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NIVEIS DE EXPRESSAO GENICA DOS CITOCROMOS P450 NO
FIGADO DE PEIXE-ZEBRA: UMA BREVE REVISAO

Zenon Ratzlaff Junior!, Alexis Trott.2

Cytochrome p450 gene expression levels in zebrafish liver: a brief review

Resumo: Os citocromos P450 (CYPs) compdem uma superfamilia de proteinas envolvidas na
desintoxicacdo e eliminacdo, além da ativacdo de uma ampla variedade de compostos. Em
peixes, essas enzimas concentram-se principalmente no figado, mas foram também detectadas
no rim, trato gastrointestinal e tecido branquial. O uso de peixe-zebra em estudos biomédicos
e ecotoxicoldgicos cresceu nos ultimos anos, sendo necessario um conhecimento explicito da
expressao dos citocromos P450, dado o seu papel central na biotransformacdo de
xenobioticos. Este trabalho caracteriza-se por ser um estudo descritivo na modalidade de
revisao bibliografica com o objetivo de abordar os niveis de expressdao dos genes do
citocromo P450 no figado de peixe-zebra. A pesquisa foi realizada nas bases eletronicas de
dados Lilacs, BIREME, PubMed, MedLine e Scielo, com os descritores P450 transcription
liver zebrafish; expression P450 zebrafish liver e expression levels of P450 zebrafish liver,
Segundo as pesquisas, foi identificado um conjunto diversificado de genes CYPs ativos em
peixe-zebra, sendo que os genes CYP2AD2, CYP3A65, CYP1A, CYP2P9 e CYP2Y3 sdo 0s
mais expressos, em ambos os sexos. No entanto, considerando os diferentes sexos, ha
diferencas significativas nos niveis de transcricdo para CYP1A, CYP1B1, CYPID1 e
CYP2N13. Esses resultados indicam a regulacdo especifica por sexo da expressdo dos genes
CYPs, no figado de peixe-zebra. O figado é um dos principais 6rgdos de desintoxicacéo,
sendo que a maioria dos CYPs apresenta alta expressdo hepatica.

Palavras-chave: Danio rerio. CYP. Expressdo transcricional. Biotransformagao de
xenobioticos.

Abstract: Cytochrome P450 enzymes (CYPs) are a superfamily of proteins involved in
detoxification, elimination and activation of a wide variety of compounds. In fish, these
enzymes are mainly concentrated in the liver, but have also been detected in the kidney,
gastrointestinal tract and gill tissue. The use of zebrafish in biomedical and ecotoxicological
studies has grown in the last years, requiring an extensive cytochrome P450 expression
understanding, due its central role in xenobiotic biotransformation. This work is a descriptive
study on expression levels of cytochrome P450 genes in the zebrafish liver. The research was
performed in the electronic databases Lilacs, BIREME, PubMed, MedLine and Scielo, with
the descriptors P450 transcription liver zebrafish; expression P450 zebrafish liver and
expression levels of P450 zebrafish liver. According to the research, a diverse set of zebrafish
active CYPs genes have been identified, with CYP2AD2, CYP3A65, CYP1A, CYP2P9 and
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CYP2Y3 being the most expressed in both sexes. However, considering the different sexes,
there are significant differences in transcription levels for CYP1A, CYP1B1, CYP1D1 and
CYP2N13. These results indicate gender-specific regulation of CYP gene expression in
zebrafish liver. The liver is the major detoxification organ, and most CYPs have high liver
expression.

Keywords: Danio rerio. CYP. Transcriptional expression. Xenobiotic biotransformation.

1 INTRODUCAO

Os citocromos P450 (CYPs) sdo uma familia multigénica diversa de proteinas
contendo grupo heme que oxidam, hidrolisam ou reduzem compostos através da insercéo de
um atomo de oxigénio atmosférico ao substrato durante o ciclo de reacdo (NEBERT et al.,
1993; NELSON et al., 1996). Muitos CYPs tém papéis importantes nos processos fisioldgicos
basicos, como 0s CYP1, CYP2 e CYP3, os quais desempenham papéis criticos principalmente
na catalisacdo da biotransformacdo de xenobiéticos e, portanto, podem determinar a
persisténcia e as acdes de muitos medicamentos e substancias toxicas (KUBOTA et al., 2019).

Em média, as enzimas CYPs sdo responsaveis pelo metabolismo de 70-80% de todos
os medicamentos em uso clinico, sendo o CYP3A4 (+ 3Ab5) a principal enzima envolvida,
seguido pelo CYP2D6, CYP2C9 e CYP1A2 (ZANGER; SCHWAB, 2013). Existem
associacOes Obvias entre as acdes de alguns CYPs e a toxicidade de alguns produtos quimicos,
por meio da ativagdo ou inativacdo destas moléculas (biotransformacao de xenobidticos).

