, 2006). Recentemente, a participacdo de elementos de
transposicao (transposons) na evolugédo de CYP em milho e em Drosophila foi sugerida
(Chen e Li, 2007). Chen e Li (2007) mostraram que a frequéncia desses elementos é
maior nas proximidades de genes de CYP envolvidos na biotransformacdo de
xenobidticos do que préximo aos CYP envolvidos na biosintese do horménio da muda
(ecdisona) em Drosophila (Chen e Li, 2007).

A maioria dos CYP descritos ndo possui fungdo endégena conhecida. Dos cerca de
60 genes de CYP presentes no genoma humano: 15 CYP possuem apenas xenobibticos
como substratos, 10 CYP ndo tém nenhum substrato conhecido, outros possuem
moléculas endogenas e xenobidticos como substrato e 22 CYP metabolizam apenas
substratos endégenos (Thomas, 2007). Acredita-se que as fungcbes de muitos desses
CYP sem substrato enddégeno conhecido estejam relacionadas a interacdo com o

ambiente através da biotransformagdo de xenobioticos naturais (Schmidt e Bradfield,



1996; Whitlock, 1999). Embora essa area ainda seja objeto de intensa discussao,
especula-se que muitas dessas isoformas n&do possuiriam nenhum ligante. Esses CYP,
também chamados de “enzimas de luxo”, estariam disponiveis para a atuagao da selegao
natural na eventualidade de alguma mudanca nas pressbdes seletivas do meio. As
mudangas ambientais poderiam expor individuos de uma determinada espécie a novos
compostos, que poderiam ser metabolizados por essas enzimas “de luxo” (Chen e Li,
2007). Casos como este sdo comuns e bem caracterizados na co-evolugao entre plantas
e insetos herbivoros (Wen et al., 2006). Em outras espécies, no entanto, é muito dificil
caracterizar a pressao seletiva do meio como uma forga evolutiva capaz de aumentar a
diversidade dos CYP. Contudo, um estudo recente usando 203 genes de CYP de
primatas e roedores mostrou in silico que apenas as mutacées nos CYP envolvidos na
biotransformacdo de xenobidticos s&o selecionadas positivamente pela mudanca da
exposicao a xenobidticos (Thomas, 2007). Essas evidéncias apdiam a hipotese de que
um dos fatores que levou a grande diversificagdo dessa superfamilia tenha sido o seu
papel na adaptagao das espécies as alteragcdes na diversidade de xenobidticos aos quais
elas estiveram expostas ao longo da evolugédo (seja por mudangas ambientais ou por

alteragdes comportamentais, relacionadas principalmente aos habitos alimentares).

1.2.3 Mecanismo de reagao

Apesar da ampla diversidade de isoformas encontradas nessa superfamilia, todos
os CYP compartiham o mesmo mecanismo de transferéncia de elétrons para seus
substratos (Mansuy, 1998; Werck-Reichhart e Feyereisen, 2000). Esse mecanismo
envolve o grupo prostético heme e pode ser dividido em quatro etapas. A primeira etapa &
considerada o inicio do ciclo catalitico quando a enzima nao esta ligada ao seu substrato.
Nessa fase, o ferro do grupo heme é encontrado como uma mistura em dois estados: a) o
estado Fe*® hexacoordenado, ligado na posicdo cis aos quatro ligantes da protoporfirina e
na posi¢ao trans ao anion tiolato (-S°) de uma cisteina totalmente conservada entre os
CYP e a uma molécula de agua, e b) o estado Fe*® pentacoordenado, quando o ferro esta
ligado a todos aqueles ligantes, exceto a agua. A ligacdo do substrato a proteina desloca
esse equilibrio no sentido da formagdo de Fe* pentacoordenado e aumenta o potencial
de oxireducdo do ferro. A doacdo de um elétron ao Fe™ transformando-o em Fe™ ¢ a

segunda etapa. Essa doacdo é mediada, na maioria dos casos, por outra enzima: a



NADPH citocromo P450 redutase. A terceira etapa é a reacéo do Fe*? a uma molécula de
oxigénio (O.), levando o atomo de ferro ao estado férrico (Fe™) e formando um
superoxido. A quarta etapa é outra doacdo de elétron pela NADPH citocromo P450
redutase transformando o ion férrico em ferroso (Fe*?). Nessa etapa o oxigénio molecular
pode ser substituido por uma molécula de agua. Através de um estado altamente oxidado
(Fe*®), o ferro transfere um atomo de oxigénio para o substrato. Um esquema do
mecanismo de reacgao dos CYP pode ser visto na figura 1.4. Com esse Unico mecanismo
de reacgdo, os CYP sdo capazes de catalisar além das classicas monooxigenagdes,
reacoes de desalquilagdo, desidratagdo, desidrogenagdo, isomerizagdo, dimerizagao,
clivagem de ligagcbées duplas entre carbonos e reducao (Werck-Reichhart e Feyereisen,
2000).
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Figura 1.4) Esquema do ciclo catalitico dos citocromos P450. Adaptado de (Werck-Reichhart e
Feyereisen, 2000).



1.2.4 Inducao dos citocromos P450

Uma clara diferengca entre os CYP envolvidos no metabolismo de compostos
endogenos e aqueles que participam da biotransformagao de xenobidticos é a sua distinta
capacidade de indugdo. Em geral, enquanto os CYP que se ligam apenas a substratos
enddgenos apresentam expressao constitutiva e ndo séo induziveis, os que metabolizam
tanto compostos endégenos como xenobibticos apresentam expressao constitutiva e
induzivel, e os que biotransformam apenas xenobidticos tem expressido basal baixa mas
sdo altamente induziveis pela exposi¢ao ao(s) xenobidtico(s) (Handschin e Meyer, 2003).

A regulacao de CYP é controlada por mecanismos transcricionais, traducionais e
pos traducionais (Hahn et al., 1998). Os mecanismos transcricionais de indugdo do CYP
sao mais frequentemente ativados por xenobibticos e mediados por receptores nucleares
e citoplasmaticos em diversas espécies. Os xenobidticos lipofilicos atravessam com
facilidade as membranas celulares, podendo, teoricamente, atingir todos os
compartimentos celulares. No citoplasma, podem se ligar a receptores que, apos a
ligacéo, sdo translocados para o nucleo da célula, onde se ligam a co-receptores e a
elementos responsivos na regido promotora de genes sob sua regulagdo. Alguns
xenobidticos s6 reconhecem receptores ja no interior do nucleo. Apds a ligacdo aos
receptores nucleares, o complexo se liga a regides promotoras, regulando a expresséo de
genes. Os principais receptores nucleares envolvidos na regulagdo de genes de
biotransformagao séo o receptor constitutivo de androstano (CAR) e o receptor pregnano
X (PXR). A ativacao do CAR induz uma resposta do tipo da produzida pelo fenobarbital,
com a regulacgdo positiva principalmente de citocromos P450 da subfamilia CYP2B. Ja a
ativagdo do PXR induz principalmente enzimas da subfamilia CYP3A (Handschin e
Meyer, 2003). A inducdo de CYP via CAR e PXR parece ter se originado cedo na
evolucao dos vertebrados (Goldstone et al., 2007) e esta ilustrada na figura 1.5.

Outro receptor que desempenha importante papel na regulagdo de CYP é o
receptor de hidrocarbonetos aromaticos (AhR), que pertence a familia dos fatores de
transcricéo do tipo bHLH-PAS (basic Helix-Loop-Helix Per-Arnt-Sim). Geralmente, fatores
de transcricdo dessa familia estdo envolvidos em processos fisioldgicos, como a
regulagédo dos ritmos circadianos, diferenciagéo celular, regulagdo de tensao de oxigénio,
sinalizagcdo do receptor de estrogénio e o desenvolvimento embrionario do sistema

nervoso (Mcguire et al., 1995; Hahn, 1998). O receptor AhR e seu co-receptor nuclear



Arnt (translocador nuclear do receptor Ah) sdo excegdes, ndo possuindo ligantes
endogenos conhecidos. Entretanto, o AhR e o Arnt sdo fundamentais na indugao de CYP,
principalmente os da familia 1 (CYP1) em resposta a exposicao a poluentes ambientais,
como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) e hidrocarbonetos aromaticos
polihalogenados (pHAH) (Hahn, 1998). O receptor AhR ndo ativo permanece no
citoplasma da célula ligado a duas moléculas de proteina de choque térmico de 90 kDa
(HSP90). A ligacao do xenobiotico ao receptor desestabiliza esse complexo, promovendo
a liberacao do receptor AhR. O complexo AhR-ligante é entédo translocado para o nucleo
celular. No nucleo, apos a ligacdo com a proteina Arnt, o complexo AhR-ligante-Arnt
passa a ter afinidade por regides promotoras do DNA, chamadas de elementos
responsivos a xenobiodticos (XRE). A ligacdo do complexo AhR-ligante-Arnt as XRE induz
a transcrigdo dos genes regulados pelo AhR. Apesar de bastante estudada, essa via
ainda ndo é completamente compreendida. Por exemplo, ndo se sabe ao certo como
ocorre a translocagcdo do receptor Ah para o nucleo (Hankinson, 2005). Na regiao
promotora do CYP1A, além dos XRE, existem outras regides fundamentais para sua
expressdo (Whitlock, 1999). Essa via também sofre regulagcdo negativa através do
repressor do receptor Ah (AhRR) e por interagdes (cross-talks) com outras vias de
sinalizagdo, mas esses processos ainda nado foram bem elucidados (Schmidt e Bradfield,
1996; Oshima et al., 2007). Da mesma forma que os receptores CAR e PXR, a via de
inducdo mediada por AhR e Arnt teve origem cedo durante a evolugao dos vertebrados e
esta ilustrada na figura 1.5 (Hahn et al., 1998). Evidéncias mais recentes sugerem a

presenca dessa via em invertebrados (Goldstone et al., 2007).
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Figura 1.5) Esquema do mecanismo de indu¢do de CYP via os receptores AhR, PXR e CAR.
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Formas de deteccao dos citocromos P450

O primeiro método para a deteccdo dos CYP foi o que levou a sua descoberta e
descricao inicial. Esse método se baseia na caracteristica unica dos CYP que, no seu
estado reduzido, absorvem com eficiéncia maxima a luz no comprimento de onda de 450
nm (Omura e Sato, 1962). Essa caracteristica é decorrente da ligagdo incomum entre o
atomo de ferro do grupo heme e o grupo tiolato de uma cisteina (o quinto ligante do ferro).
Além do pico em 450 nm, outro pico ocorre em 420 nm devido a absorc¢ao da luz por CYP
degradados. Esse método ficou conhecido como método de Omura e Sato. No entanto, o
método de Omura e Sato s6 é capaz de quantificar o conteudo de CYP total em uma
determinada fracdo, ndo permitindo determinar quais CYP estdo expressos e a
concentracdo de cada um. Esse método tem mostrado ser de dificil padronizagcao e
apresenta alta variabilidade entre réplicas. Foi necessario, entdo, desenvolver formas que
fossem capazes de discriminar entre varias isoformas de CYP e que fossem também mais
simples e replicaveis.

A utilizacdo de substratos especificos para a determinagao da atividade enzimatica
de CYP é tradicionalmente a alternativa mais utilizada para o estudo de CYP especificos.
Uma grande diversidade de substratos esta atualmente disponivel para avaliagdo da
atividade de diferentes CYP. Entre os substratos usados ha mais tempo para a
determinacao da atividade de CYP esta uma série de ésteres da resorufina caracterizada
por Burke e colaboradores (figura 3.5) (Burke et al., 1994; Weaver et al., 1994). Em seus
trabalhos, Burke e colaboradores demonstram que, apesar da hidrélise de determinado
éster ser catalisada predominantemente por uma dada enzima, outras isoformas CYP
também sao capazes de mediar a reagcdo sendo, portanto, relativa a especificidade de
cada isoforma por cada éster de resorufina. O autor mostra que no figado de ratos
controles (ndo induzidos), cada isoforma de CYP participa percentualmente de forma
similar no metabolismo dos quatro ésteres estudados: metoxi-, etoxi-, pentoxi-, e
benziloxi-resorufina. No entanto, quando os animais sido tratados com indutores
preferenciais de uma das diferentes isoformas, as isoformas induzidas passam a ser as
principais responsaveis pelo metabolismo de um substrato especifico. Por exemplo, a
hidrolise da etoxiresorufina (avaliado através da atividade da etoxiresorufina-O-desetilase
- EROD) é catalisada por diversas isoformas em animais ndo tratados. Em animais
tratados com indutores de CYP1A (e.g. BNF, DMBA), entretanto, a participagdo de
CYP1A na catalise de EROD passa a ser proporcionalmente muito maior do que a de
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outras isoformas. Dessa forma, pode-se afirmar que, em animais tratados com indutores
de CYP1A, a atividade de EROD é uma marcadora especifica da atividade catalitica
dessa isoforma. Da mesma forma, o metabolismo da pentoxiresorufina (avaliado através
da atividade da pentoxiresorufina-O-despentilase - PROD) é catalisado por diversas
isoformas em animais ndo tratados. Todavia, em animais tratados com indutores de
CYP2B (e.g. fenobarbital), pode-se dizer que a despentilagdo da pentoxiresorufina é
mediada predominantemente pela CYP2B. A especificidade da atividade de uma reagao
enzimatica como marcador da atividade catalitica de determinada isoforma de CYP, pode
variar entre diferentes espécies e linhagens de animais, entre tecidos de uma mesma
espécie, e entre individuos expostos e individuos ndo expostos a indutores. O fato da
especificidade de determinada reagdo como marcadora da atividade catalitica de uma
isoforma CYP nado ser absoluta, aliado a falta de estudos sobre a especificidade da
reacdo e sobre a inducdo de isoformas do CYP em espécies ndo convencionais estao
entre as principais dificuldades para interpretacdo dos dados de atividade enzimatica
obtidos nessas espécies.

Técnicas baseadas no uso de anticorpos especificos contra determinadas
isoformas de CYP também tém sido bastante usados. Entre essas, os ensaios de ELISA e
immunoblotting sdo os mais usados nos estudos de CYP. Embora possam ser muito
especificas e sensiveis, essas mesmas caracteristicas podem levar a resultados do tipo
falso-positivos pela reagcdo cruzada com epitopos de outras proteinas. Um exemplo
classico de resultado falso-positivo baseado em resultados de immunoblotting foi a
descrigao inicial de uma proteina similar a CYP1A em moluscos (Canova et al., 1998;
Peters et al., 1998; Shaw et al., 2000; Shaw et al., 2004 ). Anos mais tarde, descobriu-se
que aquela banda imunorreativa ndo era composta por uma proteina similar a CYP1A,
mas por actina (Grgsvik et al., 2006; Jonsson et al., 2006). Outro fator limitante para o uso
dessas técnicas para o estudo de CYP é a falta de disponibilidade de anticorpos. Essa
caréncia é ainda maior quando se trata de organismos ndo convencionais, como € o caso
da maioria das espécies de peixes. Nesses casos, a maioria dos anticorpos existentes foi
produzida a partir de proteinas de algumas poucas espécies (em geral de peixes de
regides temperadas) e ndo séo disponiveis comercialmente, o que dificulta o acesso a
esta ferramenta.

Métodos de amplificacdo de segmentos de RNA mensageiro (mMRNA) pela reagao
em cadeia da polimerase (PCR) sdo amplamente usados para a avaliagdo da expressao

de CYP. Assim como os métodos baseados em anticorpos, esses também sio altamente
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especificos e sensiveis, com a vantagem que se pode sequenciar o trecho amplificado
para a confirmacao da especificidade dos iniciadores utilizados. O desenho de iniciadores
para genes que nao foram seqienciados € um fator limitante, mas pode ser superado
pelo uso de iniciadores degenerados ou para regides conservadas. O alto grau de
identidade na sequéncia nucleotidica entre isoformas de uma mesma subfamilia de CYP
pode dificultar a analise de isoformas individuais.

Mais recentemente, tecnologias protedmicas tém sido usadas para estudar a
composi¢cdo de CYP em algumas espécies. Por vezes, esses estudos sdo chamados de
P4506mica (P-quatrocentos e cinquentdémica). Todavia, por serem proteinas de
membrana altamente apolares, a solubilizagdo dos CYP né&o é ftrivial. Trés estratégias
basicas tém sido adotadas para o estudo protedmico de CYP. Todas as trés tém como
ponto de partida a fragdo microssomal. A estratégia considerada mais simples separa as
proteinas microssomais pela massa molecular em géis de SDS-PAGE, corta as bandas
na faixa entre 45-66 kDa, digere as proteinas com tripsina e identifica os peptideos por
MALDI-TOF ou MALDI-TOF/TOF. Nessa abordagem, todas as proteinas sao solubilizadas
devido aos fortes agentes desnaturantes e detergentes usados no gel SDS-PAGE.
Entretanto, como as bandas do gel 1-D s&o formadas por uma mistura de proteinas,
apenas as proteinas mais abundantes sao identificadas. Outra abordagem € a separagao
das proteinas microssomais em géis de poliacrilamida bidimensionais (2-D), a excisdo das
manchas (spots) na faixa de 45-66 kDa, digestao triptica e a identificacdo dos peptideos
por MALDI-TOF/TOF. Contudo, os detergentes compativeis com a etapa de focalizagao
isoelétrica (primeira dimensédo) normalmente ndo sdo muito eficazes para a solubilizagao
de proteinas de membrana como os CYP. Trabalhos que usaram essa abordagem
obtiveram uma cobertura pequena do conteudo total esperado de CYP. A terceira
abordagem é a separacdo das proteinas da fragdo microssomal em géis SDS-PAGE,
excisdo das bandas na mesma faixa de massa molecular, digestao triptica, seguida da
separagao dos peptideos em coluna de cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro
de massas (geralmente ESI-MS/MS). Diversos trabalhos sugerem que essa é a

abordagem que gera maior numero de identificacées de CYP (Wang et al., 2006).
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1.2.5 Citocromo P4501A (CYP1A)

A subfamilia CYP1A é uma das mais estudas em virtude do seu importante papel
na biotransformagdo de xenobidticos de origem natural, de poluentes ambientais e em
processos de ativacdo metabdlica de pré-carcinégenos como alguns PAH (e.g. 7-12
dimetilbenzo-antraceno, DMBA). O interesse por esta subfamilia se deve também a sua
ampla distribuicdo entre os vertebrados e a falta de informagdes sobre seu papel no
metabolismo enddgeno. Apenas alguns dos possiveis ligantes endégenos para a CYP1A
ja foram investigados em estudos com roedores (Raner et al.,, 1996; Nebert e Dalton,
2006). Na maioria dos casos, os ligantes de CYP1A sao moléculas planares e altamente
hidrofébicas devido as caracteristicas estéreo-quimicas dos canais de acesso dos
substratos (figura 1.2 f, g).

A histéria evolutiva do citocromo P4501A (CYP1A) foi recentemente reavaliada em
duas revisdes (Goldstone e Stegeman, 2006; Goldstone et al., 2007). A origem do CYP1A
ainda é questdo em aberto. Goldstone e colaboradores (2007) sugerem a existéncia de
genes similares ao CYP1A em equinodermas e ascidias, o que implicaria no
aparecimento do CYP1A antes da separacado entre protostomados e deuterostomados
(Goldstone et al., 2006; Goldstone et al., 2007). No entanto, a ocorréncia de genes do
CYP1A a partir da linhagem dos peixes mandibulados (Gnastostomados) é amplamente
aceita (Stegeman, 1989; Hahn et al., 1998; Goldstone e Stegeman, 2006; Goldstone et
al., 2006). Também é amplamente aceito que peixes mandibulados possuem um unico
gene de CYP1A — exceto pelas familias de enguias e salmonideos, que possuem dois
genes de CYP1A (Goldstone e Stegeman, 2006). Esse gene de CYP1A encontrado em
peixes teria sofrido uma duplicagdo em algum ancestral exclusivo de aves e mamiferos,
dando origem aos dois pares ortdlogos de CYP1A: CYP1A1/CYP1A4 e CYP1A2/CYP1AS5,
encontrados nesses grupos (Goldstone e Stegeman, 2006). A indugdo do CYP1A via
receptor AhR, por PAH e pHAH, é bem caracterizada em todos os grupos de vertebrados
madibulados (Hahn, 1998).
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1.3 Citocromos P450 em peixes

1.3.1 CYP1A - o mais estudado

Em peixes, a CYP1A é a subfamilia mais estuda entre os CYP. O grande interesse
por essa subfamilia deve-se, em parte, a ampla aplicagcdo da indugdao de CYP1A em
peixes como biomarcador de exposi¢do a poluentes em ambientes de agua doce e
marinhos (Cajaraville et al., 2000; Shailaja e D'silva, 2003; Kirby et al., 2004; Parente et
al., 2004; Parente et al., 2008). Em decorréncia desta aplicagédo, diversas espécies de
peixes ja foram testadas quanto a sua capacidade de responder a exposi¢ao a diversos
xenobidticos com a indugcdo do CYP1A. A ortologia e a elevada similaridade entre as
sequéncias de aminoacidos de CYP1A de peixes e mamiferos € outro fator que estimula o
uso de peixes como ferramenta para o estudo de processos relacionados a CYP1A, tais
como a carcinogénese quimica, e a regulagdo da enzima. Por outro lado, o estudo da
CYP1A em peixes tem contribuido para a elucidagdo da histéria evolutiva dessa
subfamilia e pode ser crucial para a descoberta de suas fungbes enddégenas (ancentrais)
(Hahn et al.,, 1998; Stegeman e Livingstone, 1998; Goldstone e Stegeman, 2006;
Goldstone et al., 2007). Para essas finalidades, a enorme diversidade de espécies, de
habitos ecolégicos e de ambientes colonizados pelos peixes é uma caracteristica
vantajosa do grupo que tem sido pouco aproveitada (Stegeman et al., 1997). A maioria
dos estudos visando caracterizar os CYP, sua regulagao e o sistema de biotransformacao
de peixes € feita em um numero restrito de espécies que, em geral, sdo provenientes de
regides de clima temperado (Anguilla anguilla, Gadus morhua, Ictalarus punctatus,
Oncorhynchus mykiss, Salmo salar, Stenotomus chrysops) ou sdo organismos modelo
(Danio rerio, Fundulus heteroclitus, Oryzias latipes, Takifugu rubripes, Tetraodon
nigroviridis). Os estudos com peixes tropicais objetivam basicamente a caracterizagao da
indugdo da CYP1A para a aplicagdo dessas espécies em programas de
biomonitoramento.

Apesar da CYP1A ser a subfamilia mais estuda em peixes, todas as 18 familias de
CYP encontradas em mamiferos ja foram descritas em espécies de peixes (Burnett et al.,
2007). Os resultados obtidos com os sequenciamentos de genomas de peixes sugerem
que cada espécie deve possuir de 60 a 80 genes de CYP em seu genoma (Nelson, 2003;

Burnett et al., 2007). Com o uso cada vez maior de peixes como organismos modelo em
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diversas areas (e.g. biomedicina, biotecnologia, genética, evolugéo, ecotoxicologia) e o
sequenciamento do genoma dessas espécies, outros CYP de peixe tem sido bem

caracterizados (Alestrom et al., 2006; Burnett et al., 2007).

