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RESUMO

Contaminantes ambientais podem ser metabolizados por enzimas que
compdem o sistema de biotransformacdo. Esse sistema é constituido de
enzimas de fase I, como as enzimas da superfamilia citocromo P450
(CYP), e de fase Il, composta por enzimas de conjugacdo, como
glutationas S-transferases (GSTs) e sulfotransferases (SULTs). Em
vertebrados, CYPs da familia 1 (CYP1) possuem como substratos os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Esses compostos podem
induzir um aumento na atividade de CYP1 e a atividade dessas enzimas
é usualmente quantificada através do ensaio de 7-etéxi-resorufina O-
deetilase (EROD). Apesar da auséncia da familia génica CYP1 em animais
protostdomios, genes semelhantes a CYP1 (CYP1-like) e a atividade EROD
foram detectados nesses organismos. Nos bivalves Crassostrea
brasiliana (= Crassostrea gasar) e Crassostrea gigas, ha evidéncias da
presenca de genes CYP1-like, apesar da atividade EROD nao ter sido
detectada até o momento. No presente estudo, a atividade EROD em C.
brasiliana e C. gigas foi investigada. Além disso, os niveis de transcritos
de genes e atividades de enzimas de biotransformacdo em C. gigas
expostas aos HPAs pireno e fluoreno foram estudados. Em C. brasiliana,
a atividade EROD foi detectada na fracdo microssomal de branquias e
glandula digestiva. A temperatura e o pH do ensaio foram estabelecidos
em 30°Ce 7,4, respetivamente. O Kn, aparente (Kmapp) da enzima foi 4,32
UM para as branquias e 5,56 uM para a glandula digestiva. A velocidade
maxima (Vmax) foi 337,3 fmol.minl.mg de proteina™ nas branquias e
297,7 fmol.min.mg de proteina® na glandula digestiva. A atividade
EROD foi inibida em ambos os tecidos pelo inibidor de CYP1 elipticina,
sugerindo que uma enzima CYP1-like esteja catalisando a atividade
EROD. Em C. gigas, a atividade EROD foi detectada apenas nas branquias
e a caracterizagdo cinética demonstrou um Kmapp de 1,15 pM e Vnax de
229,2 fmol.min mg.proteina™. O inibidor clotrimazol e o surfactante
Triton X-100 inibiram a atividade EROD em C. gigas. Os niveis de
transcritos dos genes CYP1-like 1 e 2, analisados em conjunto, se
correlacionaram positivamente com a atividade EROD das branquias. Os
modelos de homologia desses genes apresentaram o enovelamento
caracteristico de CYP e a ancoragem molecular demonstrou que essas
estruturas possuem potencial para metabolizar o substrato 7-etdxi-
resorufina. Os niveis de transcritos dos genes CYP1-like, CYP2-like,



CYP2AU2, CYP356A1, CYP17a-like, GSTQ-like, GSTmic-like e SULT-like e
as atividades de enzimas de biotransformacdo EROD, GST total e GST
microssomal (GSTmic) foram analisados nas brdnquias de C. gigas
expostas a 50 e 100 pg/L de pireno ou 100 e 200 pug/L de fluoreno por 24
e 96 h. A atividade GSTmic foi maior nas branquias de ostras expostas a
100 pg/L de pireno em relagdo aos demais grupos de exposicdo ao
pireno apos 96 h. Os niveis de transcritos dos genes CYP2AU2, GSTQ-like
e SULT-like foram maiores nos animais expostos a 200 pg/L de fluoreno
em relacdo aos demais grupos de exposicdo ao fluoreno apds 24 h. Em
conclusdo, a atividade EROD é possivelmente catalisada por enzimas
CYP1-like em ostras C. brasiliana e C. gigas e a exposi¢do ao fluoreno
alterou os niveis de transcritos de genes de biotransformacao,
entretanto, o mecanismo pelo qual o fluoreno alterou esses niveis
permanece para ser elucidado.

Palavras-chave: Biotransformacdo. Citocromo P450. CYP1. Fluoreno.
Molusco. Pireno.



ABSTRACT

Environmental contaminants can be metabolized by biotransformation
enzymes. This system consists of phase | enzymes, as cytochrome P450
(CYP) superfamily, and phase Il conjugating enzymes, as glutathione S-
transferases (GSTs) and sulfotransferases (SULTs). In vertebrates,
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are substrates of cytochrome
P450 family 1 (CYP1) and can induce CYP1 enzyme activity, which is
usually quantified as 7-ethoxyresorufin O-deethylase activity (EROD).
CYP1 gene family is not present in protostomes organisms, although
CYP1-like genes and EROD activity have been detected in these
organisms. There are evidences of CYP1-like genes in the bivalves
Crassostrea brasiliana (= Crassostrea gasar) and Crassostrea gigas, but
no EROD activity has been detected in these organisms. The aim of this
study was to investigate the presence of EROD activity in the bivalve
mollusks C. brasiliana and C. gigas. In addition, transcript levels and
activities of biotransformation enzymes were analyzed in oyster C. gigas
exposed to the PAHs pyrene and fluorene. In C. brasiliana, EROD activity
was detected in gills and digestive gland microsomal fraction.
Temperature and pH for EROD assay were established as 30 °C and 7.4,
respectively. EROD apparent Ky (Kmapp) Was 4.32 uM for gills and 5.56
UM for digestive gland. EROD Vpax Was 337.3 fmol.min"t.mg of protein
in gills and 297.7 fmol.min..mg of protein™ in digestive gland. CYP1
inhibitor ellipticine (ELP) inhibited EROD in both tissues, suggesting that
a CYP1-like enzyme is catalyzing EROD activity. In C. gigas, EROD activity
was detected only in gills. EROD kinetic characterization demonstrated a
Kmapp Of 1.15 uM and Vmax of 229.2 fmol.min"! mg.protein. Clotrimazole
and the surfactant Triton X-100 inhibited EROD activity in C. gigas.
Transcript levels of CYP1-like 1 and 2, analyzed together, positively
correlated with EROD activity observed in gills. Homology models of
these genes exhibited a typical CYP fold and molecular docking showed
that these structures have potential to metabolize the substrate 7-
ethoxyresorufin. CYP1-like, CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1, CYP17a-like,
GSTQ-like, GSTmic-like and SULT-like genes transcript levels and EROD,
total GST and microsomal GST (GSTmic) biotransformation enzymes
activity were analyzed in gills of C. gigas exposed to 50 and 100 pg/L of
pyrene and 100 and 200 ug/L of fluorene for 24 and 96 h. GSTmic activity
were higher in gills of oyster exposed to 100 pg/L of pyrene compared