Diferentes estratégias podem ser adotadas na catalisacdo da biotransformacdo de
xenobioticos. A biotransformacdo é feita principalmente no figado e consiste em carregar
eletricamente a substancia xenobiotica de modo que, ao passar pelos tabulos renais, ela ndo
seja reabsorvida. Sendo assim, os mecanismos de biotransformacdo envolvem uma série de
reacGes quimicas dependentes de enzimas hepéticas. Biomarcadores em peixes podem indicar
tanto a exposicdo de organismos a contaminantes (biomarcadores de exposi¢do) quanto a
magnitude do disturbio causado em resposta a poluentes (biomarcadores de efeito)
(CAJARAVILLE et al., 2000).

O peixe-zebra (Danio rerio Hamilton, 1822) principalmente em seus estagios
embrionarios e larvais, tem sido cada vez mais utilizado como organismo modelo para
descoberta de medicamentos, testes de toxicidade no desenvolvimento e ecotoxicologia, sendo
que um conjunto completo de genes CYP e a expressdo génica dos mesmos durante o

desenvolvimento inicial do peixe-zebra ja foram examinados. A facilidade de analises
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genéticas e de manipulacdo torna o peixe-zebra altamente adequado para ua compreensao
dos efeitos quimicos nos organismos.

Em peixe-zebra, como nos peixes em geral, essas enzimas concentram-se
principalmente no figado, mas foram detectadas no rim, trato gastrointestinal e tecido
branquial (VARANASI, 1989). O figado € um dos maiores 6rgdos da cavidade abdominal e é
crucial para a homeostase e a protecdo dos individuos contra os xenobioticos. Embora a
organizacdo estrutural do figado de peixe-zebra seja diferente comparando-se a roedores e
seres humanos, com énfase particular na falta de um arranjo lobular tipico, as propriedades
metabolizadoras de farmacos sdo geralmente semelhantes em peixe-zebra, roedores e
humanos (VLIEGENTHART et al., 2014).

O aumento do uso de peixe-zebra em estudos biomédicos, ecotoxicologicos e de
desenvolvimento requerem conhecimento explicito dos citocromos P450, dado o papel central
dos CYPs na biotransformacdo de xenobidticos e de muitas moléculas reguladoras. Deste
modo, entender a suscetibilidade dos organismos aos efeitos de drogas e agentes toxicos, bem
como de sua fisiologia bésica, depende dos conhecimentos acerca das fun¢des dos CYPs.
Sendo assim, esta revisdo aborda o perfil transcricional dos genes dos citocromos P450 no

figado de peixe-zebra, bem como, seus aspectos mais importantes.
2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Este € um estudo de revisdo bibliogréfica descritiva, desenvolvido através de pesquisa
de artigos cientificos indexada nas bases eletrdnicas de dados Lilacs, BIREME, PubMed,
MedLine e Scielo. A revisao respondeu ao tema especifico: niveis de expressao dos genes dos
citocromos p450 no figado de peixe-zebra. Sendo assim, nas bases eletronicas, foram
inseridos 0s seguintes descritores: p450 transcription liver zebrafish; expression p450
zebrafish liver; expression levels of p450 zebrafish liver.

O recorte temporal envolveu o periodo compreendido entre 1989 e 2019, abrangendo
as publicagdes dos dltimos 30 anos. O requisito para inclusdo dos artigos na pesquisa
considerou os resultados acerca dos niveis de expressao dos genes dos citocromos p450 no

figado de peixe-zebra.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Diante das pesquisas realizadas, podemos destacar o trabalho de Kubota et al., (2019),
realizado através de uma unica amostra de RNA por sexo, que consistia em RNA reunido de 4
peixes para analise de sequéncia de alto rendimento. As bibliotecas preparadas a partir de
1.000 ng de RNA total reunido (250 ng cada) e amplificadas por PCR com 12 ciclos foram
sequenciadas em uma plataforma Illumina Next-Seq 500 com leituras de extremidade
emparelhada de 76 pb. Segundo os resultados do mesmo, foi identificado um conjunto
diversificado de genes CYP que sdo expressos em peixe-zebra adulto. As ordens de
classificacdo dos niveis de expressdo que representaram > 5% do total de transcritos dos
CYPs foram as seguintes (Figura 1): CYP3A65 (13,4%) > CYP2AD?2 (12,2%) > CYP2K18)
(11,4%) > CYP27B1 (5,7%) > CYP2Y3 (5,2%) > CYP2P9 (5,1%) > CYP2R1 (5,0%) >
CYP1A (5,0%) para fémeas e CYP2AD2 (17,2%) > CYP1A (14,5%) > CYP2K22 (7,1%) >
CYP3A65 (6,5%) > CYP2P9 (6,4%) > CYP51 (6,1%) > CYP2Y3 (5,3%) para machos.
Também foi observado que a expressdo hepatica do CYP2K22 foi altamente especifica para
0s machos, enquanto a expressdo do transcrito do CYP2K18 parece ser alta nas fémeas,

segundo os dados do estudo.