1.3.2 Inducado de CYP em peixes

Devido a homologia entre os CYP de peixes e os de mamiferos e, principalmente,
pela falta de estudos mais profundos sobre os mecanismos de inducédo de diversos CYP
em peixes, acredita-se que as vias de indugdo dos CYP em peixes sigam os mesmos
padrées descritos em mamiferos. Neste cenario, a indugdo da CYP1A, que é usada em
biomonitoramento, destaca-se por ser bem conhecida. No entanto, a indu¢cdo da CYP1A
em peixes parece ser essencialmente igual a encontrada em outros vertebrados. Assim, a
subfamilia CYP1A em peixes, tal como em mamiferos, é induzida principalmente por
xenobidticos, como os PAH e pHAH, via o receptor AhR que, apdés uma sequéncia de
eventos, se liga as regides promotoras XRE. Entretanto, a diversidade de genes de AhR
em peixes € maior do que a encontrada em mamiferos, que possuem apenas um gene
(Hahn et al., 2006). Multiplos genes do AhR ja foram descritos em peixes e a diversidade
alélica (polimorfismos) nos loci do AhR também parece ser maior em peixes do que em
mamiferos (Burnett et al., 2007). De fato, ja foi demonstrado que pequenas alteragdes na
sequéncia nucleotidica dos receptores AhR sao responsaveis pelas diferencas existentes
na susceptibilidade aos efeitos toxicos de pHAH e PAH, tanto entre espécies, como entre
populagdes (Wirgin e Waldman, 2004; Karchner et al., 2006; Burnett et al., 2007).

1.3.3 Resisténcia adquirida a inducdo de CYP1A

Apesar da inducdo da CYP1A via AhR ser um processo altamente conservado ao
longo da evolugado dos vertebrados, existem grandes diferengas no grau de indugéo entre
espécies e algumas excegbdes. Um dos casos mais estudados € o da adaptagdo de
populagdes de espécies do género Fundulus a ambientes cronicamente contaminados por
pHAH e PAH (Burnett et al., 2007). Essas populagdes adquiriram resisténcia aos efeitos
toxicos desses poluentes através da alteracdo de varias vias metabdlicas, inclusive a do
receptor AhR (Fisher e Oleksiak, 2007). Peixes que habitam essas regides estao expostos

a doses maiores que a dose letal para peixes da mesma espécie de regides controle. A
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dose letal de PCB para peixes de populagdes resistentes é algumas ordens de magnitude
maior do que a dose letal para os peixes de populag¢des controle (Burnett et al., 2007). Em
New Bedford Harbor, por exemplo, a concentragao de PCB no sedimento é de 190000 mg
PCB/kg sedimento (19% p/p) e no tecido muscular dos peixes € de 272 ppm. Por outro
lado, na regido controle de Scorton Creek, a concentragdo de PCB no tecido muscular
dos peixes é de 0,177 ppm. As bases moleculares dessa adaptacao ainda ndo estao bem
estabelecidas, mas sabe-se que os genes do receptor AhR sao altamente polimorficos e
que a frequéncia alélica é diferente entre as regides contaminadas e controle (Hahn et al.,
2006; Burnett et al., 2007). Como consequéncia, peixes das populag¢des resistentes séo
muito menos susceptiveis a indugado da CYP1A do que peixes das populagdes controles.
Mesmo expostos naturalmente as elevadas concentragcdes de PCB e PAH, os peixes das
populacdes resistentes ndo apresentam indugao dos niveis de CYP1A em relacédo aos de
regides controles (Wirgin e Waldman, 2004). Todavia, quando expostos em laboratério
aos indutores de CYP1A, os peixes de populagdes resistentes apresentam ligeira indugao
quando comparado aos de populagdes controle (Bello et al., 2001). Em experimentos com
cultura primaria de hepatécitos, células provenientes de peixes de uma populagao
resistente tiveram que ser expostas a concentracdées 100 vezes maior do que células
provenientes de peixes da regido controle para atingirem niveis similares de inducéo da
CYP1A (Bello et al., 2001). Esses resultados mostram que apesar da indugao de CYP1A
em peixes controles ser mais eficiente do que em peixes resistentes, esses ultimos
possuem CYP1A funcional e continuam sendo capazes de induzi-la via AhR. No entanto,
alguns estudos mostram que os peixes primitivos ndo sdo capazes de induzir a CYP1A ou

mesmo nao possuem essa isoforma.

1.3.4 Resisténcia natural a indugéo do CYP1A

Alguns estudos relatam que peixes agnatos sdo incapazes de induzir a CYP1A
apos a exposigao a xenobidticos do tipo PAH e HAH (Ronis et al., 1989; Goksayr et al.,
1991; Hahn et al., 1998). O invertebrado craniado, Myxine glutinosa, foi usado nesses trés
estudos e um vertebrado basal, a lampreia (Petromyzon marinus), foi usada apenas no
estudo mais recente. Coletivamente, esses trabalhos mostram que em M. glutinosa a
atividade de EROD (marcadora de CYP1A em vertebrados) ndo é induzida pelo

tratamento com PAH e HAH. Em experimentos de immunoblotting, Hahn e colaboradores
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(1998) confirmam os resultados de Goksgyr e colaboradores (1991) mostrando a
presenca de uma banda imunoreativa a um anticorpo policlonal anti-CYP1A em individuos
de M. glutinosa controles e tratados com R-naftoflavona (BNF, um PAH) e com a 3,3'-4,4°
bifenila tetraclorada — TCB (um HAH). Hahn e colaboradores mostraram ainda a mesma
banda imunoreativa usando dois outros anticorpos policlonais. Esses autores, todavia,
nao acharam bandas imunoreativas nessa espécie quando usaram um anticorpo
monoclonal anti-CYP1A. Dessa forma, esses trabalhos sugerem a presenca de uma
proteina homdloga a CYP1A em M. glutinosa. Entretanto, em todos os casos, ndo foram
encontradas diferengas densitométricas entre as bandas imunoreativas de M. glutinosa
controles e tratados. E esperado, portanto, que M. glutinosa possua uma proteina similar
a CYP1A, mas essa espécie parece nao ser capaz de induzir sua expressao e atividade
por classicos indutores de CYP1A de vertebrados via receptor AhR. Hahn e
colaboradores foram os unicos a estudar a via de regulagdo da CYP1A em lampreias —
um dos vertebrados mais primitivos. Em seus estudos, esses autores mostram que a
atividade de EROD nao é detectada, tanto em individuos controles como em tratados com
TCB, na espécie Petromyzon marinus. No mesmo trabalho, mostraram ainda que essa
espécie ndo possui nenhuma proteina na fragdo microssomal que reaja com um anticorpo
monoclonal e um anticorpo policlonal anti-CYP1A. No entanto, apds a reagdo com dois
anticorpos policlonais anti-CYP1A, uma fraca banda imunoreativa foi encontrada na
regiao entre 50 e 55 kDa. Da mesma forma que em Myxine glutinosa, ndo houve
diferenga na densidade da banda de individuos de Petromyzon marinus controles e
tratados com TCB. Esses resultados sugerem que P. marinus deve possuir uma proteina
homodloga a CYP1A. Essa proteina, entretanto, possui caracteristicas imunoreativas,
cataliticas e regulatorias diferentes das encontrada na CYP1A dos outros vertebrados.
Hahn e colaboradores sugerem, entdo, que essas duas espeécies possam ser modelos
interessantes para o estudo de fungdes ancestrais, nao relacionada a indugao da CYP1A,
do receptor AhR e para a investigagdo das fungdes fisiolégicas da CYP1A. No mesmo
trabalho, os autores mostraram também a indugdo de EROD e CYP1A por BNF em um
peixe cartilaginoso (Raja erinacea), sugerindo que a via de sinalizagdo mediada pelo
receptor AhR, e seu envolvimento na regulagdo da CYP1A, é um bem conservada entre
os vertebrados mandibulados. Essa conservacdo, de acordo com aqueles autores,
sugeriria a presenga de uma forte pressdo seletiva para a manutencdo dessa via de

sinalizagao-indugao.
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1.4 Classificacao dos peixes

O termo “peixes” € usado para designar um grupo parafilético composto por
vertebrados basais e ndo tetrapodas (Hyperoartia (agnatas), Chondrichthyes,
Actinopterygii, peixes pulmonados e celacantos). A classe dos Actinopterygii é
considerada uma das mais derivadas entre os peixes, tendo aparecido no final do
Siluriano, ha cerca de 400 milhdes de anos (Chen et al., 2004). Tradicionalmente, essa
classe é dividida em trés infraclasses: Chondrostei, Holostei e Teleostei; tendo, esta
ultima, mais de 23000 espécies validas. De fato, existem mais espécies de peixes
teledsteos do que a soma de espécies de todos os outros grupos de vertebrados (Peng,
He et al., 2006). Os teledsteos sédo divididos em 11 superordens. A relagdo filogenética
entre as superordens de Teleostei pode ser vista na figura 1.6. Das superordens de
Teleostei, destacamos duas: Acanthomorpha, em que as tilapias estdo incluidas, e

Ostariophysi, superordem a que os cascudos pertencem.

| TELEOSTEI
Osteoglossomorpha Clupeomorpha Esociformes Ateleopodomorpha Scopelomorpha

Elopomorpha Ostariophysi Salmoniformes Stenopterygii Cyclosquamata Acanthomorpha

etrapodas

Paixe bruxa Poixes Répteis Aves
Urocordados THaghar’ cartilaginosos Amfibios

Hemicordados Catalecordados Lamproias Teleostel

Mamiferos

Equinodermas

Figura 1.6) Cladograma da evolugdo dos teledsteos segundo o projeto Tree of life
(http://tolweb.org/tree/phylogeny.html). Inciso: Cladograma da evolugdo dos cordados adaptado de
(Hahn, 1998).
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1.4.1 Os Acanthomorpha

A superordem Acanthomorpha € a maior superordem dos peixes, possuindo cerca
de 16000 espécies em mais de 300 familias. A maioria dessas familias € de peixes
marinhos, como o bacalhau, o atum e os linguados. Alguns peixes amplamente usados
em pesquisas bioldgicas também sao classificados nessa superordem. Como exemplo,
podemos citar o baiacu (Takifugu rubripes, ordem Tetraodontiformes), o medaka (Oryzias
latipes, ordem Beloniformes) e o barrigudinho (Fundulus heteroclitus, ordem
Cyprinodontiformes) (Nelson, 2003; Chen et al., 2004; Burnett et al., 2007). Na
superordem Acanthomorpha também ¢é encontrada a ordem Perciformes, que
compreende aproximadamente 40% das espécies de peixes Osseos e € a mais
diversificada entre as ordens dos vertebrados. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) &
uma espécie da ordem Perciformes, classificada na familia Cichlidae. Com mais de 1300
espécies descritas, os Cichlidae (ciclideos) formam a maior familia da ordem Perciformes.
Os ciclideos sdo encontrados em ambientes de agua doce na Africa, Asia, América do Sul
e Central. Tilapias, no entanto, sdo encontradas praticamente em todo o mundo devido ao

seu uso na aquacultura.

1.4.2 Os Ostariophysi

A superordem Ostariophysi € a segunda maior superordem dos peixes, com cerca
de 8000 espécies. Ao contrario dos Acanthomorpha, os Ostariophysi s&o peixes
predominantemente de agua doce e sdo encontrados em todos os continentes (exceto na
Antartica). Estima-se que 68% dos peixes de agua doce pertengcam a essa superordem
(Peng, Wang et al., 2006). Como exemplo de espécies da superordem dos Ostariophysi,
pode-se citar alguns peixes amplamente usados como modelo experimentais: o peixe-
dourado (Carassius auratus, ordem Cypriniformes), o peixe-zebra ou paulistinha (Danio
rerio, ordem Cypriniformes), carpa (Cyprinus carpio, ordem Cypriniformes) e o bagre
americano (Ictalurus punctatus, ordem Siluriforme) (James et al., 2005; Alestrom et al.,
2006). As ordens Cypriniformes e Siluriformes s&o as mais diversas entre os Ostariophysi.
A ordem Siluriforme, entretanto, € pouco estuda em comparagédo com a Cypriniformes. A
ordem Siluriformes € composta por peixes conhecidos popularmente como bagres e

cascudos. A sistematica dessa ordem €& complexa e ainda € alvo de intenso debate.
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Contudo, uma subdivisdo amplamente aceita € a que existe entre os grupos Siluroidei e
Loricarioidei. Sullivan e colaboradores classificaram esses grupos como subordem
(Sullivan et al., 2006). Outra caracteristica dessa ordem que € amplamente aceita é sua
distribuicdo geografica. Enquanto espécies da subordem Siluroidei sdo encontradas nas
Américas, na Africa, na Europa e na Asia, as espécies da subordem Loricarioidei sdo
endémicas da América do Sul (Sullivan et al., 2006). Os cascudos (Hypostomus luetkeni e
H. affinis) sao classificados na familia Loricariidae, da subordem Loricarioidei. A familia

Loricariidae € a maior familia da ordem Siluriformes, com cerca de 700 espécies validas.

2. OBJETIVOS

Em estudo de monitoramento ambiental realizado pelo nosso laboratério ao longo
da bacia do rio Paraiba do Sul e do rio Guandu, usando uma atividade enzimatica
marcadora de CYP1A, a etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), observamos que duas
espécies de cascudos da familia Loricariidae ndo apresentavam atividade detectavel de
EROD no figado. A auséncia de atividade foi constatada inclusive em cascudos coletados
em locais contaminados, onde individuos de outras espécies (e.g.: acara, Geophagus
brasiliensis e tilapia, Oreochromis niloticus) exibiam clara indugdo de EROD hepatico
(Santos, 2004). Por outro lado, estudos ndo publicados do Museu Nacional do Rio de
Janeiro sugerem que os cascudos sao as espécies mais afetadas por malformagdes e
lesdes cutdneas em uma regido cronicamente contaminada por benzo[a]pireno, um pré
mutageno ativado por CYP1A (Dr. Gustavo Nunan, comunicagao pessoal). Coletivamente,
esses achados indicam que os Loricarideos possuem um sistema de biotransformagao
funcional capaz de ativar o benzo[a]pireno, mas que de alguma forma é diferente do
encontrado nas demais espécies de peixes. Situado nesse contexto, o objetivo geral
deste trabalho foi investigar os processos da biotransformagcdo de xenobidticos,
especialmente os relacionados aos citocromos P450 da subfamilia 1A (CYP1A), em
cascudos da familia Loricariidae. Como existem poucos dados sobre CYPs e sobre a
biotransformacdo de xenobidticos em cascudos, procuramos realizar um estudo
comparativo com peixes melhor estudados da familia Cichlidae (tilapia) e com mamiferos

(camundongos).
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2.1 Objetivos especificos

1 - Avaliar a genotoxicidade do DMBA, um pré mutageno ativado
predominantemente por CYP1A, através da analise da frequéncia de eritrocitos

micronucleados em sangue periférico de cascudos e tilapias

2 - Verificar o efeito de tratamentos com indutores de CYP1A (BNF e DMBA) sobre
as reagdes catalisadas por isoformas de P450 em figado de cascudos, tilapias e
camundongo.
2.1 - investigar a participacdo de CYP1A na catalise das reagcbes mais
relevantes (EROD, ECOD) através de ensaios de inibig&o in vitro;
2.2- determinar o Km e a Vpya dessas enzimas em relagdo a esses

substratos.

3 - Avaliar a expressdo de proteinas do CYP hepatico (CYP1A e CYP3A) nas

espécies estudadas

4 - |dentificar as proteinas do CYP expressas no figado de cascudos e tilapias

5 - Determinar as atividades enzimaticas catalisadas por diferentes isoformas de

CYP em branquias, intestino e coracao de cascudos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos peixes

Cascudos (Hypostomus luetkeni, Fig. 3.1b, e Hypostomus affinis, Fig. 3.1c)
de ambos os sexos foram coletados com o auxilio da equipe do Laboratério de
Ictiologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (licenga IBAMA n:
02022.003326/2003 - 17) e de pescadores locais. Para o primeiro experimento, os
cascudos (H. luetkeni) foram capturados por rede de espera e por tarrafa,
principalmente durante a noite. A coleta foi realizada no rio Preto, no trecho
localizado no distrito de Afonso Arinos, municipio de Rio das Flores, estado do Rio
de Janeiro, Brasil (Lat.: 22° 00" 38.44”S; Long.: 43° 21" 52.5”0). Apé6s a captura,
os peixes foram transportados para a estacao de piscicultura da EMATER-RJ em
Rio das Flores, onde foram mantidos em tanques de depuragdo (aprox. 1000L,
Figura 3.2a), com circulagao continua de agua (vazéo aprox.: 80 L/min) por, no
minimo, duas semanas antes dos tratamentos. Para o segundo experimento,
cascudos (H. affinis) foram coletados apenas por meio de tarrafas e durante o dia.
A coleta foi realizada no rio Jacutinga, afluente do rio Preto, municipio de Santa
Rita do Jacutinga, estado de Minas Gerais, Brasil (Lat.: 22° 9" 5.87”S; Long.: 44°
5" 33.65”0). Apo6s a captura, os peixes foram transportados para o sitio Pouso de
Minas, no mesmo municipio da coleta, onde foram mantidos em tanques de agua
com circulagdo continua por uma semana antes do tratamento (capacidade: 500L,
5 peixes por tanque, vazao aprox.: 60 L/min, Figura 3.2b).

Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus, Fig. 3.1a) de ambos os sexos foram
gentilmente doadas pela estacdo de piscicultura da EMATER-RJ. As Tilapias
foram transferidas dos lagos de criacdo da EMATER para tanques de depuragéo
(Fig. 3.2a) e mantidas com circulagédo continua de agua, nos mesmos tanques dos
cascudos, por no minimo duas semanas antes dos tratamentos. Em todos os
casos o0s peixes foram mantidos em condi¢gdes naturais de iluminagdo mas sob
protecdo da incidéncia direta da luz solar. A agua utilizada para o abastecimento
dos tanques foi proveniente de fontes naturais, da regido onde os peixes foram
capturados, nao tendo nenhuma interferéncia humana evidente

(contaminacao/tratamento).
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b) C) Ana Cardoso

Figura 3.1) Peixes coletados para estudo: a) Tilapia, Oreochromis niloticus; b)

Cascudo, Hypostomus luetkeni; e ¢) Cascudo, Hypostomus affinis.

Figura 3.2: Tanques de depuracao, a) da estagao de piscicultura da EMATER em
Rio das Flores, onde cascudos e tilapias foram mantidos durante o primeiro

experimento e b) no sitio Pouso de Minas, onde cascudos foram mantidos durante

0 segundo experimento.
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3.2 Exposicao aos xenobidticos

Os espécimes de tilapias e cascudos foram expostos, por injegcao
intraperitonial (i.p.), a R-naftoflavona (BNF) ou ao 7, 12-dimetil-dibenzoantraceno
(DMBA), ambos administrados em dose unica de 50mg/kg, diluidos em dleo de
milho (Fig. 3.3). Imediatamente antes do tratamento, cada peixe era retirado do
tanque, pesado e colocado em um pequeno recipiente com agua enquanto a
seringa era avolumada com solucdo de 50ug/uL de BNF ou DMBA. Com a seringa
avolumada, o peixe era retirado da agua, imobilizado e inoculado com 1uL/g da
solugédo de BNF ou DMBA. Os animais eram colocados em tanques de acordo com
o indutor recebido, sendo mortos um, trés ou sete dias apds o tratamento (dias 1,
3 ou 7). O grupo controle foi formado por tilapias e cascudos nao tratados,
mantidos em tanque separado, mortos no dia que os demais peixes foram tratados
(dia 0).

Rita Estevam

------
b

Figura 3.3) Tratamento via intraperitoneal de tilapias e cascudos com BNF ou
DMBA.
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As duas substadncias administradas foram escolhidas pelas razées que se
seguem:

- BNF (Fig. 3.4a), por ser um conhecido ligante do receptor Ah e por ser
amplamente utilizada para a inducdo de isoformas da subfamilia CYP1A em
diversas espécies (Troxel et al.,, 1997; Hahn et al., 1998; Bastos et al., 2004;
Parente et al., 2008). Além do CYP1A, a BNF também interfere com a expresséao
de outras proteinas como: CYP2B, CYP2C, CYP3A, GST, UDPGT, ABC, AhR,
AhRR, ARNT, CAT (The Comparative Toxicogenomics Database, 2008). A BNF
usada neste trabalho foi comprada da SIGMA (numero de catalogo: N-3633,
numero do lote: 69H1176).

- o DMBA (Fig. 3.4b), por ser um hidrocarboneto aromatico policiclico (PAH)
e um potente pré-mutageno. O DMBA induz CYP1A em diversas espécies e é
ativado por isoformas desta subfamilia (Weimer et al., 2000; Weber e Janz, 2001).
O DMBA usado nesse trabalho foi comprado da SIGMA (numero de catalogo: D-
3254, numero do lote: 64H0011). O tratamento com dose unica de 50 mg/kg, tanto
de BNF como de DMBA, tem se mostrado eficaz para a indug¢do de CYP1A em
diversas espécies e, no caso do DMBA, também para aumentar a frequéncia de
micronucleos (Hahn et al., 1998; Bastos et al., 2004; Poca et al., 2008).

a) b)

Figura 3.4) Estruras quimicas da a) B-naftoflavona (BNF) e b) do 7-12 dimetil-

benzoantraceno (DMBA)
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3.3 Eutanasia e disseccao

Todos os peixes foram mortos em campo por secgao cervical, seguida de
decapitagdo, segundo as recomendagdes sobre cuidados e usos de peixes em
pesquisa, ensino e testes, de 2005, do Conselho Canadense de Cuidados com
Animais (Ccac, 2005). Ap6és a morte, o sangue periférico dos peixes dos grupos
controle e tratado com DMBA foi colhido em Iamina de vidro para a preparagao de
distensdes sanguineas. O peso total e o comprimento da ponta da cabeca a
nadadeira caudal (comprimento furca: CF) foram anotados. No primeiro
experimento, tilapias e cascudos, controles e tratados com BNF ou DMBA, foram
mortos um, trés ou sete dias apds o tratamento e dissecados para a remocgao do
figado. O segundo experimento foi realizado apenas com cascudos (H. affinis).
Neste caso, controles e tratados com BNF foram mortos trés dias apds a injecéo e
imediatamente dissecados para a remoc¢ao do figado, do coracgao, das branquias e
de parte do intestino. Todo o procedimento de dissecg¢ao foi realizado em gelo e
durou menos do que 10 minutos. Imediatamente ap6s a remogao, os 6rgédos foram
pesados, embalados, identificados, congelados e armazenados em nitrogénio

liquido até o preparo da fragdo microssomal.

3.4 Camundongos Suigos

Camundongos suigos machos livres de patdgenos especificos (spf) foram
fornecidos pelo CECAL-FIOCRUZ e mantidos no biotério do Laboratério de
Toxicologia Ambiental. Com aproximadamente 10 semanas, os camundongos
foram tratados por via intraperitoneal com 50 mg/kg de BNF e mortos um, trés ou
sete dias apos o tratamento. Os animas foram mortos por deslocamento cervical.
Os camundongos foram entdo dissecados para a remogédo do figado, que foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido até o preparo da fracéao

microssomal.
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3.5 Avaliagcao da genotoxicidade do DMBA em cascudos e tilapias

A genotoxicidade do DMBA em cascudos e tilapias foi avaliada pela
determinagdo da frequéncia de eritrécitos com micronucleos no sangue periféricos
dos peixes. As laminas com as distensdes sanguineas foram fixadas em etanol e
coradas com Giemsa por 10 minutos. Para determinar a frequiéncia de eritrocitos
com micronucleos, examinamos 3000 eritrocitos por animal (em 3 contagens
independentes, em campos distintos, de 1000 eritrécitos cada). Foram
considerados micronucleos corpos corados de até dois tercos do tamanho do
nucleo principal, fisicamente separados deste e nao refringentes segundo os
critérios estabelecidos por da Silva Souza 2006 (Da Silva Souza e Fontanetti,
2006). A contagem dos micronucleos em eritrocitos foi realizada em microscopio

de luz convencional (Olympus BX45) em aumento total de 1000x.