to the remaining experimental groups after 96 h of exposure. CYP2AU2,
GSTQ-like and SULT-like transcript levels were higher in oysters exposed
to 200 pg/L of fluorene compared to others groups exposed to fluorene
after 24 h. In conclusion, EROD activity is possibly catalyzed by CYP1-like
enzymes in oyster C. brasiliana and C. gigas and fluorene exposure have
an effect upon biotransformation genes transcript levels, although the
mechanism which fluorene affect transcript levels in C. gigas remains to
be elucidated.

Keywords: Biotransformation. Cytochrome P450. CYP1. Fluorene.
Mollusk. Pyrene.
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1  CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL

11 A SUPERFAMILIA CITOCROMO P450 E A COMPLEXIDADE DOS
SERES VIVOS

O surgimento da diversidade e complexidade biolégica envolve a
evolugcdo de maquinarias bioquimicas essenciais para a manutencao da
homeostase celular e do organismo, como as do metabolismo
energético e as do processamento da informagdo genética. Essas
magquinarias se mantiveram relativamente conservadas ao longo da
evolugdo. Paralelamente, surgiram sistemas enzimaticos diversificados
com a capacidade de metabolizar moléculas e estruturas complexas.
Esses sistemas viabilizaram o surgimento de fun¢des complexas nos
seres vivos, como comunicacdo entre as células, defesa celular,
estruturagdo de membranas e metabolismo de compostos tdxicos
(NELSON, 2011; 2013).

Dentre esses sistemas enzimaticos, encontra-se uma das maiores
familias génicas dos seres vivos, a superfamilia de citocromo P450 (CYP)
(NELSON, 2011). Enzimas CYPs participam da sintese de esteroides,
eicosanoides, sais biliares, colesterol e biotransformacao de drogas em
animais, além da sintese de compostos secundarios em plantas e fungos
(CAPDEVILA; HARRIS; FALCK, 2002; GUENGERICH, 2008; HAMBERGER;
BAK, 2013; LORBEK; LEWINSKA; ROZMAN, 2012; SYED; MASHELE, 2014).
Os processos desempenhados por essa superfamilia permitiram a
adaptacdo e sobrevivéncia dos organismos nos mais diversos ambientes,
conferindo a essa superfamilia um papel fundamental na diversidade e
adaptacdo bioldgica (FEYEREISEN, 2011; NELSON, 2011; 2013; SYED;
MASHELE, 2014).

A propria célula eucaridtica teve sua histéria evolutiva marcada
por um representante dessa superfamilia: o citocromo P450 51 ou
CYP51. Essa familia de enzimas é responsavel pela producdo de um
esterol essencial para a composicdo da membrana eucaridtica, o
colesterol (LORBEK; LEWINSKA; ROZMAN, 2012). Além de modular a
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fluidez e permeabilidade da membrana celular, o colesterol esta
associado a formacdo de lipid-raft, que auxilia na organiza¢do das
proteinas de membrana (LINGWOOD; SIMONS, 2010). A evoluc¢do da via
de producgdo de esterdis foi tdo impactante para a célula eucaridtica que
é considerada um processo chave da evolugdo dos eucariotos
(DESMOND; GRIBALDO, 2009).

Ha cerca de 450 de milhGes de anos, as plantas fizeram a transicao
do ambiente aquatico para o ambiente terrestre, apds a superacgao de
um obstaculo: a desidratagdo (WATERS, 2003). Uma das mais
importantes alteragdes que possibilitou o dominio do ambiente
terrestre foi a impermeabilizagdo de folhas e outras estruturas vegetais
por uma camada de cuticula, uma camada hidrofébica formada por
ceras e cutina. A cutina é formada por acidos graxos interesterificados,
glicerol, fenilpropanoides a 4cidos dicarboxilicos. Sua sintese é
catalisada, em parte, por enzimas das familias CYP77 e CYP86 (YEATS;
ROSE, 2013). Além disso, as plantas traquedfitas podem crescer em
altura e transportar agua devido a presenga de lignina. A lignina é
formada por precursores derivados de fenilpropanoide que sao
sintetizados por trés CYPs: CYP73, CYP84 e CYP98 (HAMBERGER; BAK,
2013).

Os animais também possuem iniumeros exemplos de adaptacdo
relacionados a fungdo dessa superfamilia de enzimas. Os insetos, por
exemplo, apresentam uma estratégia de resisténcia a inseticidas que
envolve o aumento da expressao de enzimas CYPs especificas. A agao
dessas enzimas permite a transformacdo dos inseticidas em moléculas
mais hidrossollveis que, em geral, tornam-se menos toéxicas para esses
organismos (DAVID et al., 2013).