Figura 1 - Perfil de transcricdo de um conjunto completo de genes CYP em fémeas (A) e machos (B)
de peixe-zebra adulto. Os genes CYP com uma contribuigdo > 5% no total dos transcritos do CYP sdo
destacados com os nomes das isozimas, enquanto os genes CYP com uma contribuigdo < 5% sao
indicados como "outros". Os mesmos genes em fémeas e machos compartilham a mesma cor no
grafico de pizza.

(A) ®B)

CYP3465
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CYP2K18

CYPIA CYP27B1 CYP2Y3
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cypapo CYP2Y3

Fonte: Kubota et al., (2019).

Kubota et al., (2019) afirmam ainda que os perfis de expressdo obtidos a partir de

RNA-seq e gPCR mostram similaridade proxima com relatos anteriores
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(CHANDRAMOHAN et al., 2013; EVERAERT et al., 2017). No entanto, fi observada uma
diferenca substancial nos niveis de expressdo para 0 CYP1D1 (ambos os sexos) e CYP2K18
(somente feminino).

O peixe-zebra tem cinco genes CYP1, incluindo CYP1A, CYP1B1, CYP1Cl,
CYP1C2 e CYP1D1. Alguns estudos comprovam que principalmente a isoforma do
citocromo CYP1A tende a desintoxicar quimicos xenobioticos correlacionados ao meio
ambiente. O figado é o 6rgdo principal da expressdo do transcrito do CYP1A no peixe-zebra
adulto (JONSSON et al., 2007). Segundo Whyte et al., (2000), o aspecto mais Util do CYP1A
para fins de biomonitoramento é o aumento da producdo nas células ap6s exposi¢do quimica,
ou seja, por indutibilidade. As atividades do CYP1A sdo frequentemente indetectaveis em
peixes ndo expostos ou de controle, mas tornam-se elevadas apds exposi¢do a PHHs / PAHs
(hidrocarbonetos halogenados planares / hidrocarbonetos aromaticos policiclicos)
(STEGEMAN; LECH, 1991), por exemplo. Os eventos que levaram a inducdo dessa enzima
por produtos quimicos Xxenobidticos foram estudados extensivamente em sistemas de
mamiferos (POLAND; BRADFIELD, 1992; NEBERT et al., 1993; OKEY et al., 1994), e
acredita-se que esse mecanismo funcione da mesma forma em peixes (HAHN; KARCHNER,
1995).

A indugdo do CYP1A é mediada pela ligacdo de xenobidticos a um receptor de
hidrocarboneto de arilo citosolico (AhR) (WHYTE et al., 2000) (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismo proposto de toxicidade mediada por AhR. A transdugio de sinal por ligantes tipo
dioxina ¢ mediada pelo AhR, que forma um fator de transcrigio complexo com uma proteina
translocadora nuclear de hidrocarboneto de arilo (ARNT). Este heterodimero se liga a sequéncias de DNA

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

de varios genes (a bateria do gene Ah), que por sua vez produzem uma variedade de produtos proteicos.
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Fonte: Whyte et al., (2000).

Segundo Jonsson et al., (2007), a exposi¢édo de peixe-zebra adultos ao PCB126 causou
a inducéo de quatro dos cinco genes no figado e outros 6rgaos da cavidade abdominal, sendo
eles: CYP1A, CYP1B1, CYP1Cl e CYP1C2, sendo que Goldstone et al., (2009)
complementa a ndo inducdo, neste mesmo caso, do CYP1D1. A inducdo desses quatro genes
CYP1 por agonistas de Ahr também foi encontrada em peixes-zebra larval, com a vasculatura
sendo o tecido primario de inducdo (ANDREASEN et al.,, 2002; DONG et al., 2002;
KUBOTA et al., 2011; BUGIAK; WEBER 2009).