3.6 Preparo da fragao microssomal

No laboratorio todas as etapas foram realizadas em banho de gelo ou em
temperaturas de até 4°C. Cada o6rgao foi descongelado e homogeneizado
individualmente, com homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen, em tampao Tris-
HCI (Tris 100 mM, KCI 150mM, pH 7,4), em volume correspondente a 4 vezes o
peso do 6rgao ou no maximo 7 mL. Esse homogeneizado foi centrifugado a 9000 g
por 30 minutos em centrifuga Epperdorf 5804R. O sobrenadante dessa
centrifugacdo foi transferido para tubos de ultracentrifuga e centrifugado a
100.000 g por 1 hora em ultracentrifuga Hitachi CP70MX. O sobrenadante da
primeira ultracentrifugacdo foi desprezado e o depdsito (“pellet”, microssomos)
ressuspenso em tampao Tris-HCl e novamente centrifugado a 100.000 g por 1
hora para melhor remogdo de hemoglobina contaminante. O precipitado
(microssomo) da segunda ultracentrifugagao foi ressuspenso em 2 mL de tampao
fosfato de potassio (K;HPO4 100 mM, EDTA 1 mM, 20% glicerol pH 7,4),
aliquotado em criotubos e armazenado em congelador (-70 C).
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3.7 Dosagem de proteinas totais

A concentragdo de proteinas totais na fragdo microssomal foi medida pelo
método de Bradford (Bradford, 1976) adaptado para microplaca. Em resumo, as
fracdes microssomais de cada individuo foram diluidas 30x em tampao KH,PO4 50
mM, NaCl 150mM pH 7,2. Cinco microlitros de cada amostra diluida foi adicionada
em um poco da placa de 96 pogos. A curva padrao foi construida com diluicdes
seriadas de albumina sérica bovina — BSA (Sigma P5619). A leitura em
espectrofotometro (Spectramax plus 384, Molecular Devices®) foi realizada a
595nm com sensibilidade normal, 30 minutos apd6s a adigdo do reagente de

Bradford. Todas as determinag¢des foram realizadas em triplicata.

3.8 Determinacgdo das atividades enzimaticas

3.8.1 Alcoxiresorufina-O-desaquilases

A desalquilagcdo de uma série de ésteres de resorufina tem como produto
final a resorufina — um composto fluorescente - e € usada para a avaliacao in vitro
da atividade enzimatica de algumas isoformas do citocromo P450 (Fig.: 3.5). Em
mamiferos, especialmente em roedores, a desalquilacdo de cada éster de
resorufina é catalisada predominantemente por determinada isoforma de CYP.
Dessa forma, em roedores, a atividade de etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) é
considerada um marcador especifico para o CYP1A1; a atividade de
metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD) €& um marcador para o CYP1AZ;
enquanto as atividades de pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD) e
benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) s&do marcadores para as isoformas da
subfamilia CYP2B (2B1/2B2 em ratos e 2B9/2B10 em camundongos) (Burke et al.,
1994). Em peixes, as atividades de EROD e MROD s&o considerados marcadores
de CYP1A (Sen e Arinc, 2000; Smeets et al., 2002; Parente et al., 2004; Torre et
al., 2006; Parente et al., 2008). Nado é bem conhecido que isoforma catalisa PROD
e BROD em figado de peixes, mas em geral acredita-se que essas atividades
também sejam mediadas por isoformas da subfamilia CYP2B (Ruus et al., 2002;
Mortensen e Arukwe, 2007; Matsuo et al., 2008). As reagbes de desalquilagéo de
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ésteres de resorufina (EROD, MROD, PROD e BROD) s&o coletivamente
representadas pela sigla “XROD”.

O acumulo de resorufina foi medido a 30°C na fragcao microssomal de peixes
e a 37°C para camundongos em espectrofluorimetro Shimadzu RF530IPC
(parametros: Ex.: 550nm, Em.: 582nm, abertura das fendas: 5,0 e sensibilidade
alta) essencialmente como descrito por Burke e colaboradores (1994) (Burke et
al., 1994), exceto pela substituicao do NADPH por um sistema regenerador de
NADPH. Em resumo, a reagédo (volume final: 2 mL) foi realizada pela incubagao de
substrato (5 pM etoxi-, metoxi-, pentoxi-, ou benziloxiresorufina), fragéo
microssomal (200 ug de proteina microssomal) em tampao K;HPO, 100mM pH
7,8, em cubetas de quartzo até alcangcarem a temperatura do ensaio. A reacgao foi
iniciada pela adicdo de 50 pL sistema regenerador de elétrons (Glicose-6-fosfato
500 mM, Glicose-6-fosfato desidrogenase 0,5 U/mL, B-NADP 25 mM e MgCI2 1
M). O acumulo de resorufina foi acompanhado por um minuto e trinta segundos.
Em todos os casos, as reagbes se mantiveram em velocidade inicial por, pelo
menos, dez minutos. As atividades especificas de XROD foram calculadas a partir
da variagcao da intensidade de fluorescéncia durante o tempo da reagdo e das
curvas padrao de resorufina; sendo expressas em picomoles de resorufina por
minuto por miligrama de proteina total na fragdo microssomal. As curvas padrao
foram construidas pela determinacao da intensidade de fluorescéncia de solugdes
de resorufina (Aldrich 23,015-4 lot.: HS08509HR) em diferentes concentragdes (O,
10, 20, 50, 100 e 200 pmoles de resorufina). Todas as determinagdes foram

realizadas em triplicata.

3.8.2 Etoxicumarina-O-desetilase (ECOD)

Em roedoes, a atividade de ECOD é compartilhada por varias isoformas de
CYP, nado sendo considerada, portanto, um marcador especifico de determinada
isoforma (Fig. 3.5). As principais isoformas de CYP que participam da hidrélise da
etoxicumarina sao: CYP1A1, 1A2, 2A2, 2B1, 2C11, 2C13, 2E1, 3A2 (Funae e
Imaoka, 1993). Em peixes, ndo se sabe ao certo quais sdo as isoformas de CYP
envolvidas na catalise da reacdo de ECOD (Stegeman et al., 1997; Hugla e
Thome, 1999; Klinger et al., 2001).
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A atividade de ECOD foi determinada de acordo com o método descrito por
Funae & Imaoca (Funae e Imaoka, 1993). Em resumo, dez microlitros dos
microssomos diluidos (2,5 mg ptn/mL) e o substrato, etoxicumarina (300 uM),
foram incubados em tampéao (Tris 70 mM pH 7,4) a 30° C por 10 minutos antes da
adicdo do sistema regenerador de NADPH que deu inicio a reagdo. A reacgéo
durou 10 minutos e foi interrompida pela adicdo de 50 uL de acido acético 2N e
incubagcdo em gelo. O produto da reacdo, a umbeliferona, foi extraido com
cloroférmio e glicina 1,6 M pH 10,4 e quantificado em espectrofluorimetro
Shimadzu RF530IPC (parametros: Ex.: 355, Em.: 460, abertura das fendas 5,0 e
sensibilidade alta). A atividade especifica de ECOD foi calculada a partir da
intensidade de fluorescéncia do produto final (umbeliferona) produzido durante o
tempo da reacdo, e das curvas padrao de umbeliferona, sendo expressas em
picomoles de umbeliferona por minuto por miligrama de proteina total na fragcédo
microssomal. As curvas padrdo foram construidas pela determinacdo da
intensidade de fluorescéncia de solugdes de umbeliferona (Sigma U-7626 lot.:
76H3402) em diferentes concentrag¢des (0, 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,15 e 0,2

r]moles de umbeliferona)
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Figura 3.5) Esquema das atividades enzimaticas avaliadas neste trabalho.
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3.8.3 Determinacdo da velocidade maxima (Vmax), constante de

Michaelis-Menten (Km) e inibigao enzimatica

Todas as medidas de atividade empregadas para o calculo de Vnax € Km
foram realizadas em triplicata. Para essas determinacdes foram usados apenas
microssomos provenientes de peixes nao tratados (n=5). A Vnhax € a Km de EROD
foram determinadas empregando as seguintes concentragbes de etoxiresorufina:
0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 7,5uM. A Vax € a Km de ECOD foram
determinadas usando as seguintes concentragbes de etoxicumarina: 1; 10; 50;
100; 200; 300; 600; 1500; 3000; 5000uM. Os experimentos de inibicao da
atividade enzimatica foram realizados pela incubacdo de 0,1 e 1,0 nM de a-
naftoflavona, um conhecido inibidor de CYP1A, com a mistura de proteinas
microssomais e diferentes concentracdes dos substratos antes do inicio das
reagdes pela adicdo de um sistema regenerador de elétrons (Stegeman e Woodin,
1980; Bastos et al., 2004). Nas determinagbées de EROD, a pré-incubagdo com a
a-naftoflavona durou 1 minuto e nas reacdes de ECOD, esta pré-incubacgao durou

10 minutos.

3.8.4 Fixacao do pH, temperatura, concentracao de proteinas e tempo

de reacao

As atividades de XROD em diferentes condigcbes de pH, temperatura,
concentracdo de proteinas e tempo de reagdo foram determinados por método
adaptado para microplaca. Neste caso, a resorufina produzida apds o término da
reacao foi quantificada em espectrofluorimetro para microplaca (Spectramax
Gemini XS, Molecular Devices®). Em resumo, tampao K;HPO, 100mM (pH 6,5;
7,8 ou 8,5) com o substrato e as proteinas microssomais (25, 50 ou 100 pg) foi
pré-incubado até alcangar a temperatura desejada (20, 30 ou 37°C), quando a
reagao foi entdo iniciada pela adigcao de sistema regenerador de NADPH. A reagao
durou um, dois, cinco, dez ou quinze minutos e foi interrompida pela adicao de

100pL de acetonitrila pura.
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3.9 Eletroforese unidimensional

As proteinas da fracdo microssomal foram separadas em gel de 10%
poliacrilamida, segundo o método de Laemmli (Laemmli, 1970). Brevemente, as
proteinas foram desnaturadas pela adicdo de tampao 0.5M Tris-HCI pH 6.8
contendo 10% R-mercaptoetanol, 20% glicerol, 10% SDS e 0,05% azul de
bromofenol e pelo aquecimento a 95°C, por cinco minutos. As proteinas
desnaturadas foram aplicadas nos géis e separadas com corrente constante de
20mA por gel, durante o gel de empilhamento, e 40mA por gel, no gel de
separacao, a temperatura ambiente, usando o sistema Hoefer miniVE e fonte
EPS301, ambos da GE Healthcare®.

3.10 Western-blotting e imunorrevelagao

As proteinas separadas foram eletrotransferidas do gel para membranas de
nitrocelulose (Hybond ECL, GE Healthcare®), usando o sistema Hoefer miniVE
semi-umido da GE Healthcare®, por 2 horas, a 400mA. A eficacia da transferéncia
foi verificada pela coloragdo das membranas transferidas com 0,1% Ponceau S.

Os sitios inespecificos da membrana foram bloqueados em solugédo a 5% de
leite em po desnatado, a 4°C, durante a noite. Apoés o bloqueio, as membranas
foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com solugao de anticorpo
primario, segundo a recomendagao dos fornecedores. O anticorpo monoclonal
anti-CYP1A de peixe (MAb1-12-3) foi doado pelo Dr. John Stegeman, do Instituto
Oceanografico de Woods Hole, nos Estados Unidos (Stegeman, 1989); o anticorpo
policlonal anti-CYP3A de peixe foi doado pela Dra. Malin Celander, da
Universidade de Gotenberg, na Suécia (Celander, 1996; Celander et al., 2000) e o
anticorpo policlonal anti-CYP1A de peixe foi comprado dos Laboratérios
Biosense®, Bergen, Noruega. As bandas imunoreativas foram detectadas por
guimioluminescéncia usando o kit ECL “western blotting” (RPN2109) da GE
Healthcare® em filme autoradiografico (Hyperfilm ECL, GE Healthcare®).
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3.11 Excisao das bandas e digestdao enzimatica para identificagao

das proteinas por espectrometria de massas

As bandas de gel unidimensional foram excisadas com o auxilio de bisturi,
armazenadas em tubos de 500 pL e cortadas em pequenos pedacgos. As proteinas
foram reduzidas em 100 uL de solucao 65 mM DTT, por 30 minutos, a 56°C e
alquiladas com 100 uL de solugdo de 200 mM iodoacetamida, por 30 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Os pedacgos de gel foram lavados com 200 uL
de 100 mM bicarbonato de aménio por 10 minutos. As bandas foram desidratados
por duas vezes com 200 uL de 100% acetonitrila, por cinco minutos, e reidratados
em 200 uL de 100 mM bicarbonato de amoénio, por 10 minutos. As amostras foram
secas em Speed Vac por 15 minutos. Ao pedaco de gel desidratado foi adicionada
solugao de tripsina diluida (20 ug de tripsina em 100 uL de 50 mM acido acético,
diluida 10 vezes com 50 mM bicarbonato de aménio). Os géis foram mantidos em
gelo por 10 minutos para a penetragao da tripsina, sem que houvesse digestao. O
excesso de tripsina foi removido e os pedacos de géis foram incubados em 20 uL
de 50 mM bicarbonato de aménio, durante a noite, a 37°C.

Os peptideos foram extraidos do gel por sonicagdo com banho de ultra-som
por 10 minutos e pela agitagdo vigorosa dos tubos (vortex) por 20 segundos. O
bicarbonato de aménio com os peptideos foi armazenado em tubo 500 uL. Ao gel
restante foram adicionados 30 uL de solugdo 5% acido férmico, 50% acetonitrila.
As amostras foram levadas ao ultrasom por mais 2 minutos e ao vortex por mais
20 segundos. A solugdo com os peptideos foi removida e adicionada aos 20 uL
anteriores, em tubo de 500 uL. Essa etapa da extracao foi repetida mais uma vez.
As amostras foram concentradas em Speed Vac até 10 uL. Os peptideos extraidos
foram dessalinizados em colunas de C18 (ZipTip, Millipore) e eluidos em 1,5 uL de

acetonitrila pura para posterior analise por espectrometria de massas.

3.12 MALDI-TOF/TOF e identificagao das proteinas

Os peptideos extraidos e dessalinizados foram analisados por espectrémetria de
massas do tipo MALDI-TOF/TOF no modo reflectron (ABlI 4700 Proteomics

Analyser, Applied Biosystems, EUA). As amostras foram misturadas com matriz
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(10 mg/mL acido a-ciano-4-hidroxicinamico em 50% acetonitrila e 0,3% acido
trifluoacético) na propor¢do de 1:1 (v/v). As misturas foram aplicadas
individualmente na placa de MALDI e secas a temperatura ambiente. A placa de
MALDI foi calibrada com uma mistura dos seguintes peptideos: arg-bradicinina
(m/z 904,46), angiotensina | (m/z 1.296,68), glu1-fribrinopeptideo B (m/z
1.570,67), ACTH-(1-17) (m/z 2.093,08), ACTH-(18-39) (m/z 2.465,19). No modo
MS, a relagcdo massal/carga (m/z) dos ions observados corresponde as massas
dos peptideos obtidos pela digestao triptica das proteinas e foram detectados pelo
espectrometro (mapa peptidico). No modo MS/MS, os dez ions mais abundantes
foram selecionados (“timed ion selector”) e fragmentados, preferencialmente nas
ligagbes peptidicas, por colisdo com nitrogénio (CID, Colission Induced
Dissociation). As massas dos fragmentos gerados no modo MS/MS foram
submetidas a busca contra o banco de dados n&o redundante do NCBI, com o
auxilio do programa MASCOT (Matrix Science, Inglaterra). Os parametros usados
na busca foram: duas clivagens de tripsina perdidas, + 0,8 Da de erro no modo
MS, + 0,6 Da de erro no modo MS/MS e as seguintes modificagdes:
carbamidometilagdo (Cys), oxidagao (Met), fosforilagéo (Thr, Ser, Tyr) e pyro-Glu
(N-terminal Glu). A especificagao do instrumento para a busca de dados através
do programa MASCOT foi “MALDI-TOF/TOF”. Quando necessario, os dados foram

conferidos manualmente.

3.13 Estatistica

Para o tratamento dos dados, foram utilizados os programas Microsoft®
Office Excel® e GraphPad Prism versao 4.00 para Windows, GraphPad Software,

San Diego Californa USA, www.graphpad.com.

Como o numero amostral foi relativamente baixo para uma analise de
normalidade, empregamos testes ndo paramétricos para a analise estatistica dos
dados de atividade enzimatica. Os testes de Kruskal-Wallis, seguido do teste a
posteriori de Dunn’s foram usados para a analise desses resultados. O teste do
qui-quadrado foi usado para a analise dos resultados de micronucleo. O valor
critico de p usado para todas as analises estatisticas deste estudo foi de 0,05. A

Vmax € a Km aparentes foram estimadas através dos métodos graficos de
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Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf e Eade-Hofstee. Os valores obtidos nas trés
analises foram muito proximos e os que estao apresentados foram os obtidos pelo

grafico de Lineweaver-Burk.
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4. RESULTADOS

Os seguintes animais foram empregados nos experimentos: 33 tilapias (O. niloticus) e 33
cascudos (H. luetkeni) coletados em Afonso Arinos, R.J.; 23 camundongos suicos (machos, com
10 semanas); e 15 cascudos (H. affinis) coletados em Santa Rita do Jacutinga, M.G.. Os dados
relativos ao tamanho e peso do figado e ao numero (n) de animais em cada grupo estido

apresentados nas tabelas 4.1 € 4.2.

4.1 Efeito clastogénico do DMBA em tilapias e cascudos

Os dados apresentados na tabela 4.3 mostram que a frequéncia de eritrécitos com
micronucleos no sangue periférico de tilapias (O. niloticus) e de cascudos (H. luetkeni)
tratados com DMBA (50 mg/kg ip) foi maior do que a verificada nos respectivos controles
nao tratados. Nas tilapias, a elevagao da frequéncia de eritrécitos com micronucleos
somente foi evidenciada estatisticamente nos peixes mortos trés dias apos o tratamento.
Nos cascudos, o aumento da frequéncia de eritrocitos com micronucleos foi detectado
estatisticamente em todos os intervalos de tempo pos-exposicdo ao DMBA (50 mg/kg ip)
analisados. De fato, a frequéncia maxima de eritrocitos com micronucleos em cascudos
(0,267%) foi superior a incidéncia maxima encontrada nas tilapias (0,167%). No entanto,
enquanto nos cascudos a elevagao maxima da incidéncia de eritrocitos com micronucleos
foi observada no primeiro dia apds o tratamento, nas tilapias o aumento maximo ocorreu
trés dias apds a injecdo do DMBA. Como, no grupo de tilapias mortas um dia apos o
tratamento, so foi possivel determinar a frequéncia de micronucleos em laminas de um
individuo, ndo é possivel afirmar que haja diferengas entre as duas espécies quanto ao
curso temporal do efeito clastogénico do DMBA. Os resultados demonstram claramente
que o DMBA (50 mg/kg ip) foi genotoxico para as duas espécies de peixe. Como o DMBA
€ um clastégeno indireto, que necessita de ativagcdo metabdlica, os resultados sugerem
ainda que as duas espécies possuem enzimas que catalisam a conversdo deste proé-
mutageno em seu(s) metabdlito(s) intermediario(s) eletrofilico(s). Como comentado na
Introducdo deste trabalho, o primeiro passo da via de ativagdo do DMBA ¢é catalisado por
citocromos P450 da familia 1 (CYP1) (Shimada e Fujii-Kuriyama, 2004; Shimada, 2006).
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TABELA 4.1: COMPRIMENTO (cm), PESO CORPORAL (g) E PESO DO FIGADO (g), DOS PEIXES E CAMUNDONGOS UTILIZADOS (MEDIA + DP).

GRUPOS: CONTROLE BNF (50 mg/kg ip) DMBA (50 mg/kg ip)
TEMPO APOS O TRATAMENTO (DIAS): 0 1 3 7 1 3 7
TILAPIA COMPRIMENTO (cm)  21,20+1,9 21,00£2,9 21,00£2,9 20,60+2,3 22,20+1,1 21,00+1,0 19,00+0,8
PESO CORPORAL (g)  181,92+70,9  162,55£75,0 167,04+67,3 153,08+44,7 196,70+33,9 162,72+30,7 110,95+13,3
O. niloticus PESO FiGADO (g) 2,14+1,2 1,83£1,5 1,99+0,7 2,13+£0,8 3,13+1,2 1,73£0,7 1,19+0,1
(n) 5 4 5 5 5 5 4
CASCUDO COMPRIMENTO (cm)  27,00+2,4 27,00£1,9 28,80+2,2 26,50+7,8 26,20+2,6 27,80+2,0 26,3342,4
PESO CORPORAL (g)  200,28+32,4  241,76+352  252,98+51,1 240,254+205,7 238,24+76,1 206,64+39,5 195,40+46,1
H. luetkeni PESo FiGADO (g) 1,72+0,3 2,66+0,7 1,90+0,1 1,90+1,3 2,31£1,2 1,70+0,2 1,644+0,2
(n) 5 5 5 2 5 5 6
CAMUNDONGO PESO FiGADO (g) 1,96+0,4 1,91+0,3 2,25+0,3 2,42+0,5 - - -
(n) 9 5 5 4 - - -

TABELA 4.2: COMPRIMENTO (cm) E PESOS (g) DO CORPO, DO FIGADO, DO INTESTINO, DO CORACAO E DAS

BRANQUIAS DOS CASCUDOS (H. affinis) UTILIZADOS (MEDIA + DP).

PESO (g)
TAMANHO (cm)
CORPORAL FiGADO INTESTINO CORACAO BRANQUIA
CONTROLE
@=5) 33,0+2,0 307,31+41,5 1,94+0,78 3,65+1,04 0,17+0,03 1,50+0,25
n:
TRATADO
(1=10) 27,0£2,5 170,76+30,0 1,55+0,33 1,75+0,22 0,08+0,04 1,41+0,5
n:
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TABELA 4.3: FREQUENCIA DE ERITROCITOS COM MICRONUCLEOS NO SANGUE PERIFERICO
DE TILAPIAS (O. niloticus) E cAscuDos (H. luetkeni) CONTROLES (0) E TRATADOS

coM DMBA (50 mg/kg ip), 1, 3 E 7 DIAS APOS O TRATAMENTO

FREQUENCIA DE ERITROCITOS MICRONUCLEADOS (%)

DIAS APOS O TRATAMENTO O 1 3 7
TILAPIA 0,026 0,100 0,167 0,071
(n) Q) (1) (3) 4)
CASCUDO 0.019 0.267° 0.191° 0,199

(n) %) (5) (5) (5)

TESTE DO QUI-QUADRADO. AS DIFERENCAS EM RELACAO AO GRUPO CONTROLE SAO ASSINALADAS POR

stk sk

ASTERISCO: ~: P<0,001; **: P<0,0001. (n)=NUMERO DE INDIVIDUOS ANALISADOS.

4.2 Atividade de monooxigenases hepaticas em tilapias e cascudos

4.2.1 Etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

A BNF é um conhecido indutor das enzimas da subfamilia CYP1A (Schlezinger e
Stegeman, 2000) e, como esperado, o tratamento de camundongos com BNF (50 mg/kg
ip) aumentou a atividade de EROD hepatica. A atividade especifica média de EROD nos
camundongos controle foi 57,15 £ 10,0 pmols de resorufina por minuto por miligrama de
proteina microssomal. Nos camundongos mortos 24 horas apos o tratamento com BNF
(MB1), a atividade de EROD foi 4,13 vezes maior do que a registrada nos controles. No
grupo morto trés dias apds o tratamento (MB3), esse aumento foi de 3,86 vezes e, no
grupo morto sete dias apos a inje¢cao de BNF (MB7), o aumento foi de 2,05 vezes. Apenas
a indugao observada no grupo MB3, no entanto, se mostrou estatisticamente diferente do
controle (figura 4.1a).