A ubiquidade e versatilidade dessas enzimas as tornam alvos de
interesse em diversas dareas de estudo como Genética, Quimica,
Evolucdo e Desenvolvimento de Farmacos. Nos tdpicos a seguir, serdo
abordadas as principais caracteristicas da superfamilia CYP, com énfase
as caracteristicas bioquimicas e aos integrantes da familia citocromo
P450 1 (CYP1).
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1.2 ASPECTOS GERAIS DA SUPERFAMILIA CYP

1.2.1 Historico e nomenclatura

Em 1958, observou-se que a fragdo microssomal hepatica de ratos
possuia um maximo de absorc¢do a 450 nm quando previamente tratadas
com ditionito e em condi¢do saturante de monodxido de carbono
(KLINGENBERG, 1958). Posteriormente, esse fendmeno foi atribuido a
heme proteinas, identificadas e nomeadas como citocromo P450
(OMURA,; SATO, 1962; 1964).

Quase 60 anos depois da identificagdo inicial de citocromos P450,
a presenca de CYPs foi detectada em todos os dominios e reinos de seres
vivos. Existem descritos mais de 12.000 representantes dessa
superfamilia (NELSON, 2011), sendo que dois deles sdo encontrados no
genoma do mimivirus Acanthamoeba polyphaga (LAMB et al., 2009).
Nos animais, existem mais de 4.000 membros da superfamilia CYP, dos
quais 1.461 sdo encontrados em vertebrados, 490 em invertebrados
(excluindo-se os insetos) e mais de 2.000 representantes em insetos
(NELSON, 2011).

Devido ao elevado numero de genes CYPs encontrados nos
genomas dos organismos, o grupo de genes dessa superfamilia adquiriu
seu proprio sufixo oma, os CYPomas, atribuicdo geralmente dada para
meta-dados bioldgicos de larga escala (DEJONG; WILSON, 2014;
FEYEREISEN, 2011).

Com o intuito de classificar o elevado nimero de representantes
dessa superfamilia, os CYPs sdo organizados em clads, familias e
subfamilias. Os clds incluem familias que compartilham um dUnico
ancestral (NELSON, 1998), enquanto que as classificagdes de familias e
subfamilias sdo feitas primariamente com base na identidade das
sequéncias de aminoacidos. Sequéncias da mesma familia e subfamilia
compartilham no minimo 40% e 55% de identidade, respectivamente.
Os padrdes evolutivos também sdo considerados, desse modo, familias
e subfamilias compartilham o mesmo ancestral comum. A curadoria das
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sequéncias é feita pelo Dr. David Nelson e apresentadas na Cytochrome
P450 Homepage (drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) (NELSON,
2006; 2009).

Cada sequéncia é nomeada como CYP (ou CYP, em itdlico, no caso
de um gene), a familia €é nomeada com um nimero arabico e a subfamilia
com uma letra. Sequéncias de uma mesma familia sdo numeradas
consecutivamente, na ordem que sdo oficialmente classificadas
(DANIELSON, 2002). Portanto, pode-se afirmar que CYP1A1, CYP1A2 e
CYP1B1 pertencem a mesma familia e que CYP1A1 e CYP1A2 pertencem
a mesma subfamilia.

1.2.2 Fungdo e processo catalitico

CYPs sdo enzimas heme-tioladas, que possuem em seu sitio ativo
um grupo prostético heme constituido de um anel de protoporfirina IX
com um atomo de Ferro (lll). O ferro do grupo heme é coordenado por
um atomo de enxofre de um residuo de cisteina da apoenzima (Figura
1A e B) (MEUNIER; DE VISSER; SHAIK, 2004).

De acordo com a classificacdo internacional de enzimas, CYPs
pertencem a classe de oxidoredutases e atuam como oxigenases do tipo
monoxigenases (HANNEMANN et al., 2007). A reacdo basica catalisada
pelo sistema CYP é a C-hidroxilagdo. Outras rea¢des incluem oxigenagao
de heterodtomo, liberacdo de heterodtomo e formacdo de epdxido
(Figura 2) (GUENGERICH; MACDONALD, 1984; ISIN; GUENGERICH, 2007).

Os CYPs localizam-se principalmente no reticulo endoplasmatico
e mitocondrias, sendo também encontrados em menor quantidade no
citoplasma (DANIELSON, 2002).

Os integrantes da superfamilia CYP possuem duas fungdes
principais nos organismos: o metabolismo de xenobidticos, que é a
denominacdo dos compostos exdgenos ao organismo, e a producdo de
moléculas enddgenas com fung¢les variadas, como hormonios
esteroides e sais biliares (DENISOV et al., 2005). Em humanos, foram
identificados 57 membros da superfamilia no genoma e entre os
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substratos metabolizados por essas enzimas estdo: os esterdis
(substratos de 14 membros), os xenobidticos (de 16), as vitaminas (de
sete) e os eicosanoides (de cinco), ha ainda oito CYPs com funcgdo
desconhecida (GUENGERICH; WATERMAN; EGLI, 2016).

Figura 1. Sitio ativo de citocromo P450. A. Sitio ativo tipico de CYP com cadeia
de aminoacidos que delimita o sitio ativo (verde), anel protoporfirinico (cinza),
atomo de ferro (marrom), oxigénio (vermelho) e enxofre (amarelo). B. Grupo
prostético composto pelo anel de protoporfirina IX e Ferro lll. Linha pontilhada
representa a coordenacgdo entre o enxofre do residuo de cisteina (Cys) e o ferro.
Considerando que o grupo heme esta distribuido nos eixos x e y do espago
cartesiano, em azul sdo representadas estruturas que estdo distribuidas no eixo
z.