Os estudos de Kubota et al., (2019) demonstraram ainda que 0s niveis de transcricao
do CYP2AD?2 foram altos em ambos 0s sexos, sendo mais abundantes no sexo masculino e o
segundo mais alto no sexo feminino, sendo um pouco maiores no sexo masculino. Em um
estudo anterior de microarranjo, no qual os niveis de transcricdo de CYP foram examinados
durante o desenvolvimento inicial de peixes-zebra de 3 a 48 hpf (horas pos-fertilizagao)
(GOLDSTONE et al., 2010), os niveis de transcricio de CYP2AD2 mostraram-se
relativamente altos em 3 hpf, sequidos de uma tendéncia decrescente até 48 hpf. O genoma do
peixe-zebra inclui os genes CYP2AD, CYP2AD2, CYP2AD3 e CYP2AD6 em um cluster
contendo 11 genes CYP2, dispostos no cromossomo 20 (6 CYP2Ps, 3 CYP2ADs, CYP2N13,
CYP2V1), sendo que tais genes compartilham sinergia com o CYP2J2 humano
(GOLDSTONE et al., 2010).
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Por fim, o trabalho de Shaya et al., (2014), o qual teve como objetiv compreender a
expressao padrdo dos genes CYP3C e CYP3B no figado de peixe-zebra e comparar com
outros 6rgdos, nos apresenta que o tamanho da biblioteca de marcadores de sequéncia
expressa (MSE) em peixe-zebra para o figado foi moderado (17.232), e o CYP3C1 foi
sequenciado a 116 transcritos por milhdo, mostrando assim, que o CYP3C1 é expresso
principalmente no figado, em comparagdo com 0s outros 6rgédos estudados.

Sendo assim, Shaya et al., (2014) sugerem que o figado seria o local de maior
expressao de CYP3C e CYP3B. A expressdo de CYP3C1 e CYP3C2 foi maior no figado de
machos, CYP3B4 foi maior em fémeas e CYP3B5 foi maior no figado de ambos os sexos, em
comparacdo com outros 6rgaos. Da mesma forma, estudos sobre o CYP3A mostram que o
gene € altamente expresso no figado de peixe-zebra (BRESOLIN; DE FREITAS REBELDO;
CELSO DIAS BAINY, 2005; TSENG et al., 2005). Alguns estudos funcionais sugerem que 0
CYP3A interage e metaboliza varios xenobidticos (TSENG et al., 2005; CHRISTEN et al.,
2010; WASSMUR et al., 2010; MORTENSEN et al., 2011; SUN et al., 2013). Semelhante a
expressdo do CYP3A, a maior expressdo dos genes CYP3C e CYP3B no figado de peixe-

zebra € indicativa de um papel no metabolismo xenobidtico.
4 CONCLUSAO

De acordo com as pesquisa aqui realizada, os estudos de expressdao dos genes CYP
revelaram que CYP2AD2, CYP3A65, CYP1A, CYP2P9 e CYP2Y3 sdo 0s principais genes
CYP expressos no figado de peixe-zebra adulto em ambos os sexos. No entanto, houve
diferencas significativas de sexo nos niveis de transcri¢do para CYP1A, CYP1B1, CYP1Dl e
CYP2N13, com os machos apresentando niveis de expressdo mais altos do que os das fémeas,
em todos os casos. Uma tendéncia semelhante no nivel de transcricdo, isto é, masculino >
feminino, foi observada para CYP2AD2 e CYP2P9. Esses resultados indicam a regulagéo
especifica, por sexo, da expressdo dos genes CYP, no figado de peixe-zebra.

O figado € um dos principais 6rgaos de desintoxicacéo do corpo, sendo esperado que a
maioria dos CYPs de metabolizacdo de drogas e outros xenobioticos, como CYP1A,
CYP2AD2, e CYP3A, tenham alta expressao hepatica.

De fato, diferentes estratégias podem ser adotadas na catalisagdo da biotransformacéo
de xenobidticos. Em nivel da organizagdo biologica, as ferramentas de anélise sdo chamadas

de biomarcadores, os quais possibilitam a correlacdo da intensidade da exposi¢cdo com o efeito

7

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




DE ENSIND, PESQUISA E EXTENSAD

XXIl MOSTRA

DE INICIAGAO CIENTIFICA

XXIV semindrio

VI RA

INTERINSTITUCIONAL v @y

DE INICIAGAO CIENTIFICA Jr

IV MOSTRA

FOTOGRAFICA

CIENCIA E TECNOLOGIA PARA 1
A TRANSFORMAGAO SOCIAL 04 a 07 de nov.19 ITERT}&E’&

bioldgico da substéancia. Varias séo as vantagens do uso de biomarcadores, tis como detectar
as primeiras alteracbes nas respostas bioldgicas, evitando que os efeitos da intoxicacdo dos
organismos cheguem a um ponto irreversivel. Dentre alguns biomarcadores de metabolizagéo
de xenobidticos, destacam-se as enzimas induzida por CYPs. Sendo assim, esta revisdo
compila as ultimas informacdes referentes a expressao dos genes dos citocromos P450 no
figado de peixe-zebra, possibilitando assim uma base para estudos de ecotoxicologia com

peixe-zebra.
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