De forma semelhante ao observado com os camundongos, o tratamento com BNF
(50 mg/kg ip) aumentou a atividade de EROD em microssomas hepaticos de tilapias (O.
niloticus). A atividade especifica média de EROD nas tilapias controle foi 43,44 + 19,1
pmols de resorufina por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro
horas apds o tratamento das tilapias com BNF (50 mg/kg ip), a atividade de EROD no

figado foi 6,49 vezes maior do que a registrada nos respectivos controles nao tratados.
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Trés dias apdés o tratamento, o aumento foi de 12,43 vezes e, sete dias depois da
administragdo de BNF (50 mg/kg ip), a elevacao da EROD em relagdo a atividade dos
controles, foi de 5,18 vezes. Entretanto, apenas a atividade registrada trés dias apds o
tratamento diferiu estatisticamente da atividade encontrada nos controles n&o tratados. A
indugdo da EROD causada por este tratamento com uma unica dose de BNF (50 mg/kg
ip) foi maior em tilapias do que em camundongos. Nas tilapias tratadas com DMBA (50
mg/kg ip), a atividade de EROD hepatica 24 horas apds o tratamento foi 11,07 vezes
maior do que a atividade encontrada nos controles. Trés dias apos o tratamento a indugéo
da EROD foi de 19,63 vezes e, sete dias depois da administracdo de DMBA (50 mg/kg ip),
o aumento foi de 8,74 vezes em relagcdo a atividade nos controles. Os aumentos da
EROD hepatica observados um e trés dias apdés o tratamento foram detectados
estatisticamente. Portanto, nas tilapias (O. niloticus), o DMBA (50 mg/kg ip) e a BNF (50
mg/kg ip) induziram a atividade de EROD no figado (Figura 4.1c).

Nos cascudos (H. luetkeni) ndo tratados (controles) ndo detectamos a atividade de
EROD na fragdo microssomal hepatica. Como pode ser visto na figura 4.1b, a atividade
de EROD hepatica permaneceu sem ser detectada apos os tratamentos com BNF (50
mg/kg ip) e DMBA (50 mg/kg ip), que sao conhecidos indutores das enzimas da
subfamilia CYP1A (Schlezinger e Stegeman, 2000; Verbrugge et al., 2001; Weber e Janz,
2001).
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Figura 4.1) Efeito da B-naftoflavona (BNF, 50 mg/kg ip) e do 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA, 50 mg/kg ip) sobre a atividade da

etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) em microssomos hepaticos de camundongos (Swiss Webster), cascudos (H. luetkeni) e
tilapias (O. niloticus). a) Camundongos: controles (MC) e tratados, 1 (MB1), 3 (MB3) e 7 (MB7) dias apds a injecdo de BNF; b)
Cascudos: controles (CC) e tratados, 1 (CB1, CD1), 3 (CB3, CD3) e 7 (CB7, CD7) dias apds a injegdo de BNF (B) ou DMBA (D); c)
Tilapias: controles (TC) e tratadas, 1 (TB1, TD1), 3 (TB3, TD3) e 7 (TB7, TD7) dias apds a inje¢gao de BNF (B) ou, DMBA (D). Os

dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste a posteriori de Dunn’s. As diferengas em relagao ao

respectivo grupo controle foram assinaladas por asterisco (*: p<0.05).
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4.2.2 Metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD)

Nos camundongos, como esperado, o tratamento com BNF (50 mg/kg ip)
aumentou a atividade de MROD na fragdo microssomal hepatica. A atividade especifica
média de MROD no figado de camundongos controle foi 178,44 + 67,8 pmols de
resorufina por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro horas apos a
injecdo de BNF (50 mg/kg ip), a atividade de MROD nos camundongos tratados foi 2,17
vezes maior do que a atividade registrada nos controles nao tratados. Trés dias apds o
tratamento, o aumento foi de 3,28 vezes e sete dias depois da inje¢cao de BNF (50 mg/kg
ip) o aumento foi de 2,26 vezes. Apenas o aumento de MROD hepatica observado trés
dias apds o tratamento se mostrou estatisticamente significativo (Figura 4.2a).

A administracdo de uma unica dose de BNF (50 mg/kg ip) também aumentou a
atividade de MROD no figado das tilapias. A atividade especifica da MROD hepatica nas
tilapias controles foi 20,59 + 12,2 pmols de resorufina por minuto por miligrama de
proteina microssomal. Vinte e quatro horas apds a injecdo de BNF (50 mg/kg ip), a
atividade de MROD nas tilapias tratadas foi 9,06 vezes maior do que a atividade
encontrada nos controles. Trés dias apds a administracdo de BNF (50 mg/kg ip), o
aumento foi de 19,38 vezes e, sete dias depois, o aumento foi de 6,12 vezes. Apenas o
aumento da MROD hepatica encontrado trés dias apds o tratamento das tilapias se
mostrou estatisticamente significativo. Como ocorreu em relagdo a EROD, a inducéo de
MROD produzida pelo tratamento das tilapias com BNF (50 mg/kg ip) foi maior do que a
indugdo notada pos-tratamento analogo de camundongos. Nas tilapias tratadas com
DMBA (50 mg/kg ip), a atividade de MROD vinte e quatro horas apds o tratamento foi
14,91 vezes maior do que a verificada nos controles. Trés dias depois da injecdo de
DMBA (50 mg/kg ip) a indugao foi de 26,79 vezes e, sete dias depois do tratamento o
aumento foi de 10,07 vezes. Assim como ocorreu com o0 BNF, apenas o aumento de
MROD verificado trés dias apdés a administracdo de DMBA (50 mg/kg ip) foi
estatisticamente significativo (Figura 4.2c).

Nos cascudos (H. luetkeni) controle, ndo detectamos a atividade de MROD na
fragdo microssomal hepatica. Como pode ser visto na figura 4.1b, a atividade de MROD
permaneceu sem ser detectada apds os tratamentos com BNF (50 mg/kg ip) e DMBA (50
mg/kg ip), dois conhecidos indutores de CYP1A (Schlezinger e Stegeman, 2000;
Verbrugge et al., 2001; Weber e Janz, 2001).
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Figura 4.2) Efeito da B-naftoflavona (BNF, 50 mg/kg ip) e do 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA, 50 mg/kg ip) sobre a atividade da

metoxiresorufina-O-desetilase (MROD) em microssomos hepaticos de camundongos (Swiss Webster), cascudos (H. luetkeni) e
tilapias (O. niloticus). a) Camundongos: controles (MC) e tratados, 1 (MB1), 3 (MB3) e 7 (MB7) dias apods a injecdo de BNF; b)
Cascudos: controles (CC) e tratados, 1 (CB1, CD1), 3 (CB3, CD3) e 7 (CB7, CD7) dias apds a injegdo de BNF (B) ou DMBA (D); c)
Tilapias: controles (TC) e tratadas, 1 (TB1, TD1), 3 (TB3, TD3) e 7 (TB7, TD7) dias apds a inje¢gao de BNF (B) ou, DMBA (D). Os

dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste a posteriori de Dunn’s. As diferengas em relagao ao

respectivo grupo controle estao assinaladas por asterisco (*: p<0.05).
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4.2.3 Pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD)

O tratamento de camundongos com dose unica de BNF (50 mg/kg ip) causou um
discreto aumento da atividade de PROD no figado. A atividade especifica média de
PROD em microssomas hepaticos de camundongos controle foi 8,76 + 2,5 pmols de
resorufina por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro horas apos o
tratamento com BNF, a atividade de PROD foi 1,58 vez maior do que a atividade
registrada nos camundongos controle. Trés dias depois da administracdo de BNF (50
mg/kg ip), o aumento foi de 2,22 vezes e, sete dias depois, 0 aumento foi de 2,56 vezes.
Entretanto, apenas a atividade de PROD medida sete dias apds o tratamento com BNF
diferiu estatisticamente da atividade encontrada nos controles ndo tratados (Figura 4.3a).

A BNF (50 mg/kg ip) também aumentou a atividade de PROD no figado de tilapias
(O. niloticus). A atividade especifica de PROD nas tilapias controle foi 4,55 + 1,0 pmols de
resorufina por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro horas apos a
injecdo de BNF, a atividade de PROD foi 2,35 vezes maior do que a atividade nos
controles. Trés dias depois, o0 aumento foi de 5,86 vezes e sete dias depois a inducao foi
de 1,49 vez. Apenas o aumento da PROD hepatica observado trés dias apds o tratamento
se mostrou estatisticamente significativo. Nas tilapias tratadas com DMBA (50 mg/kg ip)
também houve aumento da PROD no figado. Essa indugéo foi de magnitude similar
aquela observada nas tilapias tratadas com BNF (50 mg/kg ip). Nas tilapias tratadas com
DMBA, a inducao de PROD foi de aproximadamente 2,49 vezes, 4,50 vezes e 2,30 vezes,
um, trés e sete dias depois do tratamento, respectivamente. Assim como ocorreu com a
BNF (50 mg/kg ip), apenas o aumento encontrado trés dias apds a administracdo de
DMBA (50 mg/kg ip) foi estatisticamente significativo (Figura 4.3c).

Nos cascudos (H. luetkeni) controle, a atividade de PROD hepatica foi baixa e os
niveis foram semelhantes aos encontrados nas tilapias. Nos cascudos, no entanto, o
tratamento com BNF (50 mg/kg ip) ou DMBA (50 mg/kg ip) ndo induziu essa atividade
(Figura 4.3b).
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Figura 4.3) Efeito da B-naftoflavona (BNF, 50 mg/kg ip) e do 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA, 50 mg/kg ip) sobre a atividade da
pentoxiresorufina-O-desetilase (PROD) em microssomos hepaticos de camundongos (Swiss Webster), cascudos (H. luetkeni) e
tilapias (O. niloticus). a) Camundongos: controles (MC) e tratados, 1 (MB1), 3 (MB3) e 7 (MB7) dias apds a injecdo de BNF; b)
Cascudos: controles (CC) e tratados, 1 (CB1, CD1), 3 (CB3, CD3) e 7 (CB7, CD7) dias apds a injegdo de BNF (B) ou DMBA (D); c)
Tilapias: controles (TC) e tratadas, 1 (TB1, TD1), 3 (TB3, TD3) e 7 (TB7, TD7) dias apds a inje¢gao de BNF (B) ou, DMBA (D). Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste a posteriori de Dunn’s. As diferengas em relagao ao

respectivo grupo controle estdo assinaladas por asterisco (*: p<0.05).
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4.2.4 Benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD)

Nos camundongos, a BNF (50 mg/kg ip) aumentou a atividade de BROD hepatica.
A atividade especifica de BROD no figado dos camundongos controle foi 19,29 + 8,5
pmols de resorufina por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro
horas apds a injecdo de BNF (50 mg/kg ip), a atividade de BROD foi 2,61 vezes maior do
que a registrada nos controles. Trés dias depois da administragcdo da BNF, o aumento foi
de 5,12 vezes e sete dias depois a inducao foi de 2,85 vezes. Apenas o aumento
observado trés dias apés o tratamento foi estatisticamente significativo (Figura 4.4a).

A BNF (50 mg/kg ip) também induziu a atividade de BROD no figado de tilapias. A
atividade especifica da BROD hepatica nas tilapias controle foi 7,00 £ 4,0 pmols de
resorufina por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro horas apos a
injecao da BNF (50 mg/kg ip), a atividade da BROD foi 8,46 vezes maior do que a
registrada nos controles ndo tratados. Trés dias depois da administragdo, o aumento foi
de 7,65 vezes e, sete dias depois, a indugao foi de 3,24 vezes. Apesar desses fatores de
indugao (razéo entre a atividade média nos tratados e a atividade média nos controles) a
atividade de BROD néo diferiu estatisticamente entre os grupos, possivelmente em
decorréncia da ampla dispersédo dos valores individuais em torno das médias. Nas tilapias
tratadas com DMBA (50 mg/kg ip), a atividade de BROD vinte e quatro horas apos o
tratamento foi 7,50 vezes maior do que a registrada nos controles. Trés dias apds a
injecao de DMBA (50 mg/kg ip) a inducao foi de 16,98 vezes e, sete dias depois, 0
aumento foi de 3,78 vezes. Apenas o aumento encontrado trés dias apds o tratamento
com DMBA foi detectado estatisticamente (Figura 4.4c).

A atividade de BROD no figado dos cascudos (H. luetkeni) controle foi menor do
qgue a atividade dessa monooxigenase nas tilapias (O. niloticus) controle. Os tratamentos,
quer com a BNF (50 mg/kg ip), quer com o DMBA (50 mg/kg ip), ndo aumentaram a
atividade de BROD no figado dos cascudos (Figura 4.3b).
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Figura 4.4) Efeito da B-naftoflavona (BNF, 50 mg/kg ip) e do 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA, 50 mg/kg ip) sobre a atividade da
benziloxiresorufina-O-desetilase (BROD) em microssomos hepaticos de camundongos (Swiss Webster), cascudos (H. luetkeni) e
tilapias (O. niloticus). a) Camundongos: controles (MC) e tratados, 1 (MB1), 3 (MB3) e 7 (MB7) dias apods a injecdo de BNF; b)
Cascudos: controles (CC) e tratados, 1 (CB1, CD1), 3 (CB3, CD3) e 7 (CB7, CD7) dias apds a injegdo de BNF (B) ou DMBA (D); c)
Tilapias: controles (TC) e tratadas, 1 (TB1, TD1), 3 (TB3, TD3) e 7 (TB7, TD7) dias apds a inje¢gao de BNF (B) ou, DMBA (D). Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste a posteriori de Dunn’s. As diferengas em relagao ao

respectivo grupo controle estao assinaladas por asterisco (*: p<0.05).
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4.2.5 Etoxicumarina-O-desetilase (ECOD)

A atividade de ECOD no figado dos camundongos tratados com BNF (50 mg/kg ip)
foi maior do que a atividade registrada no grupo controle (ndo tratado). No grupo controle,
a atividade especifica média de ECOD hepatica foi 429,58 + 169,2 pmols de umbeliferona
por minuto por miligrama de proteina microssomal. Vinte e quatro horas apds a injegao de
BNF (50 mg/kg ip), a atividade de ECOD foi 2,04 vezes maior do que a registrada nos
controles. Trés dias apos a administragao da BNF (50 mg/kg ip), ECOD foi 1,86 vez maior
que a atividade média registrada no grupo controle néo tratado e, sete dias depois da
injecao de BNF, esse aumento foi de 2,40 vezes. Apesar da aparente indugdo, esses
aumentos de ECOD apds o tratamento com BNF ndo se mostraram estatisticamente
significativos (Figura 4.5a).

A atividade de ECOD no figado das tilapias (O. niloticus) foi cerca de 10 vezes
menor do que a atividade registrada em camundongos. Nas tilapias controle a atividade
especifica da ECOD em foi 81,25 + 16,8 pmols de umbeliferona por minuto por miligrama
de proteina microssomal. Vinte e quatro horas apds o tratamento com BNF, a atividade de
ECOD foi 0,81 vez a atividade registrada nos controles. Trés dias depois da injecao de
BNF, essa razao foi 0,69 e, sete dias depois, de 0,38. A diminuigao da atividade de ECOD
encontrada sete dias apds o tratamento foi estatisticamente significativa (p<0,01). Nas
tilapias tratadas com DMBA (50 mg/kg ip), a atividade de ECOD foi menor do que a
verificada nos controles. Nessas tilapias, a atividade de ECOD vinte e quatro horas apés a
injecao foi 0,63 vez a atividade registrada nos controles. Trés dias depois a razao
tratado/controle foi 0,58 e sete dias depois foi de 0,26. Como havia sido notado com a
BNF, apenas a reducéo da atividade de ECOD encontrada sete dias apos o tratamento
com DMBA (50 mg/kg ip) se mostrou estatisticamente significativa (p<0,01) (Figura 4.5c).

A atividade de ECOD no figado dos cascudos (H. luetkeni) controle foi semelhante
a verificada nos camundongos e cerca de 10 vezes maior do que a atividade registrada
nas tilapias. Os resultados mostraram que nenhum dos dois tratamentos foi capaz de
induzir ECOD nos microssomas hepaticos dos cascudos. A atividade de nenhum dos
grupos foi estatisticamente diferente da atividade do grupo controle (p>0,05, em todos os
casos). Nos cascudos controle, a atividade de ECOD foi em média 494,63 + 294,0 pmols
de umbeliferona por minuto por miligrama de proteina microssomal. No grupo de

cascudos tratados com BNF (50 mg/kg ip), vinte e quatro horas apds o tratamento, a
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atividade de ECOD foi 0,59 vez a atividade notada nos controles. Trés dias apds a
injecao, a razao tratado/controle foi 0,66 e sete depois foi 0,91. Nos cascudos tratados
com DMBA (50 mg/kg ip), vinte e quatro horas apds a administracdo, a atividade de
ECOD hepatica foi 1,54 vez a atividade registrada nos controles. Trés dias depois, a
razao tratado/controle foi 0,59 e, sete dias depois, foi 0,66 (Figura 4.5b). Entre as
monooxigenases avaliadas, a ECOD foi a unica em que as atividades registradas no
figado de cascudos foram comparaveis as encontradas nos camundongos. A atividade de
ECOD no tecido hepatico de cascudos (H. luetkeni) foi também cerca de 10 vezes a
atividade registrada nas tilapias (O. niloticus). Nas duas espécies de peixes 0s
tratamentos, quer com BNF quer com DMBA (50 mg/kg ip), ndo foram capazes de induzir
a atividade de ECOD.

A auséncia de indugao da ECOD nos peixes tratados quer com BNF, quer com
DMBA, dois conhecidos indutores de atividades mediadas por CYP1A (e.g. EROD) via
ligacdo ao receptor Ah, sugere que isoformas da subfamilia CYP1A nao contribuem de
forma expressiva para a catalise da reacao de desetilagdo da etoxicumarina em cascudos
e tilapias.

O fato da atividade constitutiva de ECOD ter sido elevada nos microssomas
hepaticos dos cascudos mostra que esses loricarideos possuem CYP funcionais e que a
nao deteccdo da atividade de outras monooxigenases (e.g. EROD) nessa mesma
preparagao nao se deveu a degradagao do citocromo, nem a peculiaridades do sistema
de transferéncia de elétrons ndo contempladas nas condi¢des de realizagdo do ensaio, ou
a falhas inadvertidas de conservacdo do tecido ou preparo dos microssomos.

Um resumo dos efeitos dos tratamentos com BNF e DMBA sobre as atividade de

XROD e ECOD de camundongos, cascudos e tilapias esta mostrado na tabela 4.4.
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Figura 4.5) Efeito da B-naftoflavona (BNF, 50 mg/kg ip) e do 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA, 50 mg/kg ip) sobre a atividade da
etoxicumarina-O-desetilase (ECOD) em microssomos hepaticos de camundongos (Swiss Webster), cascudos (H. luetkeni) e
tilapias (O. niloticus). a) Camundongos: controles (MC) e tratados, 1 (MB1), 3 (MB3) e 7 (MB7) dias apos a injegdo de BNF; b)
Cascudos: controles (CC) e tratados, 1 (CB1, CD1), 3 (CB3, CD3) e 7 (CB7, CD7) dias apéds a injegao de BNF (B) ou DMBA (D); c)
Tilapias: controles (TC) e tratadas, 1 (TB1, TD1), 3 (TB3, TD3) e 7 (TB7, TD7) dias apds a inje¢cao de BNF (B) ou, DMBA (D). Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste a posteriori de Dunn’s. As diferengas em relagao ao

respectivo grupo controle estao assinaladas por asterisco (*: p<0.05).
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Tabela 4.4) Efeitos da B-naftoflavona (BNF 50 mg/kg ip) e do 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA 50 mg/kg ip) sobre as atividades (médias + D.P.) de EROD, MROD, PROD,

BROD e ECOD em microssomas hepaticos de camundongos Suicos (BNF apenas), cascudos (H. luetkeni) e tilapias (O. niloticus), 1, 3 e 7 dias apds o tratamento. Os fatores

de inducao (FI = atividade média do tratado / atividade média do controle) sdo mostrados entre parénteses.

INDUGAO CAUSADA PELOS TRATAMENTOS (EM VEZES A ATIVIDADE DO CONTROLE)

CONTROLE
TRATAMENTOS: BNF DMBA
(pmols/min/mg ptn)
1 DIA 3 DIAS 7 DIAS 1 DIA 3 DIAS 7 DIAS
EROD 57,15+£10,0 236,03+£204,6 220,79+131,6 117,33+58,4 ) ) i
) (4,13) (3,86) (2,05)
MROD 178,44+67,8 387,91+£182,5 585,99+350,9 403,86+131,7 ) ) i
) (2,17) (3,28) (2,26)
CAMUNDONGO  pROD 8,76£2,5 13,85+5,3 19,48+10,6 22,394+43 ) ) i
) (1,58) (2,22) (2,56)
19,29+8,5 50,33+25,3 98,65+32,8 54,94+15,5
JELE 0D ) 2.61) (5,12) (2.85) - - -
ECOD 429,58+169,2  875,91+284,9 798,34+453,5 1029,59+357,1
(1) (2,04) (1,86) (2,40)
EROD 43,44+19,1 281,85+91,4 539,93+218,1 224,83+118,6 480,88+183,1 852,87+393,1 379,86+95,6
@) (6,49) (12,43) (5,18) (11,07) (19,63) (8,74)
MROD 20,59+12,2 186,44+51,6  398,93+185,1 126,02+107,7 306,92+186,9 551,48+261,5 207,26+47.5
@) (9,06) (19,38) (6,12) (14,91) (26,79) (10,07)
TILAPIA PROD 4,55+1,0 10,70+4,1 26,69+24.2 6,79+4,1 11,3243,3 20,47+10,5 10,48+2,8
@) (2,35) (5,86) (1,49) (2,49) (4,50) (2,30)
BROD 7,00+4,0 59,23+44.8 53,524+27.4 22,70+18,8 52,52+35,7 118,86+74,5 26,47+16,7
(1) (8,46) (7,65) (3,24) (7,50) (16,98) (3,78)
ECOD 81,25+16,8 65,96£17,2 56,47+8,6 31,25+12.9 51,26+8,9 47,27+18,3 21,48+2,0
(1) (0,81) (0,69) (0,38) (0,63) (0,58) (0,26)
EROD N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
MROD N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PROD 3,76+2,0 0,59+0,7 2,34+1,8 1,66+2,3 1,36+0,3 2,95+3,1 1,91+0,7
CASCUDO (1) (0.16) (0,62) (0,44) (0,36) (0,78) (0,51)
BROD 2,67+2.2 0,92+1,3 3,40+1,5 0,67+0,9 1,92+0,3 3,49+1,1 3,91+2,8
) (0,34) (1,27) (0,25) (0,72) (1,31) (1,46)
ECOD 494,63+294,0  291,30+252,1 324,40+133,5 450,79+453,7 760,29+356,2 293,91+123,2 328,53+284,3
(1) (0,59) (0,66) (0,91) (1,54) (0,59) (0,66)

N.D. = ndo detectado
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4.3 Atividade das alcoxi-resorufina-O-desalquilases (EROD,
MROD, PROD e BROD) em microssomas hepaticos de
cascudos e tilapias: Influéncia do pH, da temperatura e da

quantidade de proteina

Para verificar se a auséncia de atividade das alcoxiresorufina-O-desalquilases
(XROD) nos cascudos (ou atividades extremamente baixas, quando comparadas
com camundongos e tilapias) seria devido a eventuais diferencas entre as espécies
quanto as condigdes 6timas para a reag¢ao, variamos alguns parametros criticos para
a eficiéncia da atividade catalitica, tais como: pH, temperatura da reacao, quantidade
da proteina e concentragdo do substrato. Nesses testes, usamos a fracao
microssomal hepatica de cascudos (H. luetkeni) e tilapias (O. niloticus). Exceto nos
casos de determinagado do Km e Vnax aparentes, todos os ensaios foram realizadas
empregando o método adaptado para espectrofluorimetro de placa (i.e., ensaio em
placas de 96 pocos). A principal diferenga entre os métodos com espectrofluorimetro
de cubeta e com espectrofluorimetro de placa é que, no primeiro, a reagao ocorre na
cubeta e € acompanhada em tempo real, enquanto no segundo, a reag&do ocorre nos
pocos da placa e é interrompida depois de um determinado tempo para

quantificacdo do acumulo de resorufina (produto da reagéo).