COOH COOH

Fonte: A. GROVES, 2015; B. SIEBERT, M.N., 2017, adaptado de MEUNIER; DE
VISSER; SHAIK, 2004.

No metabolismo de xenobidticos, os CYPs catalisam a
biotransformac¢do de compostos apolares em compostos mais
hidrofilicos e facilmente excretdveis pelo organismo. Esses metabdlitos
de xenobidticos podem ser diretamente excretados ou serem substratos
de outras enzimas de biotransformacdo, que irdo transforma-los em
conjugados ainda mais hidrossolUveis para excrecado (Vide sec¢do 1.7 para
mais informagées) (OMIECINSKI et al., 2011).

Outra fungao é a biossintese de moléculas sinais que controlam o
desenvolvimento e a homeostase dos organismos, como os hormonios
esteroides e vitaminas lipossoltveis (DENISOV et al., 2005). Varios CYPs
atuam em tecidos e o6rgdos especificos na sintese de hormonios
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esteroides por meio da catdlise de rea¢des que convertem o colesterol
nos diferentes hormonios esteroides como testosterona, progesterona,
aldosterona e cortisol (LUU-THE, 2013).

Em plantas, essas duas fungdes principais também sdo
observadas, pois uma parte dessa superfamilia estd envolvida na
degradacdo de herbicidas e a outra na biossintese de hormodnios e
compostos secundarios (HAMBERGER; BAK, 2013).

Figura 2. Principais reag0es catalisadas por CYPs.

R-H %, R-OH C-hidroxilagio
R,N-H % R,N—OH
20N 28N Oxigenacao de

R3N fo1 RyN=0 Heteroatomo

RO-CH,R — ROH + O=CHR Liberacdo de

o ,
R,N-CH,R ‘%% R,NH + 0=CHR Heteroatomo

o N
R-HC=CH-R ‘%% R-pccpy-g  Formaciode
Epoxido

Fonte: SIEBERT, M.N., 2017, adaptado de GUENGERICH; MACDONALD, 1984.

Nas reagGes catalisadas por essas enzimas, o oxigénio molecular
é ativado no centro de ferro do heme. Durante o ciclo catalitico, CYP
recebe dois prétons e dois elétrons e utiliza como substrato o oxigénio
molecular e uma molécula lipofilica (S). No processo, o oxigénio
molecular é dividido e um atomo de oxigénio é reduzido a agua
enquanto o segundo atomo é transferido ao substrato lipofilico,
formando o produto (SO) (Equagdo 1) (MEUNIER; DE VISSER; SHAIK,
2004).

Equagdo 1:
S+ 0, + 2e” + gy* Stecrome P40, 5 L H O
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Nos microssomas (vesiculas formadas a partir da membrana do
reticulo endoplasmatico apds rompimento celular in vitro), os CYPs
recebem os elétrons de enzimas redutases. Esses CYPs formam
complexos com as enzimas NADPH-citocromo P450 redutase (CPR) e/ou
NADH-citocromo b5 redutase (Cytb5Red) das quais recebem
equivalentes redutores do B-nicotinamida adenina dinucleotideo
2’fostato reduzido (NADPH) ou do PB-nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzido (NADH) por meio de um sistema de transporte
de elétrons (KANDEL; LAMPE, 2014). A transferéncia de elétrons de
NADH ou NADPH pelas redutases é realizada em duas etapas. Nesse
processo, a enzima NADPH-citocromo P450 redutase pode transferir
ambos elétrons de NADPH para CYP (Figura 3A) ou a enzima NADH-
citocromo b5 redutase pode transferir ambos elétrons de NADH para
CYP via citocromo b5 (Cytb5) (Figura 3B). H4 ainda uma terceira
possibilidade na transferéncia de elétrons, em que o citocromo b5
transfere o primeiro elétron de NADH- citocromo b5 redutase e o
segundo de NADPH-Citocromo P450 redutase (HANNEMANN et al.,
2007).

Figura 3. Mecanismo de transferéncia de elétrons que ocorre no complexo entre
CYPs e enzimas redutases no reticulo endoplasmatico. A. CYP recebe
equivalentes redutores de NADPH-citocromo P450 redutase (CPR). B. CYP
recebe equivalentes redutores de NADH - Citocromo b5 redutase (CYtb5Red) via
citocromo b5 (cytb5).

(A | N
RH+0, NADPH +H* ! RH+0, NADH +H"*
1
1
NADP* : R-OH + H,0 R
Tl (Cytbs
CPR ! ~ CytbSRed
1
1
Citoplasma : NAD*
Membrana RE :
1
|
i 1
\I.umen do RE ! )

Fonte: SIEBERT, M.N., 2017, adaptado de HANNEMANN et al., 2007.
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Em resumo, o ciclo catalitico dessas enzimas envolve varias
etapas (Figura 4). Em repouso, a enzima se encontra no estado férrico
(Fe*®). Nesse estagio, ha um ligante tiolado na regido proximal do grupo
heme e uma molécula de agua na regido distal (A). A ligacdo com o
substrato (RH) desloca a d4gua que estava no sitio ativo (B). A saida da
molécula de agua aumenta o potencial redox do ferro do grupo heme, o
gue permite a transferéncia de um elétron do NADPH ou NADH por uma
redutase (CPR ou Cytb5Red). A enzima passa a ficar no estado ferroso
(Fe*?) e ligada ao substrato (C). Em seguida, a enzima se liga a uma
molécula de oxigénio (O2) e um complexo dioxoferroso é formado, que
pode ser representado como um complexo superoxido férrico (D). Um
segundo elétron é transferido, juntamente com um préton, gerando um
anion de perdxido férrico (E) (DENISOV et al.,, 2005; GUENGERICH;
MACDONALD, 1984; ORTIZ DE MONTELLANO, 2010).

Figura 4. Ciclo catalitico de CYP para uma rea¢do de C-hidroxilagdo. Uma
explicagdo detalhada do ciclo esta no texto.

HOH RH RH
— e — —-..RH — ol — o - e —
e A | |
S S S
B C
A l 0,
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- ©]
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|
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T D H' e-
-ROH
/
ROH RH 0 RH (1)
l‘:'” ﬂcw e P! m—
J; ! H 0 l
G F E

Fonte: SIEBERT, M.N., 2017, adaptado ORTIZ DE MONTELLANO, 2010.
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Esse intermedidrio é instavel e se fragmenta apds outra
protonac¢do, o que forma um intermediario ferril e dgua (F). O ferril,
também conhecido como Composto |, reage com o substrato, oxidando
o carbono alvo, para produzir metabdlitos hidroxilados (G). Esses
metabdlitos sdo liberados do sitio ativo, que volta a ser ocupado por uma
molécula de 4gua e o ferro volta ao estado de oxidacdo férrico (DENISOV
et al., 2005; GUENGERICH; MACDONALD, 1984; ORTIZ DE MONTELLANO,
2010).

1.2.3 Estrutura

As proteinas CYPs possuem cerca de 500 residuos de aminoacidos
arranjados em 12 hélices a (nomeadas de A a L) e 4 folhas B (humeradas
de 1 a 4) (Figura 5A) (OTYEPKA et al., 2007). O Banco de Dados de
Proteinas (Protein Data Bank - PDB) (BERMAN et al., 2000) dispde de 812
entradas de estruturas com o nome P450, sendo 10 estruturas de
enzimas redutases (GUENGERICH; WATERMAN; EGLI, 2016), resolvidas
principalmente por Cristalografia de Raio X e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN). Apesar da identidade de sequéncia entre CYPs de
diferentes familias ser baixa em alguns casos, podendo ser inferior a
20%, essa variabilidade ndo impede a conservagdo da topografia e do
enovelamento geral dessas enzimas (GRAHAM; PETERSON, 1999;
HASEMANN et al., 1995; WERCK-REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

Préximo ao grupo heme se encontra a regido com a mais alta
conservagao estrutural, especialmente as hélices | e L. Por outro lado, as
regides envolvidas na especificidade do substrato sdo as que mais
diferem, especialmente a hélice B” (Figura 5B) (POULOS; JOHNSON,
2015).

A conservacgdo dessa regido proxima ao grupo heme reflete seu
envolvimento em um sistema comum de transferéncia de elétrons e
prétons e a ativacdo do oxigénio. A regido consenso mais caracteristica
€ Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cys-X-Gly, localizada na regido proximal do grupo
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heme, antes da hélice L. Essa regido possui o residuo de cisteina que atua
como quinto ligante na coordenac¢do do ferro do grupo heme, esse
residuo é extremamente conservado em CYPs. Além desse motivo
conservado, na hélice K hd o motivo Glu-X-X-Arg, também no lado
proximal do grupo heme, possivelmente necessdrio para estabilizar a
parte central da estrutura. Na parte central da hélice |, ha outra regido
consenso, Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser, que corresponde ao sulco
de transferéncia de prétons na regido distal do grupo heme (WERCK-
REICHHART; FEYEREISEN, 2000).

Figura 5. Estrutura geral de CYP. A. Topologia de CYP102 demonstrando as
estruturas secundarias e o arranjo dos elementos secundarios. B. Estrutura
terciaria de P450cam (PDB: 5CP4) com destaque para elementos importantes.

Fonte: A. OTYEPKA et al., 2007; B. SIEBERT, M.N., 2017, baseado em POULOS;
JOHNSON, 2015, imagem gerada com o programa PyMOL 1.8.2.3.

13 A FAMILIA CITOCROMO P450 1

No final da década de 1960, foi demonstrado que intermedidrios
reativos de benzo[a]pireno (BaP), um hidrocarboneto policiclico
aromatico (HPA), gerados por incubagdo de BaP e microssomas, ligavam-
se covalentemente ao DNA e proteinas (GROVER; SIMS, 1968). Esse
experimento revelou que, durante a biotransformacdo de HPAs, pode
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ocorrer a producdo de metabdlitos oxigenados reativos, capazes de
ligarem-se covalentemente ao DNA e proteinas. Além disso, essa
pesquisa auxiliou no estabelecimento da relagdo causal entre a
exposicdo aos HPAs e a origem de alguns canceres. Anos mais tarde,
demonstrou-se que a biotransformagdo ou a ativacdo de HPAs era
realizada por enzimas integrantes da familia citocromo P450 1 (CYP1)
(GUENGERICH; SHIMADA, 1991; SHIMADA et al., 1996).

Enzimas da familia CYP1 metabolizam tanto compostos
enddgenos como exdgenos. Entre os substratos metabolizados por essas
enzimas estdo o estradiol (LEE et al., 2003), eicosanoides (CAPDEVILA;
HARRIS; FALCK, 2002), HPAs, arilaminas, aminas heterociclicas
(MCMANUS et al.,, 1990) e hidrocarbonetos aromaticos halogenados
(HAHSs) (HU; BUNCE, 1999; INUI et al., 2014).

Muitos dos ligantes de CYP1, como HPAs e HAHs, também
induzem a expressdo de genes CYP1 por meio da ligacdo e ativacdo do
receptor de hidrocarboneto aromatico (Aryl-hidrocarbon Receptor -
AHR) (HAHN, 2002; MURRAY; PATTERSON; PERDEW, 2014).