4.3.1 Influéncia do pH

As atividades de EROD, MROD, PROD e BROD (XROD) foram determinadas
em tampbdes com valores de pH ajustados para 6,5, 7,8 ou 8,5. Nesses
experimentos, usamos fragdes microssomais provenientes de tilapias (O. niloticus) e
cascudos (H. luetkeni) mortos trés dias apdés a administragcdo da DMBA 50 mg/kg ip
(n=5).

No intervalo testado, o pH nao alterou as atividades de XROD em
microssomas hepaticos de cascudos, que permaneceram consistentemente muito
baixas. Nos microssomas de tilapias, as atividades de XROD foram de um modo

geral menores no pH mais acido (6,5), mas nao variaram entre 7,8 e 8,5 (Figura 4.6).
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Figura 4.6) Influéncia do pH (6,5; 7,8; 8,5) sobre as atividades de EROD (a), MROD
(b), PROD (c) e BROD (d) em microssomas hepaticos de tilapias (O. niloticus) (e) e
cascudos (H. luetkeni) (o) mortos 3 dias ap6s a administragcdo de DMBA 50 mg/kg ip
(n=5). Temperatura: 30°C; Quantidade de proteina por pogo: 25 ug. Tempo de

reacao: 10 minutos, Concentragéo de substrato = 5 uM.
4.3.2 Influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura sobre as atividades de EROD, MROD, PROD e
BROD em microssomas hepaticos de tilapias (O. niloticus) e cascudos (H.luetkeni)
foi determinada no intervalo de 20 a 37 °C (i.e., 20, 30 e 37°C). Nesses
experimentos, foram usadas fragcbes microssomais de tilapias mortas sete dias apés
a injecao de BNF 50 mg/kg ip (n=5) e cascudos mortos um dia apds o tratamento
com BNF 50 mg/kg ip (n=5).

Nos cascudos, a temperatura da reacao, no intervalo testado, ndo modificou
as atividades de XROD que permaneceram consistentemente baixas, quase nao

detectadas. Nas tilapias, entretanto, as atividades de EROD e MROD medidas a
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20°C foram menores do que as atividades registradas a 30°C e 37°C. A elevagao da
temperatura de 30°C para 37°C parece nao ter alterado as atividades de EROD e
MROD no figado das tilapias. Em relacdo a PROD e BROD parece ter havido um
pequeno aumento das atividades com a elevagao da temperatura do ensaio (Figura
4.7).
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Figura 4.7) Influéncia da temperatura (20, 30, 37°C) sobre as atividades de EROD
(a), MROD (b), PROD (c) e BROD (d) na fracdo microssomal hepatica de tilapias (O.
niloticus) (e) mortas 7 dias apds o tratamento com BNF e cascudos (H .luetkeni) (o)
mortos 1 dias apos a administragdao de BNF 50 mg/kg ip (n=5). pH: 7,8; Quantidade
de proteina por pogo: 25 ug. Concentragao de substrato = 5 uM; tempo de reacgéo:

10 minutos.

4.3.3 Linearidade da reagdo: acumulo do produto (resorufina) versus

tempo de reacéao

A linearidade da reacao ao longo do tempo foi determinada apenas para a
atividade de EROD. A quantidade de resorufina produzida foi determinada em

reacdes que duraram 1, 2, 5, 10 e 15 minutos. Nesses experimentos, foram usadas
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fragcbes microssomais de tilapias (O. niloticus) mortas vinte e quatro horas apés a
injecao de DMBA 50 mg/kg ip (n=5) e cascudos (H.luetkeni) mortos um ou sete dias
apos o tratamento com DMBA 50 mg/kg ip (n=5).

Como pode ser observado na Figura 4.8, a quantidade de resorufina -
produzida pela desetilagdo da etoxiresorufina (EROD) nos microssomas hepaticos
de tilapias — foi uma funcéo linear da duragdo da reagao no intervalo de tempo
testado (1-15 minutos). Nos cascudos, entretanto, ndo houve aumento discernivel da
quantidade de resorufina originaria da desetilagdo da etoxiresorufna (EROD) neste
intervalo de tempo. Ou seja, a quantidade de resorufina registrada em um minuto de
reacao foi a mesma quantidade determinada apdés 15 minutos. Esses resultados
sugerem que, nas condi¢ées do ensaio, os microssomas hepaticos de cascudo n&o

catalisam a hidrolise da etoxiresorufina (EROD).
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Figura 4.8) Acumulo de resorufina produzida a partir da etoxiresorufina (EROD) com
o prolongamento do tempo de reacéo (1, 2, 5, 10 e 15 minutos) em microssomas
hepaticos de tilapias (O. niloticus) (e) e cascudos (H. luetkeni) (o) n=5. pH = 7,8;
Temperatura: 30°C; Quantidade de proteina por micro-pogo: 25 ug, Concentracao de

substrato = 5 uM.
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4.3.4 Influéncia da quantidade de proteinas

A relacao entre o acumulo de resorufina durante o periodo de incubagao (10
minutos) e a quantidade de proteina por micro-pogo foi analisada apenas para o
substrato etoxiresorufina (EROD). A quantidade de resorufina produzida pela
desetilacdo da etoxiresorufina em ensaios realizados com a adi¢do de 25, 50 e 100
microgramas de proteina microssomal por pogo foi determinada. Nesses ensaios,
foram usados microssomas hepaticos de tilapias (O. niloticus) mortas vinte e quatro
horas apds a administracdo de DMBA 50 mg/kg ip (n=5) e cascudos (H. luetkeni)
mortos um e sete dias apos o tratamento com DMBA 50 mg/kg ip (n=5).

Nas tilapias, a quantidade de resorufina produzida aumentou de acordo com a
quantidade de proteina usada no ensaio. O aumento da resorufina acumulada,
entretanto, nao foi proporcional a quantidade proteina adicionada em todo o intervalo
analisado. Enquanto a quantidade de resorufina aproximadamente dobrou com o
aumento da quantidade de proteina de 25 para 50 ug / pogo, o incremento da
quantidade de resorufina gerada foi menor quando a quantidade de proteinas
aumentou de 50 para 100 pg / pogo. Assim, nas condicbes desse ensaio, houve
linearidade do acumulo do produto da reacgao (resorufina) entre 25 e 50 ug proteina /
poco e, portanto, a atividade de EROD n&o variou com a quantidade de proteina
neste intervalo, mas o aumento da atividade de EROD foi menor com a adicido de
100 ng / pogo. Este menor aumento da atividade com a adigdo de maior quantidade
de proteina possivelmente se deveu a um esgotamento de cofatores ou do substrato
diminuindo a velocidade da reagao durante parte (terminal) do periodo de incubacéao
(Figura 4.9).

Nos cascudos (H.luetkeni), apesar do aumento da quantidade de proteina
microssomal nos pog¢os, nao foi possivel discernir qualquer aumento da quantidade
de resorufina acumulada durante o ensaio. Em que pese a elevagao da quantidade
de proteina, a atividade de EROD permaneceu quase n&o detectada no figado

desses loricarideos.
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Figura 4.9) Relagdo entre o acumulo da resorufina produzida a partir da
etoxiresorufina (EROD) e a quantidade de proteina microssomal hepatica adicionada
(25, 50, 100 ug de proteina) aos pogos. Foram usados microssomos hepaticos de
tilapias (O. niloticus) (e) e cascudos (H. luetkeni) n=5 (o). Tempo de incubagao = 10

minutos, pH = 7,8; Temperatura: 30°C; Concentracao de substrato = 5 uM.

4.3.5 Determinacdo do Km e V.. da etoxiresorufina-O-desetilase
(EROD) e etoxicumarina-O-desetilase (ECOD) em microssomos

hepaticos de tilapias (O. niloticus) e cascudos (H. luetkeni)

As constantes de Michaelis-Menten (Km) e as velocidades maximas (Vmax) na
fracdo microssomal hepatica foram estimadas para as atividades de EROD em
tilapias (O. niloticus) e de ECOD em cascudos (H. luetkeni) e tilapias. Para
determinacdo desses parémetros, os ensaios foram realizados com as seguintes
concentragbes de substrato: etoxiresorufina (EROD); 0,025, 0,050, 0,1, 0,25, 0,5,
1,0, 2,0, 5,0 e 7,5 pM; etoxicumarina (ECOD); 1, 10, 50, 100, 200, 300, 600, 1500,
3000 e 5000 pM.

Nesses experimentos, empregamos microssomas de um unico individuo (ndo
tratado) de cada espécie. Todas as determinag¢des foram realizadas em ftriplicata e
usando, no caso da EROD, o método envolvendo o registro em tempo real do

acumulo de resorufina (reagao ocorrendo na cubeta do espectrofluorimetro).

57



Nos cascudos (H. luetkeni), a atividade de EROD permaneceu sem ser
detectada em todo o intervalo de concentragbes do substrato (etoxiresorufina, 0,025
— 7,5 PM) analisado neste estudo (n&o mostrado). Nas tilapias (O. niloticus), no
entanto, a atividade de EROD aumentou progressivamente com a elevagdo da
concentragdo de etoxiresorufina até atingir um nivel maximo (platdé) a partir da
concentracdo de 0,5 uyM. O Km e a Vmax, estimados pelo método grafico de
Lineweaver-Burk, foram 0,92 yM (Km) e 41,29 pmols de resorufina por minuto por
miligrama de proteina microssomal (Vmax) (Figura 4.10).

Atividade de ECOD hepatica em cascudos, como haviamos visto
anteriormente, € aproximadamente 10 vezes maior do que a atividade dessa
monooxigenase em tilapias. Em microssomas hepaticos de cascudos (H. luetkeni),
0s Km e Vnax para ECOD foram estimados em 32,45 uM (Km) e 287,9 pmols de
umbeliferona por minuto por miligrama de proteina microssomal (Vmax). Na fragao
microssomal hepatica de tilapias (O. niloticus), esses parametros cinéticos foram
218,96 uM (Km) e 24,52 pmols de umbeliferona por minuto por miligrama de

proteina microssomal (Vmax) (Figura 4.11).

4.4 Efeito da a-naftoflavona sobre as atividades de EROD em
microssomos hepaticos de tilapias (O. niloticus) e de ECOD
em microssomas hepaticos de cascudos (H. luetkeni) e

tilapias

A o-naftoflavona (a-NF) €& um conhecido inibidor in vitro de atividades
mediadas pelo CYP1A (Stegeman e Woodin, 1980). Ao passo que a atividade de
EROD é amplamente usada como marcador da atividade catalitica do CYP1A em
peixes, ndo se sabe ao certo quais isoformas de CYP sdo responsaveis pela
atividade de ECOD no figado desses vertebrados. Nos experimentos relatados a
seguir procuramos verificar se a a-NF era capaz de inibir a atividade de ECOD em
cascudos e tilapias. A eventual inibicaio da ECOD pela a-NF poderia ser
considerada como uma indicagdo de que esta reagdao é catalisada por CYP1A
nessas espécies. Como é conhecido que EROD no figado de peixes € mediada por
CYP1A, comparamos o efeito da a-NF (0,1 e 1 nM) sobre ECOD de cascudos e
tilapias com o efeito das mesmas concentragdes deste inibidor sobre EROD de

tilapias.
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Como mostrado na figura 4.10, as duas concentracbes de a-NF testadas
foram capazes de inibir fortemente a atividade de EROD em microssomos hepaticos
de tilapias. De fato, nas concentragbes mais baixas de substrato (etoxiresorufina)
EROD foi completamente inibida até mesmo na presenca da menor concentracio de
a-NF (0,1nM). Na maior concentracdo de substrato (7,5 pM), a atividade na
presenga da menor concentracédo de a-NF (0,1 nM) correspondeu a 52% e, na
presenca da maior concentragcdo de a-NF (1 nM), caiu a 20% da atividade na
auséncia do inibidor (= 100%). Como a a-NF ¢é considerada um inibidor
relativamente especifico de CYP1A, esses resultados sao consistentes com a
hipotese amplamente aceita de que a atividade de EROD em figado de peixes € um
marcador para a atividade catalitica de CYP1A.

Investigamos também se as mesmas concentragdes de a-NF que inibem
EROD seriam capazes de inibir a atividade de ECOD em tilapias (O. niloticus) e em
cascudos (H. luetkeni). Nas duas espécies de peixe, a menor concentragao de a-NF
(0,1 nM) n&o inibiu ECOD. A maior concentragédo de a-NF (1 nM), entretanto, causou
uma discreta inibicdo de ECOD hepatico nas duas espécies. Na maior concentracao
de substrato testada (3000 yM), a maior concentragdo de a-NF (1 nM) reduziu, em
cascudos e em tilapias, a atividade de ECOD a 83% da atividade dos controles (=
100%).
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Figura 4.10) Grafico de Michaelis-Menten da atividade da etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD) em microssomos hepaticos de tilapia (O. niloticus) controle na
auséncia e na presencga de a-NF (0,1 e 1 nM). Inserg¢ado: Grafico de Lineweaver-
Burk para a transformacéo linear da curva de Michaelis-Menten e calculo de Km e
Vmax-
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Figura 4.11) Grafico de Michaelis-Menten da atividade da etoxicumarina-O-
desetilase (ECOD) em microssomos hepaticos de a) tilapia (O. niloticus) e b)
cascudo (H. luetkeni) controles na auséncia e na presenga de a-NF (0,1 e 1 nM).
Insercao: Grafico de Hanes-Woolf para a transformacgdo linear da curva de

Michaelis-Menten e calculo de Km e Vax..
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4.5 Investigacdao da variagcao circadiana das atividades de
monooxigenases em microssomos hepaticos de cascudo (H.

affinis)

Os cascudos possuem habitos predominantemente vespertinos e noturnos. A
maioria dos peixes usados nesse trabalho, no entanto, foi morta durante o dia. Para
verificar se as atividades das monooxigenases hepaticas dos cascudos exibem
flutuagéo circadiana, cinco (n=5) cascudos (H. affinis) foram mortos durante a noite,
trés dias apos o tratamento com BNF (50 mg/kg ip). Os cascudos foram mortos entre
22:00 horas e 0 hora e 30 minutos do dia seguinte. As atividades dos cascudos
mortos a noite foram comparadas com as atividades de cascudos submetidos ao
mesmo tratamento (BNF, 50 mg/kg ip) e mortos durante o periodo diurno.

As atividades de XROD né&o foram detectadas nos microssomos hepaticos
tanto dos cascudos (H. affinis) mortos durante a noite quanto daqueles mortos
durante o dia. A atividade de ECOD na fragdo microssomal hepatica nao diferiu entre
cascudos mortos durante a noite e cascudos mortos durante o dia. Nos peixes
mortos a noite, entretanto, a dispersdo das medidas individuais de ECOD em torno
da média do grupo foi aparentemente menor (Figura 4.12).

Nesses experimentos usamos uma outra espécie de cascudo, o Hypostomus
affinis. Os resultados com H. affinis, contudo, foram semelhantes aos obtidos com o
H. luetkeni: em microssomos hepaticos notamos auséncia de atividade constitutiva e
de indugado das XROD, e alta atividade constitutiva de ECOD que nao foi induzida

pelo tratamento com BNF (50 mg/kg ip).

4.6 Atividade de alcoxi-resorufina-O-desalquilases (XROD) e da
etoxicumarina-O-desetilase (ECOD) em tecidos extra-

hepaticos de cascudo (H. affinis)

Nenhuma atividade das monooxigenases investigadas (XROD e ECOD) foi

detectada em microssomos de intestino, branquia e coracao de cascudos (H. affinis).
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Figura 4.12) Atividade da etoxicumarina-O-desetilase (ECOD) em microossomos
hepaticos de cascudos (H. affinis) tratados com BNF (50 mg/kg ip) e mortos durante

o dia (n=5) ou durante a noite (n=4).

4.7 Immunoblotting

Apés estudar as atividades de monooxigensaes, procuramos identificar
diretamente as proteinas do CYP1A na fragdo microssomal hepatica de tilapias (O.
niloticus) e cascudos (H. luetkeni) usando um anticorpo monoclonal e outro policlonal
contra CYP1A de peixe. Nessa etapa, conseguimos também um anticorpo contra
outro CYP de peixe, o CYP3A. Assim, procuramos identificar também o CYP3A nas

espécies de peixes estudadas.

4.7.1 - Immunoblotting com anticorpo monoclonal anti-CYP1A (MAb 1-12-3)

O anticorpo monoclonal anti-CYP1A (MAb 1-12-3) foi produzido contra a
proteina CYP1A de Stenotomus chrysops, um peixe marinho encontrado nos EUA.
Esse anticorpo preparado pelo Woods Hole Oceanographic Institution foi gentilmente
doado pelo Dr. John Stegeman. O MAb 1-12-3 tem sido amplamente utilizado para a
deteccao de CYP1A em diversas espécies de peixes e, também, em outros
vertebrados. Entre os animais nos quais a proteina CYP1A foi detectada com auxilio
deste anticorpo podemos citar o peixe cartilaginoso (Squalus acanthias), diversos
peixes 0sseos (Anguilla anguilla, Cyprinus carpio, Gadus mordua, Oreochrmonis
mossambicus), a ra (Rana catesbeiana), répteis (Alligator mississippiensis), aves
(Gallus domesticus) e mamiferos (Delphinapterus leucas, Ursus maritimus, Mus
musculus, Ratus ratus, Homo sapiens) (Stegeman e Hahn, 1994). Por reagir com
CYP1A de espécies evolutivamente tdo distantes, acredita-se que esse anticorpo

62



reconheca uma regido altamente conservada da proteina. Neste trabalho, usamos o
anticorpo MAb 1-12-3 para a deteccao de CYP1A em microssomos hepaticos de
camundongos, tilapias (O. niloticus) e cascudos (H. luetkeni). Além desses, usamos
também uma amostra de microssomo hepatico de rato (Wistar, macho) n&o tratado e
outra de rato da mesma linhagem e sexo tratado por trés dias consecutivos com
BNF (50 mg/kg/dia ip x 3).

Nas amostras de microssomos hepaticos de camundongo e de rato Wistar,
controles e tratados com BNF (50 mg/kg ip), detectamos claramente uma unica
banda imunoreativa (MAb 1-12-3, anti-CYP1A), com massa molecular de
aproximadamente 50 kDa (Fig. 4.13). Na anadlise do immunoblotting desses
microssomos foi evidente a maior densidade das bandas imunoreativas
correspondentes as amostras dos roedores tratados com BNF 50 mg/kg ip, o que &
consistente com forte indugao de CYP1A (Fig. 4.13).

Nos microssomos hepaticos de tilapias tratadas com BNF (50 mg/kg ip) e com
DMBA (50 mg/kg ip) também foi detectada uma forte banda imunoreativa (MAb 1-12-
3, anti CYP1A) com massa molecular estimado em aproximadamente 50 kDa (Fig.
4.13, 4.17, 4.18, 4.19). Entretanto, nessas amostras de microssomos hepaticos
(principalmente das tilapias tratadas com DMBA), também foram detectadas bandas
imunoreativas (MAb 1-12-3, anti-CYP1A) com outras massas moleculares (Fig. 4.13,
4.17). Em alguns ensaios, uma fraca banda imunoreativa de cerca de 50 kDa foi
detectada nas amostras de tilapias controles (Fig. 4.14, 4.15). Em outros, no entanto,
nao foi detectada nenhuma banda imunoreativa com este anticorpo anti-CYP1A em
microssomos hepaticos de tilapias controles (Fig. 4.16). Esses resultados mostram
que nas amostras de microssomo hepatico de tilapias existe pelo menos uma
proteina de massa molecular estimado em 50 kDa que é reconhecida pelo anticorpo
MAb 1-12-3. Além disso, € nitido que a densidade dessa banda é fortemente
aumentada pelos tratamentos com BNF (50 mg/kg ip) e DMBA (50 mg/kg ip). Essas
observacgdes sao consistentes com a forte indu¢cdo de EROD e MROD em tilapias
tratadas com os indutores de isoformas CYP1A, e sugerem a presenga de CYP1A
(induzivel via ativagao do receptor AhR) no figado desse ciclideo (O. niloticus).

Os resultados encontrados nas amostras de microssomos hepaticos de
cascudo (H. luetkeni) sdo de interpretacdo mais complexa.

Inicialmente, quando foi aplicado ao gel SDS-PAGE, quantidades idénticas de
proteina microssomal (20 pg) quer de cascudo, quer de tilapia, quer de

camundongo, nao detectamos nenhuma banda imunoreativa (MAb 1-12-3 anti
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CYP1A) nas amostras do loricarideo. Nas amostras das outras espécies (tilapia e
camundongo), entretanto, apareceram bandas densamente marcadas pelo anticorpo
(Fig. 4.17).

Porém, em duas outras membranas as quais foi adicionada a mesma
quantidade de proteina microssomal (20 pg), foi possivel identificar fracas bandas
imunoreativas (anti CYP1A) com cerca de 50 kDa nos locais correspondentes a
aplicagcao de microssomos de cascudo (Fig. 4.13, 4.14). Nessas ultimas membranas,
0s microssomos tanto de cascudo quanto de tilapias tratadas com DMBA (Fig. 4.13,
414, 4.15) deram origem a bandas imunoreativas (antiCYP1A) adicionais
correspondentes a proteinas de massa molecular mais baixo do que a massa
esperada para o CYP1A.

Em experimentos subsequentes, aplicamos quantidades maiores de proteina
microssomal hepatica aos géis de SDS-PAGE. Nas membranas em que haviamos
aplicado quantidade dez vezes maior de proteinas de cascudo (50 ug) do que de
tilapias (5 pg), detectamos, no caso dos cascudos, apenas uma fraca banda
imunoreativa (anti CYP1A) (Fig. 4.18, 4.19). Em algumas membranas com amostras
de microssomos hepaticos de cascudo apareceu a mesma banda imunoreativa
correspondente a proteinas com massa abaixo de 50 kDa (~42 kDa). Quando essa
banda de ~42 kDa era detectada, ela era tdo ou mais intensa do que a (fraca) banda
de ~50 kDa. Como relagdo a banda imunoreativa (anti CYP1A) com ~50 kDa
encontrada com a aplicagdo de microssomos hepaticos de cascudo, pode-se dizer
que: i) a banda ndo apareceu de forma consistente em todas as membranas, ii)
quando detectada, ndo o era em todas as amostras de cascudo presentes na
mesma membrana, iii) quando a banda aparecia, ela era sempre muito fraca e iv) a
intensidade dessa banda n&o aumentou nos microssomos de cascudos tratados
com BNF e DMBA.

Tendo em vista essas inconsisténcias, torna-se dificil concluir que essa banda
imunoreativa corresponda de fato a uma proteina similar ao CYP1A detectado nos
microssomos hepaticos das outras espécies analisadas nesse trabalho. No entanto,
também ndo se pode excluir a possibilidade de que haja quantidades constitutivas
bem pequenas da proteina CYP1A em microssomos hepaticos de cascudo, niveis
esses que nao responderiam adequadamente a indugao por ligantes do receptor Ah
(DMBA e BNF). Em outras palavras, se essa marcagdo ocasional em microssomas
de cascudo for de fato de uma proteina similar ao CYP1A: i) essa proteina similar ao

CYP1A nao € induzida pelos tratamentos com BNF e DMBA em figado de cascudos,
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ii) essa proteina é expressa em niveis constitutivos muito inferiores aos niveis que o
CYP1A é expresso em ratos e camundongos (controles e tratados com ligantes do
AhR) e tilapias tratadas e iii) existe uma outra proteina (ou um produto de protedlise)
de massa molecular inferior, mas que é reconhecida por esse anticorpo anti-CYP1A.