Esse processo de regulagdo da transcricdo génica por ligantes de
CYP1 inicia quando agonistas do AHR difundem pela membrana
plasmdstica e encontram, no citoplasma da célula, o AHR em sua forma
inativa, em complexo com outras proteinas como a proteina de choque
térmico 90 (HSP90) e a proteina 2 associada a proteina co-chaperona X
(co-chaperone protein X-associated protein 2 - XAP2) (Figura 6). A
interagdo entre ligante e AHR induz uma mudanga conformacional nesse
receptor, que é translocado para o ntcleo, onde o complexo do AHR com
as proteinas citoplasmaticas é desfeito e o receptor se associa com o
translocador nuclear de AHR (Aryl-hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator — ARNT). O complexo ligante:AHR:ARNT interage com
elementos responsivos no DNA. Os principais elementos responsivos de
ligacdo ao AHR sdo o elemento responsivo a dioxina (dioxin-responsive
element - DRE) e o elemento responsivo a xenobidtico (xenobiotic-
responsive element- XRE), que consistem em sequéncias de nucleotideos
especificas, localizadas nas regiGes regulatérias de genes alvos, como
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CYP1. Apds a interagdo desse complexo proteico com a regido
regulatéria dos genes alvo, ocorre o recrutamento de co-ativadores e
fatores de transcricdo, culminando com o aumento na taxa de
transcricdo génica (DENISON et al., 2011; OKEY, 2007).

Figura 6. Mecanismo de acdo do AHR em uma célula eucaridtica. O agonista se
liga ao receptor AHR no citoplasma da célula e esse complexo é translocado ao
nucleo, onde o AHR forma um dimero com o ARNT. Esse heterodimero
reconhece elementos responsivos na regido regulatério do gene CYP1A1, o que
culmina com a indugdo da transcricdo desse gene. O aumento do nivel de
transcritos de CYPIAI1 pode causar um aumento na expressdo da proteina
CYP1A1.
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Fonte: SIEBERT, M.N., 2017, adaptado de MURRAY; PATTERSON; PERDEW, 2014.

O aumento da transcri¢do génica, desencadeada pela ativagdo do
AHR, pode causar um aumento da sintese de enzimas CYP1 e um
aumento na taxa de biotransformacgdo ou bioativacdo de compostos por
essas enzimas (DENISON et al., 2002; HAHN, 2002).

Em vertebrados, essa familia génica possui quatro subfamilias:
CYP1A, CYP1B, CYPIC e CYPID (GOLDSTONE et al.,, 2009), que
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possivelmente se originaram de um Unico ancestral comum
(GOLDSTONE et al., 2007).

Devido aos eventos de duplicagdo génica e perda de genes, cada
taxa de vertebrados possui composi¢cdes diferentes de genes dessa
familia. As subfamilias CYP1A e 1B sdo encontradas em todos os grupos
de vertebrados, enquanto que genes CYP1C sdo ausentes em mamiferos
e CYP1D s3o ausentes em aves (GOLDSTONE et al., 2007; 2009; JONSSON
et al.,, 2011a; 2011b; UNO et al., 2011).

O numero de genes de cada subfamilia presente em cada classe
de vertebrado também é varidvel, por exemplo, dois CYPIC sdo
encontrados em peixes, enquanto apenas um CYP1C esta presente em
aves e anfibios (GOLDSTONE et al., 2007). Além disso, quantidades
diferentes de genes de cada subfamilia podem ser encontradas inclusive
entre espécies de um mesmo género, como o CYP1A, que é
representado por dois genes no anfibio tetraploide Xenopus laevis e
apenas um gene no diploide Xenopus tropicalis (IWAMOTO et al., 2012;
JONSSON et al., 2011a).

Esta variedade de representacdo de genes da familia CYP1 em
vertebrados reflete a complexidade evolutiva caracteristica da
superfamilia CYP. A diversidade génica possui reflexo no perfil catalitico
apresentado por essa familia e embora exista sobreposicdo de
substratos, as enzimas possuem especificidades cataliticas distintas
(SHIMADA et al., 1997; STEGEMAN et al., 2015).

E possivel que a familia CYPI tenha uma origem recente nos
animais, surgindo, provavelmente, em organismos deuterostomios
basais (GOLDSTONE et al., 2007). Essa origem recente é evidenciada pela
auséncia de genes dessa familia em espécies de protostomios.
Entretanto, varios estudos demonstram a presengca de genes
semelhantes a CYP1 (CYP1-like) em espécies de protostomios (DEJONG;
WILSON, 2014; JENNY et al., 2016; ZANETTE et al., 2010) baseados na
similaridade com os genes de vertebrados. Até o momento, nenhuma
relacdo evolutiva foi estabelecida entre estes genes de protostomios e
aqueles de deuterostémios.
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14 A ATIVIDADE ENZIMATICA 7-ETOXI-RESORUFINA O-DEETILASE

Existem varios métodos de quantificagdo in vitro da atividade
enzimatica de CYP1. A diferenca primaria entre esses métodos é o
substrato utilizado, que é metabolizado em velocidades variadas pelas
diferentes enzimas que compdem a familia CYP1. Esses métodos de
quantificagdo de atividade enzimatica podem ser utilizados como
ferramentas experimentais na elucidagdo de diversas questdes dessa
familia como: caracterizagdo da isoforma de CYP que catalisa a ativagdo
ou biotransformagdo de um composto especifico, na andlise da cinética
enzimatica de uma reacdo catalisada por CYP ou no auxilio da descoberta
do mecanismo de interagdo entre xenobidticos e enzimas CYP (CHANG;
WAXMAN, 2006).