66 kDa |,

45 kDa

30 kDa

Figura 4.13) Imunoblotting de proteinas microssomais de rato, camundongo, cascudo (H. luetikeni) e
tilapia (O. niloticus) usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. Em todos os pogos
foram colocados 20 ug de proteina total. RC: rato controle; RT: rato tratado com BNF; MC:
camundongo controle; MT: camundongo tratado com BNF; CC: pool dos cascudos do grupo controle;
CB: pool dos cascudos do grupo tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortos 1, 3 e 7 dias apds o
tratamento); CD: pool dos cascudos do grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortos 1, 3 e 7 dias
apos o tratamento); TC: pool das tilapias do grupo controle; TB: pool das tilapias do grupo tratado
com BNF 50 mg/kg ip (mortas 1, 3 e 7 dias apds o tratamento); TD: pool das tilapias do grupo tratado
com DMBA 50 mg/kg ip (mortas 1, 3 e 7 dias ap6s o tratamento).
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Figura 4.14) Imunoblotting de proteinas microssomais de cascudo (H. luetkeni) e tilapia (O. niloticus)
usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. CC: pool dos cascudos do grupo controle;
CB: pool dos cascudos do grupo tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortos trés dias apos a inje¢éao); TC:
pool das tilapias do grupo controle. Foram aplicadas ao gel trés diferentes quantidades de proteina

microssomal (20, 50 ou 100 pg) para cada grupo como mostrado na figura.
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Figura 4.15) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo, cascudo (H. luetkeni) e tilapia
(O. niloticus) usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. Em todos os pogos foram
colocados 40 pg de proteina. PMM: padrao de massa molecular; MC: camundongo controle; CC:
cascudos do grupo controle; CD: cascudos do grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortos 1,3 e 7

dias apo6s a inje¢ao); TC: tilapia do grupo controle.
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Figura 4.16) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo, cascudo (H. luetkeni) e tilapia
(O. niloticus) controles usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. Em todos os pogos
foram colocados 50 pg de proteina. MC: camundongo controle; CC: cascudos do grupo controle; TC:

tilapia do grupo controle.

45 kDa

Figura 4.17) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo, cascudo (H. luetkeni) e tilapia
(O. niloticus) controles usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. Em todos os pogos
foram colocados 20 ng de proteina. MB: camundongo tratado com BNF (mortos 3 dias apds a
injecdo); CB: cascudos do grupo tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortos 3 dias apds a injegao); TB:
tilapias do grupo tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortas 3 dias apods a inje¢ao).

67



=
s MB cB B
o

100 kDa

75 kDa

50 kDa

35 kDa

Figura 4.18) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo, cascudo (H. luetkeni) e tilapia
(O. niloticus) controles usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. MB: camundongo
tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortos 24 horas ap6s a injegdo); CB: cascudos do grupo tratado com
BNF 50 mg/kg ip (mortos 24 horas apo6s a inje¢éo); TB: tilapias do grupo tratado com BNF 50 mg/kg ip
(mortas 24 horas apds a injegdo). Foram aplicadas ao gel as seguintes quantidades de proteina
microssomal: 10 pug para as amostras de camundongo, 50 ug para as amostras de cascudo e 5 ug

para as amostras de tilapias. CB cB CB
s cc 1 dia 3 dias 7 dias
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Figura 4.19) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo, cascudo (H. luetkeni) e tilapia
(O. niloticus) usando o anticorpo monoclonal (MAb 1-12-3) anti-CYP1A. Em todos os pogos foram
colocados 40 pg de proteina (exceto TB = 10 ug). PMM: padrdo de massa molecular; MC:
camundongo controle; CC: cascudos do grupo controle; CB: cascudos do grupo tratado com DMBA
50 mg/kg ip (mortos 1, 3 e 7 dias apos a injegéo); TC: tilapia do grupo controle; TB: tilapia do grupo
tratado com BNF 50 mg/kg ip (morta 24 horas ap6s a injecao).
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4.7.2 - Immunoblotting com anticorpo policlonal anti-CYP1A (CP-226, Biosense®)

O anticorpo policlonal anti-CYP1A CP-226 (Biosense®) foi produzido contra
os peptideos 190-204 e 282-296 do CYP1A de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). Esse anticorpo vem sendo bastante usado em pesquisas que envolvem a
deteccdo de CYP1A em diversas espécies de peixes. De acordo com os fabricantes,
esse anticorpo detecta o CYP1A nas seguintes espécies de peixes: Oncorhynchus
mykiss, Salmo salar, Gadus morhua, Cyprinus carpio, Platichthys flesus, Cyprinodon
variegatus e Sparus aurata (Fig. 4.20). No entanto, na maioria dessas espécies, 0
anticorpo CP-226 s6 é capaz de detectar o CYP1A apds sua indugao por BNF ou
benzo-[a]-pireno (Fig. 4.20). Em algumas espécies, este anticorpo também detectou
outras bandas imunoreativas (com massa moleculares diferentes) em microssomos
hepaticos de animais tratados com indutores de CYP1A (Fig. 4.20).

Neste trabalho, o anticorpo policlonal anti-CYP1A CP-226 detectou uma unica
banda imunoreativa nas amostras de rato Wistar controle e tratado com BNF 50
mg/kg/dia ip por trés dias (Fig. 4.21). A forte intensidade dessa banda é consistente
com a inducédo de CYP1A causada pelo tratamento do rato com BNF (Fig. 4.21).
Esse anticorpo ndo reagiu com nenhuma proteina microssomal de camundongos,
quer nos controles nao tratados, quer nos tratados com BNF 50 mg/kg ip (Fig. 4.21).

Com o anticorpo CP-226, ndo detectamos nenhuma banda imunoreativa em
amostras de microssomos hepaticos de tilapias controles (Fig. 4.22). Todavia, o
anticorpo CP-226 anti CYP1A reconheceu fortemente uma banda imunoreativa de
aproximadamente 50 kDa nas amostras de microssomos hepaticos de tilapias
tratadas com BNF (50 mg/kg ip) e DMBA (50 mg/kg ip) (Fig. 4.21). Nessas amostras,
também foram detectadas bandas de proteinas com massas moleculares superiores
a 50 kDa (Fig. 4.21). Em amostras de tilapia tratada com DMBA (50 mg/kg ip), o
anticorpo CP-226 evidenciou também uma banda de ~40 kDa (Fig. 4.21).

Os resultados do immunoblotting com o anticorpo CP-226 anti CYP1A em amostras
de microssomos hepaticos de cascudos também n&o sao de facil interpretacdo. Em
uma membrana para qual foram transferidas amostras (20 ug proteina/pogo) de
cascudo controle (ndo tratado), cascudos tratados com BNF 50 mg/kg ip,
camundongo controle, tilapia controle e tilapia tratada com BNF 50 mg/kg ip, apenas
no caso da tilapia tratada com BNF foi detectada uma banda imunoreativa (~50 kDa)
(Fig. 4.23). Em outra membrana, de gel em que foram aplicadas amostras de

microssomos hepaticos de rato Wistar controle, rato Wistar tratado com BNF (50
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mg/kg/dia ip x 3 dias), camundongo controle, camundongo tratado com BNF (50
mg/kg ip), cascudos controles, cascudos tratados com BNF (50 mg/kg ip), cascudos
tratados com DMBA (50 mg/kg ip), tilapias controles e tilapias tratadas com BNF (50
mg/kg ip), tildpias tratadas com DMBA (50 mg/kg ip), fortes bandas imunoreativas
com aproximadamente 50 kDa foram observadas nas amostras de rato e tilapias
tratados com indutores de CYP1A, enquanto bandas menos intensas (~50 kDa)
foram detectadas nas amostras de rato e cascudo controles e nas amostras de
cascudos tratados com BNF e DMBA (nesse ultimo caso apenas nos peixes mortos
24 horas ap6s o tratamento) (Fig. 4.21). Ainda em relagcdo a essa mesma
membrana, nenhuma banda foi detectada nas amostras de tilapia controle e
camundongos controle e tratado (Fig. 4.21). Em outra membrana, entretanto, fortes
bandas foram detectadas nas amostras de cascudos controles e tratados com BNF
50 mg/kg ip, mas nenhuma banda foi detectada nas amostras de tilapias controles
(Fig. 4.24). Em conjunto esses resultados sugerem que os cascudos possuem uma
proteina similar a CYP1A capaz de se ligar ao anticorpo policlonal CP226. Contudo,
a expressao dessa proteina parece nao ser induzida pelos tratamentos com BNF e
DMBA. O anticorpo CP-226 nado reconheceu em microssomos hepaticos de
cascudos a banda de aproximadamente 42 kDa que havia sido detectada nessas

mesmas preparagdes microssomais hepaticas pelo anticorpo monoclonal.
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Figura 4.20) Immunoblotting usando o anticorpo policlonal anti-CYP1A (CP-226 Biosense®)
mostrando algumas das espécies onde esse anticorpo foi usado para a detecgdo do CYP1A. Nota-se
a presenca de bandas inespecificas e o ndo reconhecimento do CYP1A em peixes controles de
diversas espécies. Fonte: Folha de informagdes sobre o produto (www.biosense.com).
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Figura 4.21) Imunoblotting de proteinas microssomais de rato Wistar, camundongo, cascudo (H.
luetkeni) e tilapia (O. niloticus) usando o anticorpo policlonal CP-226 anti-CYP1A. Em todos os pogos
foram colocados 20 ug de proteina. RC: rato controle; RT: rato tratado com BNF (50 mg/kg/dia ip x 3
dias); MC: camundongo controle; MB: camundongo tratado com BNF (50 mg/kg ip); CC: pool dos
cascudos do grupo controle; CB: pool dos cascudos do grupo tratado com BNF 50 mg/kg (mortos 1, 3
e 7 dias apos a injegédo); CD: pool dos cascudos do grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortos 1,
3 e 7 dias ap0s a injegao); TC: pool das tilapias do grupo controle; TB: pool das tilapias do grupo
tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortas 3 dias apos a injegao); TD: pool das tilapias do grupo tratado
com DMBA 50 mg/kg ip (mortas 3 dias apds a injecao).
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Figura 4.22) Imunoblotting de proteinas microssomais de cascudo (H. luetkeni) e tilapia (O. niloticus)
usando o anticorpo policlonal CP-226 anti-CYP1A. CC: pool dos cascudos do grupo controle; CB:
pool dos cascudos do grupo tratado com BNF 50 mg/kg ip (mortos trés dias apds a inje¢ao); TC: pool
das tilapias do grupo controle. Foram aplicadas ao gel trés diferentes quantidades de proteina
microssomal (20, 50 ou 100 pg) para cada grupo como mostrado na figura.
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Figura 4.23) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo Swiss Webster, cascudo (H.
luetkeni) e tilapia (O. niloticus) usando o anticorpo policlonal CP-226 anti-CYP1A. Em todos os pogos
foram colocados 40 ug de proteina (exceto TB = 10 ug). PMM: padrdo de massa molecular; MC:
camundongo controle; CC: cascudos do grupo controle; CB: cascudos do grupo tratado com DMBA
50 mg/kg ip (mortos 1, 3 e 7 dias apos a injegdo); TC: tilapia do grupo controle; TB: tilapia do grupo
tratado com BNF 50 mg/kg ip (morta 24 horas apos a injegao).
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Figura 4.24) Imunoblotting de proteinas microssomais de camundongo, cascudo (H. luetkeni) e tilapia
(O. niloticus) usando o anticorpo policlonal CP-226 anti-CYP1A. Em todos os pogos foram colocados
40 ug de proteina. MC: camundongo controle; CC: cascudos do grupo controle; CD: cascudos do
grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortos 1, 3 e 7 dias apds a injegédo); TC: tilapia do grupo

controle.

4.7.3 - Immunoblotting com anticorpo policlonal anti-CYP3A

O anticorpo policlonal anti-CYP3A foi produzido contra a CYP3A da espécie
Oncorhynchus mykiss. Esse anticorpo foi produzido e gentiimente doado pela Dra.
Malin Celander da Universidade de Goteborg na Suécia. Segundo a Dra. Celander e
a literatura, com esse anticorpo sao evidenciadas duas bandas imunoreativas em
microssomo hepatico de peixes (Celander, 1996; Celander et al., 2000; James et al.,
2005).

Os resultados deste estudo mostram que esse anticorpo anti CYP3A também
reconhece duas bandas imunoreativas na regido da massa molecular esperada de
CYPs (~50 kDa) em amostras de microssomos hepaticos de ratos e camundongos
controles (Fig. 4.25). A marcagdo encontrada na amostra de camundongo foi
claramente mais forte do que a marcagao na amostra de microssoma hepatico de
rato Wistar.

O anticorpo anti-CYP3A também reconheceu duas bandas imunoreativas nas
amostras de tilapia (O. niloticus) controle e tilapias tratadas com DMBA 50 mg/kg ip
(Fig. 4.25, 4.26). Nos microssomos hepaticos de cascudos, assim como nos
microssomos das outras espécies, foram detectadas duas bandas imunoreativas nas

membranas reveladas com o anticorpo policlonal anti-CYP3A (Fig. 4.25, 4,26). As
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bandas observadas em microssomos de cascudos estdao na mesma faixa de massa
molecular das bandas detectadas nas outras espécies (~50 kDa). No contexto deste
trabalho, a deteccao de fortes bandas de aproximadamente 50 kDa com o anticorpo
policlonal contra-CYP3A em cascudos indicou que as proteinas microssomais
desses peixes nao sofreram processos proteoliticos significativos durante o preparo

dos microssomos.

Ccb D
dia 1 ia1
X ®

45 kDa

30 kDa

Figura 4.25) Imunoblotting de proteinas microssomais de rato, camundongo, cascudo (H. luetikeni) e
tilapia (O. niloticus) usando o anticorpo policlonal anti-CYP3A. Em todos os pogos foram colocados 20
Mg de proteina. RC: rato controle; MC: camundongo controle; CC: cascudos do grupo controle; CD:
cascudos do grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortos 24 horas apds a injecao); TC: tilapia do
grupo controle; TD: tilapias do grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortas 24 horas apds a

injecéo).
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Figura 4.26) Imunoblotting de proteinas microssomais de rato, camundongo, cascudo (H. luetkeni) e
tilapia (O. niloticus) usando o anticorpo policlonal anti-CYP3A. Em todos os pogos foram colocados 50
Mg de proteina. MC: camundongo controle; CC: cascudos do grupo controle; CD: cascudos do grupo
tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortos trés dias depois da injegéo); TC: tilapia do grupo controle; TD:

tilapias do grupo tratado com DMBA 50 mg/kg ip (mortas trés dias apds a injecao).

4.8 Protedmica

Como os resultados de immunoblotting n&o forneceram resposta conclusiva
quanto a presenga ou auséncia de niveis constitutivo de CYP1A em microssomos
hepaticos de cascudos, realizamos estudos com outros métodos (protedbmica) com o
objetivo de identificar proteinas CYP, especialmente da subfamilia CYP1A,
expressas no figado de cascudos e tilapias. As proteinas microssomais foram
separadas de acordo com a massa molecular em géis SDS-PAGE convencionais e
as bandas coradas com Coomassie foram cortadas e identificadas em
espectrometro de massa tipo MALDI-TOF/TOF. Com essa abordagem, ndo teriamos
problemas no que se refere a solubilizacdo dos CYP (proteinas de membrana), mas
seria possivel identificar apenas as proteinas mais abundantes de cada banda (é
esperado que em uma banda haja varias proteinas).

A figura 4.27, mostra o gel SDS-PAGE corado com Coomassie R-250 de
onde as bandas na faixa de 45 a 66 kDa foram retiradas para digestao triptica e
identificacdo por MALDI-TOF/TOF. Na figura 4.27 é possivel visualizar os padrbes
de bandas encontrados em camundongos, cascudos (H. luetkeni) e tilapias (O.
niloticus). Percebe-se que o padrdo de bandas na faixa de massa molecular onde
sdo encontrados os CYP (45-66 kDa) ¢ diferente entre as trés espécies. Nessa faixa
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de massa molecular, as amostras de camundongos apresentam maior numero de
bandas concentradas no tercgo inferior proximo ao padrao de massa molecular de 45
kDa. Nas amostras de tilapias, a maior concentracdo de bandas € no terco central
localizado um pouco mais acima, e nas amostras de cascudo a regido de maior
concentracdo de bandas € mais difusa, ocupando os dois tercos inferiores dessa
regiao.

Na regido entre 45-66 kDa foram cortadas 12 ou 13 fatias, tentando-se ao
maximo separar cada banda. Em tilapias, foram identificadas 18 proteinas e quatro
produtos protéicos sem nome (Tabela 4.5). Entre as proteinas identificadas, seis sao
envolvidas na biotransformacao de xenobidticos: alcool desidrogenase, CYP1A, uma
glicosil-transferase, uma aldolase, monoamino oxidade e a NADPH citocromo P450
redutase. Destaca-se que o CYP1A foi identificado nas amostras de tilapias tratadas
com BNF (50 mg/kg ip) e com DMBA (50 mg/kg ip), mas ndo na amostra de tilapia
controle. Da mesma forma, o NADPH citocromo P450 redutase so foi identificado na
amostra de tilapia tratada com DMBA 50 mg/kg ip. Esses resultados sdo exemplos
de que por esse método somente é possivel identificar as proteinas mais
abundantes em cada banda.

Nos cascudos, foram identificadas 11 proteinas, duas proteinas hipotéticas e
mais dois produtos protéicos sem nome (Tabela 4.5). Dessas proteinas, apenas a
aldeido desidrogenase tem papel importante na biotransformac&o de xenobidticos.
Nenhum CYP, inclusive o CYP1A, foi identificado por gel unidimensional em
qualquer amostra de microssomos hepaticos de cascudo. Como ja mencionado, uma
grande limitagdo desse método é sua incapacidade de identificar proteinas pouco
expressas. Dessa forma, esses resultados ndo permitem uma conclusdo definitiva
quanto a presenga ou auséncia do CYP1A em figado de cascudos. Contudo, esses
resultados podem ser considerados como uma evidéncia adicional de que os
tratamentos com BNF (50 mg/kg ip) e DMBA (50 mg/kg ip) ndao foram capazes de
induzir a expressao do CYP1A em figado de cascudos — como ocorreu com as
tilapias. A tabela 4.5 mostra as proteinas identificadas em cada fatia de cada
amostra. A tabela completa, com as sequéncias dos peptideos usados na
identificacdo, as pontuagdes (score) obtidas e o numero de acesso no NCBI, pode
ser vista no anexo 1. Alguns dos espectros de MS (fingerprintting) e MS/MS podem

ser vistos na Figura 4.28.
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Figura 4.27) Gel de poliacrilamida 10% corado com Coomassie R-250. As bandas
localizadas na regido entre 45-66 kDa foram cortadas para identificacdo. MC:
camundongo controle, MB: camundongo tratado com BNF, CC: cascudo controle,
CB: cascudo tratado com BNF, CD: cascudo tratado com DMBA, TC: tilapia controle,
TB: tilapia tratada com BNF e TD: tilapia tratada com DMBA.
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11

12

13

Tabela 4.5) Proteinas identificas por MALDI-TOF/TOF em cada banda cortada de gel
1D de acordo com as amostras de cascudos e tilapias.

CC
Proteina
regulada por
glicose 78
kDa
(GRP78)

Proteina de
choque
térmico 70
kDa (HSP70)

Disulfito
isomerase

Calreticulina

ATP sintase

beta-actina

beta-actina

CB

Transferitina

Proteina de
choque térmico
70 kDa (HSP70)

Disulfito
isomerase

Calreticulina

ATP sintase
Proteina
hipotética

LOC393668

Proteina
hipotética
LOC100038785

beta-actina

2147214598

Gliceraldeido
fosfato
desidrogenase

CD
Proteina
regulada por
glicose 78
kDa
(GRP78)

Proteina de
choque
térmico 70
kDa (HSP70)

Disulfito
isomerase
Fosfolipase
C-alfa
gi 47223959

Calreticulina

ATP sintase

beta-actina

beta-actina

Aldolase B

TC

Proteina regulada
por glicose 78 kDa
(GRP78)

Riboforina I
Fosfoenolpiruvato
carboxilase
Monoamino
oxidase
Monoamino
oxidase

Amilase 3

Calreticulina
Glutamato
desidrogenase
ATP sintase

gi 47220325

ATP sintase

beta-actina
Proteina ribissomal
L3
2147221059
beta-actina
beta-actina
Alcool
desidrogenase
Alanina
aminotransferase
Frutose-bifosfato
aldolase B
Proteina ribissomal
L4

Frutose-bifosfato
aldolase B

78

B

Proteina regulada por
glicose 78 kDa (GRP78)

Proteina de choque térmico
71 kDa (HSP71)

Riboforina I

gi 47227494

Monoamino oxidase

Amilase 3

Calreticulina
CYP1A
ATP sintase
gi 47220325
gi 47221059
Dodecil-

difosfofosfooligosacarideo
glicosiltransferase

gi 47221059
beta-actina

Alcool desidrogenase

Proteina ribissomal L4

Frut,ose—bifosfato aldolase B
Alcool desidrogenase
2147214598

TD

Proteina regulada
por glicose 78 kDa
(GRP78)

Proteina de choque
térmico 71 kDa
(HSP71)
NADPH
citocromo P450
redutase

Riboforina I
Fosfoenolpiruvato
carboxilase

gi 47227494

Monoamino
oxidase

Calreticulina

CYP1A

2147220325

gi 47221059

Riboforina I

Monoamino
oxidase

beta-actina

Proteina ribissomal
L4

gi 47214598

Frutose-bifosfato
aldolase B
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5. DISCUSSAO

Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho mostraram que
cascudos das duas espécies analisadas (H. luetkeni e H. affinis) diferem das tilapias
do Nilo (O. niloticus) e, possivelmente, da maioria dos peixes até agora estudados,
quanto a capacidade de metabolizar in vitro alguns substratos de enzimas do
citocromo P450. Em contraste com o observado com tilapias e camundongos neste
estudo e com o relatado na literatura para outros vertebrados (Stegeman e
Livingstone, 1998), os microssomos hepaticos de cascudos nao foram capazes de
catalisar a desalquilagado de varios ésteres da resorufina, incluindo a desetilacdo da
etoxiresorufina, um substrato tipico da CYP1A (Whitlock, 1999). Além disso, os
cascudos ndo responderam com a esperada inducdo da atividade de
monooxigenases hepaticas (e.g. EROD/MROD), aos tratamentos com BNF e DMBA,
conhecidos indutores de CYP1A (Weimer et al., 2000; Weber e Janz, 2001; Parente
et al., 2008). No figado dos cascudos examinados, no entanto, encontramos
atividade da etoxicumarina-O-desetilase (ECOD) bem mais elevada do que a
registrada nas tilapias e camundongos. O fato de nado termos detectado atividade
catalitica de CYP1A no figado de cascudos contrasta com a observagao de que os
cascudos respondem com um claro aumento de danos cromossémicos (incidéncia
de eritrécitos micronucleados) a exposicao ao clastogeno DMBA que, em outras
espécies de vertebrados, requer ativacdo por isoformas CYP1A (Weimer et al.,
2000). Foi possivel ainda constatar a expressdo das proteinas das subfamilias
CYP1A e 3A no figado de tilapias. No figado dos cascudos examinados, também foi
possivel evidenciar a expressao de CYP3A e a presencga de proteinas reconhecidas

por anticorpos anti-CYP1A nao pode ser descartada.

5.1 Proteinas CYP1A sao ou nao sao expressas no figado de

cascudos?

Como comentado na Introdugdo deste trabalho, as proteinas da subfamilia
CYP1A sé&o altamente conservadas durante a evolug&o dos vertebrados (Hahn et al.,
1998). Tal conservagéo indica a existéncia de uma forte pressdo seletiva para a
manutencado dessa enzima (Hahn et al., 1998), o que, por sua vez, sugere que as
enzimas CYP1A sejam fundamentais para os vertebrados. O CYP1A, no entanto,

nao tem nenhuma fungcdo enddgena conhecida. A fungao atribuida a essa proteina
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estaria relacionada ao seu importante papel no metabolismo de xenobidticos e,
portanto, nas interagées entre os organismos e o ambiente. Embora fundamental
para eliminagdo de varios xenobidticos (desintoxicagdo), o CYP1A por outro lado &
também uma das principais enzimas responsaveis pela ativacdo metabdlica de pré-
mutagenos e pré-carcindgenos. Assim, isoformas CYP1A s&o importantes para a
desintoxicacdo de muitos xenobidticos, mas também s&o determinantes da
toxicidade de varios poluentes ambientais (Stegeman e Livingstone, 1998).

Em estudos anteriores (Santos, 2004), verificamos que a atividade de EROD,
marcadora de CYP1A, era muito baixa ou estava praticamente ausente no figado de
cascudos (Hypostomus spp) coletados em rios muito impactados pela acdo humana
(e.g. bacia do rio Paraiba do Sul). Essa observagcéo inesperada nos motivou a
investigar as enzimas hepaticas de biotransformagdo de xenobidticos desses
loricarideos, com énfase nas isoformas da subfamilia CYP1A.

Como muitos dos genes de resposta a fatores ambientais, o CYP1A ¢é
expresso em niveis basais (constitutivos) em situagdes normais (Whitlock, 1999).
Essa expressao, entretanto, € induzida em resposta a exposicdo a xenobibticos
ligantes do receptor Ah, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) e
hidrocarbonetos aromaticos poli-halogenados (pHAH) (Schmidt e Bradfield, 1996).
Em diversas espécies, a expressao basal (constitutiva) do CYP1A é tdo baixa que
nao é possivel detecta-la empregando meétodos convencionais de medida da
atividade enzimatica ou de identificacdo da proteina com o uso de anticorpos (Figura
4.21) (Ertl et al.,, 1999; Schlezinger e Stegeman, 2000; Verbrugge et al., 2001;
Bastos et al., 2004; Matsuo et al., 2006). Nesses casos, o CYP1A s6 costuma ser
detectado apés a indugao da transcrigdo génica por ligantes do receptor Ah. Assim,
inicialmente supomos que a nao deteccdo de EROD nos cascudos coletados nos
rios resultasse da baixa expressao basal (constitutiva) do CYP1A nesses peixes.
Para esclarecer essa questao, os cascudos foram coletados, mantidos em cativeiro
e tratados com uma dose suficientemente alta de conhecidos indutores de CYP1A
(BNF ou DMBA, 50 mg/kg ip). Como relatamos nos resultados, apds os tratamentos
com os indutores de CYP1A, a atividade de EROD permaneceu muito baixa, ou nao
detectada, no figado dos cascudos. Esses mesmos tratamentos, que foram
ineficazes em cascudos, induziram fortemente a atividade de EROD no figado de
tilapias e camundongos (figura 4.1). Esses resultados indicaram que a atividade de
EROD é muito baixa ou ndo detectavel na fracdo microssomal hepatica de cascudos

(H. luetkeni e H. affinis). Como EROD é um conhecido marcador da atividade
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catalitica do CYP1A em varios tecidos e espécies de vertebrados, esses resultados
nos levaram a formular algumas hipoteses para explica-los.

Os loricarideos (cascudos) tém habitos bentbnicos e sdo, em varios outros
aspectos, bastante diferentes dos ciclideos (tilapia) e da maioria dos peixes de
regides temperadas que tém sido mais estudados quanto ao metabolismo de
xenobidticos. Levando em conta estas marcantes diferencas de habitos, a primeira
hipétese que levantamos para a nao deteccdo das atividades de EROD foi que as
condigdes de realizagdo do ensaio (padronizadas para ciclideos) ndo seriam as
condicbes Otimas para evidenciar a atividade das enzimas de cascudos. Assim
sendo, determinamos as atividades de EROD (e também de MROD, PROD e
BROD) em ensaios em que variamos parametros criticos para a cinética enzimatica,
tais como pH, temperatura e concentracdo de proteina microssomal. Como
mostramos na sec¢do de resultados, as atividades das alcoxi-resorufina-O-
desalquilases (XROD) permaneceram muito baixas ou nao detectadas nos
microssomos hepaticos de cascudos em todas as condigdes de ensaio testadas
(Figuras 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9). Outra evidéncia que nos levou a desconsiderar esta
primeira hipotese foi o fato de termos posteriormente encontrado alta atividade de
uma outra reagao de monooxigenacao, a etoxicumarina-O-desetilase (ECOD), nos
microssomos hepaticos de cascudos. Determinada em condi¢cdes semelhantes as de
XROD, a atividade de ECOD em cascudos foi superior a encontrada em tilapias.

A segunda hipotese formulada seria a de que a proteina CYP1A expressa no
figado de cascudos teria sofrido alguma alteragdo e perdido a afinidade pela
etoxiresorufina (embora eventualmente mantendo a afinidade por outros substratos).
A terceira hipotese, que se contrapde a segunda, seria a de que a proteina CYP1A
nao é expressa no figado e, eventualmente, em outros tecidos dos cascudos. Em
virtude da ja mencionada alta conservagao dessa proteina ao longo da evolugéo dos
vertebrados, a segunda hipotese nos pareceu inicialmente mais provavel.

Assim sendo, investigamos se cascudos, controles e tratados com indutores
de CYP1A, eram capazes de catalisar outras reacbdes de desalquilacdo de
xenobidticos que se sabem serem mediadas por CYP. A desmetilagdo da
metoxiresorufina (MROD), outra atividade mediada por enzimas da subfamilia
CYP1A, também nao foi detectada em microssomo hepatico de cascudos. Nas
tilapias e nos camundongos, entretanto, MROD foi detectada nos animais controles
e induzida pelos tratamentos com BNF e DMBA (Figura 4.2). As reagdes de

desalquilagdo de outros ésteres da resorufina, como a pentoxi- (PROD) e a
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benziloxiresorufina (BROD) foram detectadas em microssomos hepaticos de
cascudos, mas em niveis muito baixos, € ndo foram induzidas pelos tratamentos
com BNF e DMBA. Apesar de PROD e BROD serem considerados marcadores da
atividade catalitica da subfamilia CYP2B em roedores e em outros mamiferos, nas
tilapias e camundongos tratados com indutores de CYP1A (ligantes do receptor Ah),
notamos uma indugao dessas duas reagdes de monooxigenagao (Figuras 4.3 e 4.4)
(Pretti et al., 2001; Zhang et al., 2008).

Como os microssomos hepaticos de cascudo ndo tinham exibido nenhuma
das atividades de desalquilagado de ésteres da resorufina (EROD, MROD, PROD e
BROD), decidimos investigar se eles apresentariam a atividade de desetilagdo da
etoxicumarina (ECOD). Nos roedores, ECOD tem mostrado ser catalisada de forma
relativamente inespecifica por diversas isoformas de CYP (e.g. CYP1A1, 1A2, 2A2,
2B1, 2C11, 2C13, 2E1, 3A2) (Funae e Imaoka, 1993). Surpreendemente,
observamos que nos microssomos hepaticos dos cascudos a atividade de ECOD é
similar a registrada nos camundongos e cerca de cinco vezes maior do que a
encontrada nas tilapias (figura 4.5). A deteccado de alta atividade de ECOD nos
cascudos demonstrou que o sistema citocromo P450 nessa espécie é funcional e
que a nao detecgao das atividades de desalquilacdo dos ésteres de resorufina
(XROD) nao era devida a degradagcdo dos citocromos ou a falhas inadvertidas
durante o preparo das amostras. Como comentamos, em roedores ECOD é uma
reacdo aparentemente mediada por varias isoformas de diferentes familias. A(s)
isoforma(s) responsavel(eis) pela catalise da desetilagdo da etoxicumarina em
peixes ainda nao foi(ram) identificada(s). O CYP1A tem participacdo marcante na
catalise de ECOD em roedores e poderia ser o principal responsavel por essa
reacao em peixes que expressam a isoforma. Nos cascudos e nas tilapias, todavia,
os tratamentos com indutores de CYP1A ndo aumentaram a atividade de ECOD.
Além disso, a adi¢gao de a-NF, um conhecido inibidor do CYP1A, nao inibiu a reacao
de ECOD in vitro. Como esperado, a presencga de a-NF inibiu fortemente a atividade
de EROD em microssomos hepaticos de tilapias controles. As mesmas
concentracbes de a-NF que inibiram acentuadamente EROD em microssomos
hepaticos de tilapia, provocaram apenas uma discreta diminuicdo de ECOD tanto em
microssomos de cascudos quanto de tilapias (figura 4.10 e 4.11). Esses resultados
sugerem que o CYP1A nado tem participagdo marcante na catalise de ECOD no

figado de cascudos e de tilapias.
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Em sintese, os resultados deste estudo ndo identificaram atividade catalitica
de CYP1A no figado de cascudos, tanto em termos de atividade constitutiva quanto
de atividade induzida. Até onde sabemos, esse € o primeiro relato de um peixe
teledsteo que ndo apresenta atividade de EROD no figado, auséncia essa notada
mesmo apds o tratamento com ligantes do receptor Ah. Uma cuidadosa revisdo da
literatura encontrou apenas um caso similar, descrito em peixes agnatas (lampreias
e peixes-bruxa) que tiveram origem no inicio da evolugado dos vertebrados (Hahn et
al., 1998).

Em virtude dos resultados obtidos com as determinacbes das atividades
cataliticas de CYP, decidimos procurar evidenciar diretamente a apoproteina do
CYP1A, empregando immunoblotting e anticorpos anti-CYP1A de peixe. Nesses
experimentos, empregando um anticorpo monoclonal anti-CYP1A de Stenotomus
chrysops (“scup”), detectamos regularmente intensas bandas imunoreativas
correspondentes ao CYP1A nas amostras de microssomos hepaticos de tilapias
tratadas com indutores de CYP1A e camundongos controles e tratados com
indutores (Figuras 4.13, 4.15, 4.17, 4.18 e 4.19). Nas amostras de microssomos
hepaticos de tilapias controles e de cascudos controles e tratados com indutores de
CYP1A, a banda imunoreativa (~50kDa) que corresponderia ao CYP1A, nao foi
detectada de forma consistente (Figuras 4.13, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18 e 4.19). No
entanto, esta banda imunoreativa foi detectada nessas amostras quando
maximizamos a sensibilidade, i.e., aumentamos a quantidade de proteina aplicada
ao gel e o tempo de exposicdo do filme (Figura 4.14). Nessas condigbes, em
algumas amostras de cascudo e na de tilapia tratada com DMBA, uma outra banda
imunoreativa, de massa molecular inferior (~42 kDa), foi detectada. Com o emprego
de um outro anticorpo, o anticorpo policlonal CP-226, obtivemos resultados
similares. Fortes bandas imunoreativas (~50kDa) foram observadas nas amostras de
microssomos hepaticos de tilapias tratadas com indutores de CYP1A (Figura 4.21,
4.23). O anticorpo policlonal ndo reconheceu nenhuma proteina nas amostras de
camundongo (figura 4.21). Fracas bandas foram observadas nas amostras de tilapia
controle e nas de cascudos controles e tratados com indutores (Figura 4.21). Apenas
quando aumentamos a quantidade de proteina aplicada ao gel e o tempo de
exposicao do filme, foi possivel evidenciar uma banda imunoreativa nas amostras de
cascudo (figura 4.22). Assim, os resultados de immunoblotting revelados com
anticorpos anti-CYP1A sugerem que os cascudos possuem uma proteina similar ao

CYP1A, proteina essa que seria expressa em niveis muito inferiores aos niveis de
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expressao da CYP1A de tilapias. Além disso, em cascudos, a expressdo dessa
proteina ndo seria aumentada pelos tratamentos com indutores CYP1A (ligantes do
receptor Ah). A banda imunoreativa de baixa massa molecular (~42kDa) detectada
pelo anticorpo monoclonal anti-CYP1A foi identificada por espectrometria de massas
como sendo actina. No entanto, como pelo método usado somente € possivel
identificar as proteinas mais abundantes em cada banda, n&o é possivel afirmar que
a proteina que reagiu com o anticorpo seja de fato a actina. E possivel que exista na
mesma banda outra proteina menos abundante do que a actina, que seja a
responsavel pela marcagao detectada por immunoblotting. Um caso semelhante a
esse foi descrito na literatura. Nesse caso, anticorpos policlonais anti-CYP1A
(incluindo o CP-226, usado neste trabalho) reagiram com bandas de géis
unidimensional e manchas de géis bidimensionais que foram posteriormente
identificadas como proteinas de citoesqueleto, como actina e tropomiosina (Grgsvik
et al., 2006). Nesse relato, os anticorpos também reagiram com proteinas na faixa
de massa molecular entre 48-54 kDa, mas a identificagcdo dessas proteinas nao foi
possivel (Grgsvik et al., 2006). No mesmo estudo, os autores mostram que uma
regidao do CYP1A altamente conservada em peixes tem seqiéncia de residuos de
aminoacidos com alto grau de identidade com regides de actina de peixe e molusco
e de tropomiosina de molusco (Grgsvik et al., 2006). Dessa forma, apesar da
deteccdo de bandas imunoreativas ser um forte indicio da expressdo do CYP1A em
cascudos; é preciso ter em mente que: i) tal deteccéo soé foi realizada em condi¢des
extremamente favoraveis, ii) existe grande identidade entre regides do CYP1A e de
proteinas do citoesqueleto, e iii) anticorpos anti-CYP1A, inclusive o CP-226 usado
neste trabalho, reagem contra proteinas do citoesqueleto em moluscos.

Utilizando espectrometria de massas, conseguimos identificar o CYP1A
somente nas amostras de microssomos hepaticos de tilapias tratadas tanto com
DMBA como com BNF. Esses peixes foram os que apresentaram maior indugao de
CYP1A, constatada tanto por immunoblotting quanto pelas atividades de EROD e
MROD. Na amostra de microssomos hepaticos de tilapia tratada com DMBA também
foi identificado o NADPH citocromo P450 redutase, enzima do complexo citocromo
P450 necessaria para a agao catalitica dessas monooxigenases. Nas amostras de
tilapias tratadas, na mesma banda em que o CYP1A foi encontrado, também foi
identificada a proteina calreticulina. A calreticulina foi identificada na mesma banda
em todas as amostras de tilapias e de cascudos. Nessa mesma banda, nas tilapias

controles, foi identificada ainda a enzima glutamato desidrogenase. Esses resultados
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demonstram que, apods a indugao, o CYP1A passa a ser uma proteina abundante
nos microssomos hepaticos das tilapias. Como o CYP1A n&o foi identificado nos
cascudos tratados com indutores, pode-se inferir que, ao contrario do que ocorreu
com as tilapias, o tratamento dos cascudos com BNF e DMBA néo foi eficiente para
induzir CYP1A.

Considerados em sua totalidade, os resultados do presente estudo nao
permitem excluir a possibilidade da proteina CYP1A ser expressa no figado de
cascudos. No entanto, os resultados sugerem que se a proteina CYP1A é expressa
no figado de cascudos, i) o CYP1A desses loricarideos exibiria caracteristicas
cataliticas e imunogénicas diferentes das da enzima CYP1A de tilapias, e ii) o nivel
de expressao constitutiva do CYP1A em cascudos seria muitas vezes inferior ao
nivel de expressao em tilapias e, iii) a expressdo de CYP1A em cascudos ndo seria

induzida por BNF e DMBA, ao contrario do que ocorre em tilapias e outros peixes.

5.2 Conversao do DMBA em metabdlitos genotdéxicos nos

cascudos

O DMBA foi genotoxico tanto para cascudos como para tilapias, como
evidenciado pelo aumento na frequéncia de eritrocitos com micronucleos no sangue
periférico. O DMBA necessita ser convertido em metabdlitos eletrofilicos para
exercer os seus efeitos mutagénicos e clastogénicos. Nas tilapias e em outros
vertebrados, acredita-se que a ativagcdo do DMBA envolva a participagado do CYP1A.
Como nos cascudos a atividade de EROD néo foi detectada, a proteina CYP1A é
muito pouco expressa constitutivamente e n&o € induzida por ligantes do receptor
Ah, parece improvavel que o DMBA possa ser ativado pelo CYP1A nesses peixes.
Alguns estudos demonstram que o DMBA também pode ser ativado por outras
subfamilias da familia 1, como a CYP1B (Savas et al., 1997; Shimada e Fuijii-
Kuriyama, 2004; Gao et al., 2008). Aparentemente, a agao catalitica do CYP1B
produz os mesmo metabdlitos do DMBA produzidos pela ativagdo pelo CYP1A. Tem
sido relatado que a ativagdo de HAP pelo CYP1B ocorre em niveis equivalentes, ou
mesmo, superiores a ativacdo mediada por CYP1A (Shimada e Fujii-Kuriyama,
2004). Nao é claro, entretanto, se o CYP1B é expresso em cascudos. Ainda
permanece por ser esclarecido que isoformas CYP catalisam a ativacdo do DMBA

em cascudos.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, confirmamos amplamente os inesperados resultados que
haviamos obtido, durante um estudo de biomonitoramento da bacia do rio Paraiba
do Sul, indicando que a atividade catalitica de CYP1A (EROD) era extremamente
baixa ou mesmo ausente no figado de cascudos da familia Loricariidae (H. luetkeni e
H. affinis). Além disso, verificamos também que, apesar da aparente auséncia de
atividade mediada por CYP1A, os cascudos responderam ao tratamento com o pré-
mutageno DMBA (que, em outras espécies, requer ativacdo metabdlica por CYPs da
familia 1, subfamilias 1A e 1B) de forma semelhante a outros peixes (O. niloticus),
exibindo um acentuado aumento da frequéncia de eritrécitos micronucleados (dano
cromossémico) no sangue periférico. Esta susceptibilidade dos cascudos ao efeito
genotoxico de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos é consistente com relatos de
estudos de campo, realizados pela equipe do Laboratorio de Ictiologia do Museu
Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ-UFRJ), sobre a alta incidéncia de tumores em
loricarideos coletados em trechos do rio Paraiba do Sul contaminados com esses
poluentes. Constatamos ainda que, nos microssomos hepaticos dos cascudos, a
atividade constitutiva da etoxicumarina-O-desetilase (ECOD) é alta e que proteinas
imunoreativas com anticorpos anti-CYP3A de peixes sao claramente expressas no
figado desses loricarideos. Embora a presenca de proteinas CYP1A na fragéo
microssomal hepatica de cascudos tenha sido investigada por eletroforese em gel
(SDS-PAGE), immunoblotting com dois anticorpos anti-CYP1A de peixes e, também,
com o emprego de deteccdo por espectrometia de massas, nédo foi possivel
confirmar a expressdo, nem excluir a possibilidade que essas proteinas sejam
expressas constitutivamente em niveis muito baixos nesses loricarideos. Os
resultados indicaram, porém, que a expressao de proteinas CYP1A nao foi induzida
no figado de cascudos apods o tratamento com conhecidos ligantes do receptor Ah e
indutores de CYP1A.

Em sintese, os resultados desse estudo indicaram que existem diferencas
fundamentais entre cascudos e as outras espécies estudadas quanto a atividade
catalitica e expressao de proteinas CYP1A no figado. Os resultados mostraram
ainda que cascudos tem alta atividade de ECOD no figado e sédo capazes de
converter hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em metabdlitos genotdxicos. Nao

foi claro, e necessita ser esclarecido em estudos subsequentes, que isoformas CYP

87



catalisam a desetilagcdo da etoxicumarina no figado de cascudos e a ativagéo

metabdlica de HPAs nesses peixes.

As principais conclusdes pontuais deste trabalho sédo destacadas a seguir:

1.

7.

O DMBA foi genotodxico tanto para cascudos como para tilapias, o que foi
demonstrado pelo aumento da freqténcia de eritrécitos com micronucleo
em sangue periférico de individuos tratados (50 mg/kg ip).

Nas tilapias e nos camundongos, a fragdo microssomal hepatica foi capaz
de catalisar reagcbes de desalquilagdo de ésteres da resorufina (EROD,
MROD, PROD e BROD). Nesses animais, as atividades de desalquilagao
dos ésteres da resorufina foram detectadas em niveis constitutivos,
claramente aumentados apds tratamento com conhecidos indutores de
CYP1A e ligantes do receptor Ah (BNF e DMBA).

Nas duas espécies de cascudo estudadas (H. luetkeni e H. affinis), uma
baixa atividade constitutiva de PROD e BROD foi detectada na fragao
microssomal hepatica. Essa atividade, entretanto, ndo aumentou nos
peixes tratados com conhecidos indutores de CYP1A.

Na fragdo microssomal hepatica de cascudos, nao foi possivel detectar as
atividades de EROD e MROD tanto em niveis constitutivos quanto apos
indugao com ligantes do receptor Ah (BNF e DMBA).

A atividade de ECOD foi encontrada no figado de todas as espécies
analisadas neste trabalho, mas ndo foi induzida pelo tratamento com
indutores de CYP1A. A atividade constitutiva de ECOD em cascudos e
camundongos foi cerca de cinco vezes maior do que a registrada em
tilapias.

Os resultados foram consistentes com a hipétese de que EROD é um
marcador da atividade catalitica do CYP1A em tilapias (O. niloticus) tendo
sido induzida pelo tratamento com conhecidos ligantes do receptor Ah e
inibida in vitro pela aNF. Os dados também sugerem que o CYP1A nao
tem participagdo importante na catalise de ECOD no figado de tilapias e
cascudos. ECOD nao foi induzida pelos conhecidos indutores de CYP1A e
a inibicao in vitro pela aNF foi fraca.