Devido, principalmente, as diferencas estruturais, sobretudo
aquelas localizadas nos sitios ativos, cada enzima da familia CYP1 possui
afinidade e velocidade de catalise diferentes para cada substrato (LEWIS;
MACKENZIE; MINERS, 2007; LIU et al., 2004). Por exemplo, em humanos,
as atividades fenacetina O-deetilase e cafeina N3-demetilase sdo
utilizadas, preferencialmente, para quantificacdo de enzimas CYP1Al e
CYP1A2; a atividade 17-B estradiol 4-hidroxilase é utilizada para CYP1B1
e a atividade 7-etéxi-resorufina O-deetilase (EROD) é utilizada,
predominantemente, para quantificacdo das enzimas CYP1Al e CYP1B1
(CHANG; WAXMAN, 2006; SHIMADA et al., 1997).

As atividades alcéxi-resorufinas O-deetilases (AROD) sdo
comumente utilizadas na caracterizagdo enzimatica de CYP1 e incluem
substratos de alquil ou benzil éteres de resorufina (Figura 7).

Figura 7. Substratos de resorufina.
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Fonte: SIEBERT, M.N., 2017, adaptado de STEGEMAN et al., 2015.
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Quando o grupo alquil é um etil, o substrato é a 7-etéxi-resorufina
(7-ER) e a atividade catalitica € nomeada 7-etdxi-resorufina O-deetilase
(EROD) (SHIMADA et al., 1997; STEGEMAN et al., 2015). Em humanos,
todas as enzimas CYP1 possuem atividade EROD, entretanto, a eficiéncia
catalitica de CYP1Al é maior, seguida de CYP1B1 e CYP1A2,
respectivamente (SHIMADA et al., 1997). Os métodos de quantificacdo
de atividades AROD possuem o mesmo principio: as enzimas CYP1
catalisam a dealquilagdo do substrato, formando como produtos um
aldeido e resorufina. O aparecimento da resorufina como produto
fluorescente (Ex 560/Em 586) é monitorado durante o ensaio (BURKE;
MAYER, 1974).

1.5 GENES CYPI1-LIKE E ATIVIDADES ENZIMATICAS REFERENTES A
CYP1 EM PROTOSTOMIOS

A presenca de genes CYP1-like foi observada em espécies
pertencentes a diversos filos de animais ndo deuterostémios. A
anémona do mar Nematostella vectensis (Filo Cnidaria) possui 48% de
seus genes CYPs pertencentes ao Cla 2, do qual faz parte a familia CYP1
(GOLDSTONE et al., 2006). Na analise do CYPoma de Capitella teleta (Filo
Annelida) foram encontrados cinco genes CYP1-like (DEJONG; WILSON,
2014).

Em moluscos, a presenca de genes CYP1-like foi observada em
algumas espécies: dois genes CYP1-like nos mexilhdes Mytilus edulis e
um gene em Mytilus californianus foram reportados (ZANETTE et al.,
2013), o transcriptoma de branquias e glandula digestiva de Crassostrea
brasiliana anotou duas sequéncias CYPI-like (LUCHMANN et al., 2015),
o transcriptoma de branquias e glandula digestiva de Crassostrea
virginica anotou 3 sequéncias CYP1-like (JENNY et al., 2016) e o genoma
de Crassostrea gigas apresentou 12 sequéncias anotadas como CYP1-
like (ZHANG et al., 2012).

O genoma do ourigo-do-mar Strongylocentrotus purpuratus (Filo
Echinodermata), um animal deuterostémio, possui 11 genes CYPI1-like.
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Entretanto, a relagdo filogenética desses genes com os CYP1 dos
cordados ndo foi estabelecida (GOLDSTONE et al., 2007).

Apesar da presenca de genes CYP1-like em protostomios, ndo é
possivel assumir que esses genes sejam CYP1 basais, pois a presenca de
CYP1 além dos deuterostdomios ndo é comprovada (GOLDSTONE et al.,
2007). Além disso, assumir esses genes como pertencentes a CYP1 seria
erréneo de acordo com nomenclatura sugerida para CYPs (NELSON,
2006), que apesar de assumir relagdes evolutivas em sua classificacdo,
considera o minimo de 40% de identidade entre duas sequéncias como
prioritario para considera-las pertencentes a mesma familia.

Além da presenca de CYP1-like, diversos grupos de invertebrados
possuem atividade EROD como Cnidaria, Annelida, Mollusca e
Arthropoda (CHEAH et al., 1995; HARITOS; FRENCH; AHOKAS, 1994,
HEFFERNAN; WINSTON, 1998; REWITZ et al., 2006). Além da EROD,
outras atividades enzimdticas relacionadas a familia CYP1 de
vertebrados foram observadas em invertebrados, como: benzo[a]pireno
hidroxilase (BPH) em Cnidaria, Annelida, Mollusca, Arthropoda
(SCHLENK; BUHLER, 1989; SOLE; LIVINGSTONE, 2005) e etdéxi-cumarina
O-deetilase (ECOD) em Arthropoda e Mollusca (REWITZ et al., 2006). Em
ostras C. gigas, apesar da atividade BPH ter sido identificada, ndo foi
observada atividade EROD (SCHLENK; BUHLER, 1989).

Embora existam vdrios genes CYPI-like no genoma e
transcriptoma de ostras do género Crassostrea (JENNY et al., 2016;
LOCHMANN et al., 2015; ZHANG et al., 2012) e atividade EROD em vdrias
espécies de moluscos, a atividade EROD ndo foi detectada em ostras
desse género (SCHLENK; BUHLER, 1989).