A expressédo da proteina do CYP1A em tilapias tratadas foi confirmada por
immunoblotting e por espectrometria de massas. Os resultados ndo foram
conclusivos quanto a expressao constitutiva (em niveis baixos) do CYP1A

em figado cascudos.
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7. PERSPECTIVAS

No presente trabalho, mostramos que existem diferengas fundamentais entre
loricarideos (cascudos) e ciclideos (tilapia do Nilo) quanto a atividade catalitica e
expressdo de CYP1A no tecido hepatico. Como desdobramento desse estudo,
pretendemos caracterizar melhor as proteinas CYP presentes nos microssomos
hepaticos de cascudos e investigar os mecanismos subjacentes as diferencas
encontradas entre esses loricarideos e outros vertebrados. E possivel que a
regulacao da expressao do CYP1A pelo receptor Ah seja diferente em cascudos, o
que poderia explicar alguns dos resultados que obtivemos. A regulagdo do CYP1A
via receptor Ah, entretanto, ainda ndo € completamente compreendida (Schmidt e
Bradfield, 1996). Outros fatores de transcricdo também estdo envolvidos no
processo, além de diversos co-fatores e sinais na regido promotora do gene
(Whitlock, 1999; Karchner et al.,, 2002; Powell et al., 2004; Hankinson, 2005;
Oshima et al., 2007). As interagdes entre a via AhR-CYP1A e outras vias, como a
de resposta a hipoxia, também tem sido pouco estudadas. E nossa intencdo
continuar estudando o sistema de biotransformagao de xenobidticos dos cascudos
ao nivel da regulagdo génica e tentar elucidar os mecanismos de ativacdo do
CYP1A via receptor AhR nessas espécies e suas interacbes com outras vias de

sinalizacao celular.
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ANEXO 1 — Tabela completa com a identificacdo das proteinas por MALDI-TOF/TOF

Cascudos
Posi¢do
Amostra | Banda | Maldi Proteina MW theor/Pliheor] NCBI ID “Score” | Seqiiencia(s) identificada(s) dos peptideos (Da)
LTPEDIER (972.49), VEITANDQGNR
Glucose-regulated protein 78 (1228.62), ITPSYVAFTSEGER (1556.75),
CC 1 F17 (Paralichthys olivaceus) 72247/ 4.97 |gi|110226520 NQLTSNPENTVFDAK (1677.78)
Glucose-regulated protein 78
CD 1 G7 (Paralichthys olivaceus) 72247/ 4.97 |gi|110226520 20 ITPSYVAFTSEGER (1556.65)
LTPEDIER (972.58), ITITNDQNR (1074.64),
Heat shock 70 kDa protein 5 VYEGERPLTK (1191.74), VEIIANDQGNR
CB 1 F9 (Danio rerio) 71946/ 5.04 | gi|39645428 |18 39334448  (1228.73), TWGDSSVQQDIK (1363.76)
LTPEDIER (972.43), ITITNDQNR (1074.48),
Heat shock 70 kDa protein 5 VYEGERPLTK (1191.55), VEIIANDQGNR
CD 1 G7 (Danio rerio) 71946/ 5.04 | gi[39645428 (1922 26 38 41|  (1228.54), TWGDSSVQQDIK (1363.54)
ITITNDQNR (1074.64), VYEGERPLTK
Heat shock 70kDa protein (1191.74), VEITANDQGNR (1228.73),
CB 1 F9 (Danio rerio) 71946/ 5.04 | gi|39645428 | 3133 43 51 TWGDSSVQQDIK (1363.76)
Heat shock 70kDa protein 5
(glucose-regulated protein) TWGDSSVQQDIK (1363.63),
CC 1 F17 (Danio rerio) 71946/ 5.04 | gi|39645428 82 34 NQLTSNPENTVFDAK (1677.78)
Heat shock protein 70 EFFDGKEPSR (1211.49), VEIIANDQGNR
CD 1 G7 (Oxytricha sp. LPJ-2005) 40357/ 6.32 | gi|67462292 44 38 (1228.54)
CB 1 F9 Transferrin (Salmo trutta) gi 5837809 48 VPAHAVVSR (935.62)
Phospholipase C-alpha (Homo
CD 5 Gl1 sapiens) MDATANDVPSPYEVR (1664.69)
Protein disulfide-isomerase
CB 5 F13 (Ictalurus punctatus) 18584/ 4.30 | gi|86370990 3531 VHSFPTLK (928.49), KIIDYSGER (1080.53)
Protein disulfide-isomerase
CC 5 F21 (Ictalurus punctatus) 18584/ 4.30 | gi|86370990 3737 VHSFPTLK (928.52), KIIDYSGER (1080.58)
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Protein disulfide-isomerase

VHSFPTLK (928.48), IIDYSGER (952.43),

CD Gl1 (Ictalurus punctatus) 18584/ 4.30 | gi|86370990 | 392347 KIIDYSGER (1080.52)
Unnamed protein product VHSFPTLK (928.48), KEECPAIR +
CD Gl1 (Tetraodon nigroviridis) 54777/ 4.74 | gil47223959 3922 Carbamidomethyl (C) (1002.48)
FEPFSNEGK (1054.46),
KPEDWDDR(1060.45),
CB F14 Calrl protein (Danio rerio) | 48230/ 4.33 | gi|28422327 | 343248 LTAGNFYGDAEKDK (1528.68)
IDCGGGY VK.V + Carbamidomethyl (C)
(968.48), FEPFSNEGK (1054.49),
CC F22 Calrl protein (Danio rerio) | 48230/ 4.33 | gi|28422327 26 37 38 KPEDWDDR(1060.45)
IDCGGGY VK + Carbamidomethyl (C)
(968.47), FEPFSNEGK (1054.50),
CC F22 Calrl protein (Danio rerio) | 48230/4.33 | gi|28422327 | 243835 KPEDWDDR (1060.50)
FEPFSNEGK (1054.44), KPEDWDDR
(1060.44), KVHVIFNYK (1147.60),
CD GI12 Calrl protein (Danio rerio) 48230/ 4.33 | gi|28422327 | 323242 35 LTAGNFYGDAEKDK (1528.66)
Aldehyde dehydrogenase FDHIFYTGNSTVGK (1585.72),
CB F15 (Danio rerio) 54640/ 8.94 | gil47086741 76 19 QRFDHIFYTGNSTVGK (1869.88)
Hypothetical protein
CB F15 LOC393668 (Danio rerio) gi 41152346 53 GNPTVEVDLYTER (1492.69)
IPVGPETLGR (1038.56), IMNVIGEPIDER
Predicted: ATP synthase (Pan (1385.67), AHGGYSVFAGVGER (1406.63),
CB F15 troglodytes) 56410/ 5.20 | gi|114644226| 30 17 71 40 VALVYGQMNEPPGAR (1601.77)
Predicted: ATP synthase (Pan
CcC F23 troglodytes) 56410/ 5.20 |gi]114644226 36 AHGGYSVFAGVGER (1406.63)
Predicted: ATP synthase (Pan IPVGPETLGR (1038.56),
CD G13 troglodytes) 56410/ 5.20 | gi|114644226 3747 AHGGYSVFAGVGER (1406.63)
IPVGPETLGR (1038.70),
Hypothetical protein AHGGYSVFAGVGER (1406.83),
CB F5 LOC100038785 (Danio rerio) | 55779/ 5.19 |gi|147905995| 203913 VALVYGQMNEPPGAR (1601.99)
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AGFAGDDAPR (976.35), GYSFTTTAER
(1132.41), HQGVMVGMGQK (1171.44),
QEYDESGPSIVHR + Pyro-glu (N-term Q)

CcC 10 G2 Bactin] protein (Danio rerio) | 41726/ 5.30 | gi[28279111 38 28 3959 87| (1499.50), QEYDESGPSIVHR (1516.53)
CD 10 G16 | Bactinl protein (Danio rerio) | 41726/ 5.30 | gi|28279111 18 AGFAGDDAPR (976.44)
AGFAGDDAPR (976.35), GYSFTTTAER
Beta-actin (Oncorhynchus (1132.41), HQGVMVGMGQK (1171.44),
CC 10 G2 mykiss) 41670/ 5.38 | gi|8886013 | 39303999 QEYDESGPSIVHR (1516.53)
AGFAGDDAPR (976.46), GYSFTTTAER
(1132.55), HQGVMVGMGQK (1171.59),
QEYDESGPSIVHR (1516.74),
CD 11 G21 Bactinl protein (Danio rerio) | 41726/ 5.30 | gi|28279111 |51 34 58 95 26 SYELPDGQVITIGNER (1790.91)
Beta-actin (Oncorhynchus AGFAGDDAPR (976.34), QEYDESGPSIVHR
CcC 11 G3 mykiss) 41670/ 5.38 | gi|8886013 3141 (1516.53)
IWHHTFYNELR (1515.89),
SYELPDGQVITIGNER (1791.05),
Beta-actin (Tanichthys VAPEEHPVLLTEAPLNPK (1954.23),
CB 11 F7 albonubes) 41654/ 5.30 |gi|157382498| 49 62 5522 | DLYANTVLSGGTTMYPGIADR (2215.26)
AAQEAFFTR (1040.51), INVENTEENRR
CD 12 G17 |Aldolase B (Poecilia reticulata)| 39468/ 8.64 |gi|126211573 24 46 (1373.66)
Unnamed protein product
CB 12 F8 (Tetraodon nigroviridis) 2147214598 42 VFGATEFVNPK (1208.75)
Glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (Oncorhynchus VPTPNVSVVDLTVR (1945.81),
CB 13 F16 mykiss) 36251/ 7.23 | gi|13936898 40 49 LVTWYDNEFGYSNR (1763.76)
Glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (Oncorhynchus VPTPNVSVVDLTVR (1495.81),
CB 13 F16 mykiss) 36251/7.23 | gi[13936898 40 49 LISWYDNEFGYSNR (1763.77)
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Tilapia

Posicado
Amostra | Banda | Maldi Proteina MWiheor/Plineor.] NCBI ID “Score” Seqiiencia(s) identificada(s) dos peptideos (Da)
SDIDEIVLVGGSTR (1460.65),
AKFEELNMDLFR (1512.64),
ITPSYVAFTSEGER (1556.65),
KSDIDEIVLVGGSTR (1588.74),
Glucose-regulated protein VTHAVVTVPAYFNDAQR (1887.84),
78 (Paralichthys DNHLLGTFDLTGIPPAPR (1933.87)
B 1 A13 olivaceus) gi 110226520| 65 55 95 58 84 129 32 KVTHAVVTVPAYFNDAQR (2015.92)
Glucose-regulated protein
78 (Paralichthys ITITNDQNR (1074.52), VEIIANDQGNR
TC 1 B7 olivaceus) gi 110226520 27 23 (1228.59)
SDIDEIVLVGGSTR (1460.73),
AKFEELNMDLFR (1512.72),
Glucose-reguated protein ITPSYVAFTSEGER (1556.74),
78 (Paralichthys KSDIDEIVLVGGSTR (1588.82),
D 1 A1 olivaceus) gi 110226520 56 36 95 66 75 VTHAVVTVPAYFNDAQR (1887.94)
Heat shock cognate 71
TC 1 B7 |(Kryptolebias marmoratus) gi 37925912 23 VEIIANDQGNR (1228.59)
FELTGIPPAPR (1197.64),
Heat shock cognate 71 TTPSYVAFTDTER(1487.68),
D 1 A1  |(Kryptolebias marmoratus) gi 37925912 224030 STAGDTHLGGEDFDNR (1691.73)
NADPH--cytochrome
P450 reductase (Salmo
D 1 A1 trutta) gi 29337176 23 NPFLAPVTVNR (1227.66)
FELTGIPPAPR (1197.57), FEELNADLFR
(1253.52), GQIHDIVLVGGSTR (1451.69),
Heat shock cognate 71 TTPSYVAFTDTER(1487.59),
B 2 A14 |(Kryptolebias marmoratus) gi 37925912 1924282276 STAGDTHLGGEDFDNR (1691.60)
Phosphoenolpyruvate
carboxykinase (Salmo YENCWLAR + Carbamidomethyl (C)
TC 3 B9 salar) gi 76885910 26 (1111.47)
Phosphoenolpyruvate YENCWLAR + Carbamidomethyl (C)
TD 3 A3 carboxykinase (Salmo salar) gi 76885910 15 22 (1111.49), IFHVNWFR (1118.57)
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TB A15 | Ribophorin | (Danio rerio) gi 37497110 37 TILPASAQDVYYR (1496.65)
TC B9 | Ribophorin | (Danio rerio) gi 37497110 24 TILPASAQDVYYR (1496.73)
FPLFGGWK (951.49), TILPASAQDVYYR
(1496.74), TIEVSHWGNIAVEETIDLR
D A3 | Ribophorin | (Danio rerio) gi 37497110 3947 31 (2182.06)
Monoamine oxidase
TC B10 | (Oncorhynchus mykiss) gi 728485 29 MHFNPELPPLR (1350.67)
Monoamine oxidase
TC B10 (Danio rerio) gi 40218524 80 WVDLGGAYIGPTQNR (1646.80)
Unnamed protein product
TB A16 | (Tetraodon nigroviridis) gi 47227494 32 HHPFVAPTLEGGQR (1545.66)
Unnamed protein product
D A4 (Tetraodon nigroviridis) gi 47227494 21 HHPFVAPTLEGGQR (1545.75)
Monoamine oxidase
TB A17 | (Oncorhynchus mykiss) gi 728485 37 MHFNPELPPLR (1350.58)
Monoamine oxidase
TC B11 (Oncorhynchus mykiss) gi 728485 26 MHFNPELPPLR (1350.70)
Monoamine oxidase
D A5 (Oncorhynchus mykiss) gi 728485 27 MHFNPELPPLR (1350.66)
Amylase-3 protein
TB A17 | (Tetraodon nigroviridis) gi 17148483 30 TSIVHLFEWR (1287.57)
Amylase-3 protein LINMGVAGFR (1077.59), YQPISYNLCSR +
TC B11 (Tetraodon nigroviridis) gi 17148483 2125 Carbamidomethyl (C) (1400.66)
WVDLGGAYIGPTQNR (1646.68),
Monoamine oxidase LYFAGTETATEWSGYMEGAVQAGER
TB A17 (Danio rerio) gi 40218524 83 40 (2723.99)
Monoamine oxidase
TC B11 (Danio rerio) gi 40218524 93 WVDLGGAYIGPTQNR (1646.82)
Monoamine oxidase
D A5 (Danio rerio) gi 40218524 74 WVDLGGAYIGPTQNR (1646.78)
Calreticulin (Paralichthys
TB A18 olivaceus) gi 108735934 59 EEFLDGDEWR (1295.43)
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Calreticulin (Paralichthys

TC B12 olivaceus) gi 108735934 27 EEFLDGDEWR (1295.55)
Calreticulin (Paralichthys
TD A6 olivaceus) gi 108735934 67 EEFLDGDEWR (1295.51)
Cytochrome P450 1A
B A18 | (Oreochromis niloticus) gi 13365614 39 SLSFSTDQAGIWR (1467.58)
SLSFSTDQAGIWR (1467.67),
LVTEHYATFDKDNIR (1821.85),
Cytochrome P450 1A SFSNLEGTTPEYSCALEEHISK +
TD A6 (Oreochromis niloticus) gi 13365614 64 62 64 Carbamidomethyl (C) (2499.05)
Cytochrome P450 1A
TD A6 (Paralichthys olivaceus) gi 133779715 62 IVTEHYATFDKDNIR (1821.25)
Cytochrome P450 1A1
B A18 (Dicentrarchus labrax) gi 5921905 25 QGDEFAGRPDLYSFR (1757.66)
Cytochrome P450 1A1
TD A6 (Dicentrarchus labrax) gi 5921905 43 QGDEFAGRPDLYSFR (1757.77)
Glutamate dehydrogenase DNGEWEVVEGYR (1452.67),
TC B12 | (Oncorhynchus mykiss) gi 21715871 2121 QGGPIPIVPTADFQAR (1666.87)
IPVGPETLGR (1038.51),
ATP synthase subunit AHGGYSVFAGVGER (1406.57),
B B1 beta (Cyprinus carpio) gi 47605558 319341 VALVYGQMNEPPGAR (1601.68)
ATP synthase subunit AHGGYSVFAGVGER (1406.69),
TC B13 beta (Cyprinus carpio) gi 47605558 7349 VALVYGQMNEPPGAR (1601.82)
Unnamed protein product
B B1 (Tetraodon nigroviridis) gi 47220325 2334 YDQLFPR (938.40), KYDQLFPR (1066.49)
Unnamed protein product
TC B13 | (Tetraodon nigroviridis) gi 47220325 2140 YDQLFPR (938.48), KYDQLFPR (1066.57)
Unnamed protein product
D A7 (Tetraodon nigroviridis) gi 47220325 29 KYDQLFPR (1066.53)
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ATP synthase subunit

IMNVIGEPIDER (1385.72),
AHGGYSVFAGVGER (1406.69),
VALTGLTVAEYFR (1439.80),
VALVYGQMNEPPGAR (1601.82),
LVLEVAQHLGENTVR (1677.93),
AIAELGIYPAVDPLDSTSR (1988.04),

TC B14 beta (Cyprinus carpio) gi 47605558 | 20 68 37 67 88 43 103 | IPSAVGYQPTLATDMGTMQER (2266.09)
Dolichyl-
diphosphooligosaccharide-|
protein glycosyltransferase LPDVYGVFQFK (1312.56),
B B2 (Danio rerio) gi 33991828 1537 WVPFDGDDIQLEFVR (1835.74)
IHYENNSPFLTISSITR (1991.93),
D A8 | Ribophorin | (Danio rerio) gi 37497110 15 22 QLVVFQGNHYLYSPYPTR (2182.01)
Unnamed protein product EALVDQADDFTGR (1436.55) (tem homologia
B B2 (Tetraodon nigroviridis) gi 47221059 38 com Cytochrome P450 de outras especies)
Unnamed protein product
TC B14 | (Tetraodon nigroviridis) gi 47220325 25 KYDQLFPR (1066.58)
Unnamed protein product
D A8 (Tetraodon nigroviridis) gi 47221059 58 EALVDQADDFTGR (1436.61)
Beta-actin (Misgurnus
TC B15 anguillicaudatus) gi 119943232 22 IWHHTFYNELR (1515.77)
Monoamine oxidase
TD A9 (Danio rerio) gi 40218524 16 WVDLGGAYIGPTQNR (1646.75)
Ribosomal protein L3 HGSLGFLPR (983.49), VACIGAWHPAR +
TB B3 (Danio rerio) gi 60688481 23 21 Carbamidomethyl (C) (1237.56)
Unnamed protein product
B B3 (Tetraodon nigroviridis) gi 47221059 42 EALVDQADDFTGR (1436.58)
Unnamed protein product
TC B15 | (Tetraodon nigroviridis) gi 47221059 102 EALVDQADDFTGR (1436.69)
Unnamed protein product
TD A9 (Tetraodon nigroviridis) gi 47221059 78 EALVDQADDFTGR (1436.60)
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Beta-actin (Misgurnus

AGFAGDDAPR (976.47), GYSFTTTAER
(1132.55), QEYDESGPSIVHR + Pyro-glu (N-
term Q) (1499.70), IWHHTFYNELR (1515.78),
SYELPDGQVITIGNER (1790.92),
VAPEEHPVLLTEAPLNPK (1954.08),

TC 10 B16 anguillicaudatus) gi 11994323222 21 63 54 107 53 109] DLYANTVLSGGTTMYPGIADR (2215.09)
AGFAGDDAPR (976.40), AVFPSIVGRPR
(1198.62), QEYDESGPSIVHR + Pyro-glu (N-
term Q) (1499.58), IWHHTFYNELR (1515.65),
SYELPDGQVITIGNER (1790.78),
Beta-actin (Misgurnus VAPEEHPVLLTEAPLNPK (1953.93),
B 10 B4 anguillicaudatus) gi 11994323223 24 67 61 101 5587 | DLYANTVLSGGTTMYPGIADR (2214.92)
AVFPSIVGR (945.50), GYSFTTTAER
(1132.47), QEYDESGPSIVHR + Pyro-glu (N-
term Q) (1499.60), IWHHTFYNELR (1515.68),
Beta-actin (Misgurnus SYELPDGQVITIGNER (1790.80),
TD 10 A10 anguillicaudatus) gi 119943232 33 29 93 45 46 80 VAPEEHPVLLTEAPLNPK (1953.97)
Alanine-glyoxylate
aminotransferase (Danio
TC 11 B17 rerio) gi 47085935 45 YLFGPGPSNVPPR (1400.77)
Alcohol dehydrogenase VIPLFISQCR + Carbamidomethyl (C)
B 11 B5 |Class VI (Oryzias latipes) gi 157278329 27 (1232.62)
VIPLFISQCR + Carbamidomethyl (C)
(1232.72),
Alcohol dehydrogenase AAVAWEPNKPLVIEDIEVAPPQANEVR
TC 11 B17 |Class VI (Oryzias latipes) gi 157278329 37 51 (2955.61)
Beta-actin (Misgurnus IWHHTFYNELR (1515.79),
TC 11 B17 anguillicaudatus) gi 119943232 34 40 SYELPDGQVITIGNER (1790.93)
Fructose-bisphosphate
aldolase B (Oryzias ISDGCPSALAIAENANVLAR +
TC 11 B17 latipes) gi 46849373 32 Carbamidomethyl (C) (2042.08)
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Ribosomal protein L4

SGQGAFGNMCR + Carbamidomethyl
(1184.44), FCIWTESAFR + Carbamidomethyl
(C) (1316.55), APIRPDVVNFVHTNMR
(1865.89), QPYAVSELAGHQTSAESWGTGR

TB 11 B5 (Pagrus major) gi|37779080 19 51 30 102 + Pyro-glu (N-term Q) (2314.95)
FCIWTESAFR + Carbamidomethyl (C)
Ribosomal protein L4 (1316.65), QPYAVSELAGHQTSAESWGTGR
TC 11 B17 (Pagrus major) gi|37779080 1549 + Pyro-glu (N-term Q) (2315.13)
SGQGAFGNMCR + Carbamidomethyl
Ribosomal protein L4 (1184.42), QPYAVSELAGHQTSAESWGTGR
TD 11 A11 (Pagrus major) gi|37779080 28 14 + Pyro-glu (N-term Q) (2314.92)
Unnamed protein product
TD 11 A11 (Tetraodon nigroviridis) gi 47214598 44 VFGATEFVNPK (1208.56)
VIPLFISQCR + Carbamidomethyl (C)
(1232.62),
Alcohol dehydrogenase AAVAWEPNKPLVIEDIEVAPPQANEVR
TB 12 B6 | Class VI (Oryzias latipes) gi 157278329 37 59 (2955.39)
Fructose-bisphosphate
aldolase B (Lepisosteus YTPQEVAMATVTALR (1650.77),
B 12 B6 osseus) gi 46849387 28 11 KYTPQEVAMATVTALR (1778.85)
Fructose-bisphosphate
aldolase B (Lepisosteus YTPQEVAMATVTALR (1650.89),
TC 12 B18 osseus) gi 46849387 1218 KYTPQEVAMATVTALR (1778.99)
Fructose-bisphosphate
aldolase B (Oryzias ISDGCPSALAIAENANVLAR +
TB 12 B6 latipes) gi 46849373 137 Carbamidomethyl (C) (2041.93)
Fructose-bisphosphate
aldolase B (Oryzias ISDGCPSALAIAENANVLAR +
TC 12 B18 latipes) gi 46849373 141 Carbamidomethyl (C) (2042.09)
Fructose-bisphosphate
aldolase B (Oryzias ISDGCPSALAIAENANVLAR +
D 12 A12 latipes) gi 46849373 52 Carbamidomethyl (C) (2041.91)
Unnamed protein product
TB 12 B6 (Tetraodon nigroviridis) gi 47214598 27 VFGATEFVNPK (1208.57)
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ANEXO 2 - Trabalhos publicados no periodo do mestrado

Artigos completos em revistas internacionais

1 - Parente, T. E., A. C. De-Oliveira e F. J. Paumgartten. Induced cytochrome P450
1A activity in cichlid fishes from Guandu River and Jacarepagua Lake, Rio de
Janeiro, Brazil. Environmental Pollution, v.152, n.1, Jun 27, p.233-8. 2008.

Resumos publicados em periddicos internacionais

1 - PARENTE, T. E. M., OLIVEIRA, A. C. A. X,, FRIEDRICH, K., ACQUARONE, M.,
Paumgarttem, F.J.R. Comparative study on cytochrome P450s of cichlidae and
loricariidae fish. In: Abstracts from Fourteenth International Symposium on Pollutant
Responses in Marine Organisms (PRIMO 14) - Organic Xenobiotics: Mechanisms of
detoxification and mechanisms of toxicity. Marine Environmental Research 66 (2008)
27-34.

2 - PARENTE, T. E. M., Santos, L.M.F., Torres, J.P.M., Araujo, F. G., Paumgarttem,
F.J.R. Evaluation of Paraiba do Sul River basin pollution using biochemical
biomarkers in fish.. In: Abstracts from Fourteenth International Symposium on
Pollutant Responses in Marine Organisms (PRIMO 14) - Field studies. Marine
Environmental Research 66 (2008) 199-204

3 - MATIAS, G. R. A., RODRIGUES, I. L., NASCIMENTO, I. A., REBELO, M. F.,
PARENTE, T. E. M., LUZ, L. D., KIPERSTOCK, A. Evaluation of the contamination of
the water bodies using the induction of EROD activity as biomarker. In: Abstracts
from Fourteenth International Symposium on Pollutant Responses in Marine
Organisms (PRIMO 14) - Biomarkers of pollutants at the molecular, cellular,
histological and organismic level. Marine Environmental Research 66 (2008) 166—
180
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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