A presenca de genes CYP1-like e atividade EROD em protostomios
pode representar uma convergéncia evolutiva ou pode existir uma
relagdo filogenética entre esses genes encontrados em protostémios e a
familia CYP1 de deuterostémios.
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1.6 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os HPAs compdem um grupo de moléculas formado apenas por
atomos de carbono e hidrogénio. Sdo constituidos por dois ou mais anéis
aromaticos fusionados de maneira linear, agrupados ou em arranjos
angulares (Figura 8) (DOUBEN, 2003). Os HPAs abrangem moléculas que
estdo em estado semi-volatil a temperatura ambiente até moléculas
com elevados pontos de ebulicdo (DYBING et al., 2010). Esses compostos
apresentam baixa solubilidade em agua, sendo que essa solubilidade
diminui com o aumento do nimero de anéis aromaticos (SKUPINSKA;
MISIEWICZ; KASPRZYCKA-GUTTMAN, 2004).

Os HPAs sdao uma das classes de moléculas constituintes do
petréleo. Sdo utilizados em combustiveis, asfalto, esmaltes, tintas,
plasticos e participam em diversos processos industriais como na
producdo de pesticidas, pigmentos e farmacos (ABDEL-SHAFY;
MANSOUR, 2015).

O petréleo e seus derivados possuem inimeras fontes no
ambiente aquatico, sendo as principais delas: 1. Afloramentos de
reservas naturais; 2. Extracdo de petrdleo e atividades relacionadas; 3.
Transporte de petréleo e 4. Consumo de petréleo, que inclui as fontes
urbanas (NRC, 2003).

Acidentes envolvendo derramamento de petréleo, como o que
ocorreu em 2010 pela Deepwater Horizon no Golfo do México, com o
vazamento de mais de 780 mil m3 de petrdleo, representam uma grande
entrada desses contaminantes no ambiente em um curto intervalo de
tempo (MCNUTT et al., 2012). Entretanto, em escala global, acidentes
que abrangem desde a extragdo ao consumo de petréleo representam
menos de 9% da contaminacdo aquatica por HPAs (NRC, 2003).

A urbaniza¢do e a dinamica das dguas dos ambientes costeiros
podem influenciar muito na concentracdo de HPAs nessas regides. Os
HPAS s3ao mais concentrados em ambientes estuarinos e costeiros
préoximos a grandes centros urbanos, devido as aguas provenientes das
bacias hidrograficas e a precipitacdo de particulas com concentragdo
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mais alta de HPAs. Nesses ambientes, as principais fontes de HPAs
derivam da lixiviacdo urbana, efluentes urbanos, emissdes industriais e
deposicao atmosférica. Além disso, dependendo da regido, vazamentos
durante o transporte e a producdo de combustiveis fosseis também
contribuem como fonte de entrada de HPAs (LATIMER; ZHENG, 2003).

Uma vez no ambiente aquatico, os HPAs tendem a adsorver
rapidamente a materiais em suspensdo e sedimento, tornando-se
biodisponiveis para peixes e outros organismos aquaticos (BAUMARD et
al., 1998; BROMAN et al., 1990).

Alguns HPAs possuem efeito genotdxico, carcinogénico,
teratogénico, imunotdxico e de desregulagdo enddcrina em mamiferos
(BURCHIEL; LUSTER, 2001; DYBING et al., 2010; JARVIS et al., 2013; LUPO
et al.,, 2012; ZHANG et al.,, 2016b) e em organismos aquaticos
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; PEREZ-CADAHIA et al, 2004;
REYNAUD; DESCHAUX, 2006; WESSEL et al, 2007). Estudos
epidemioldgicos com populagdes humanas mostram o risco de cancer
devido a exposicdo ambiental e ocupacional aos HPAs (BOFFETTA;
JOURENKOVA; GUSTAVSSON, 1997; NIEHOFF et al., 2017; ZHANG et al.,
2016a) e o estabelecimento da relagdo da exposicdo aos HPAs com varias
formas de cdncer, como cancer de pele, pulmio e bexiga (BOFFETTA;
JOURENKOVA; GUSTAVSSON, 1997).

Devido a sua abundancia e ao seu potencial téxico, essa classe de
contaminantes é considerada de alta prioridade na regulagdo de
contaminagdo ambiental e na andlise de risco ecoldgico (EPA, 2008).
Dentre todos os HPAs, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (Environmental Protection Agency - EPA) selecionou 16 como
poluentes prioritarios (Figura 8), devido a sua abundancia e por serem
suspeitos de serem mais toxicos (KEITH, 2014; RAVINDRA; SOKHI; VAN
GRIEKEN, 2008).

Dentre os 16 HPAs considerados prioritarios pela EPA estdo o
pireno e o fluoreno. Esses compostos estdo entre os HPAs mais
abundantes encontrados no petréleo (KERR et al., 1999) e em locais
contaminados (VALAVANIDIS et al., 2008; XU et al., 2007). De acordo
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com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (International
Agency for Research on Cancer - |IARC), ambos ndo sdo classificados
guanto as suas propriedades carcinogénicas (JRC- EC, 2011).

Figura 8. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos considerados prioritarios pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA).
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1.6.1 Pireno

O pireno é um HPA constituido de quatro anéis aromaticos. A
concentracdo de pireno varia muito entre os petréleos de diferentes
origens, sendo ausente em alguns (KERR et al., 1999) ou até o quinto
mais abundante entre os 16 HPAs prioritarios (AAS et al., 2000). Além de
ser utilizado em misturas com outros HPAs, como na gasolina, o pireno
é utilizado na industria principalmente na manufatura de pigmentos
(ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2015).

A concentragdo de pireno em daguas préximas a regibes de
derramamentos de petrdleo, afloramentos naturais de petréleo ou de
intensa atividade industrial varia de 0,03 a 2 pg/L (DOONG; LIN, 2004;
GONZALEZ et al.,, 2006; GUO et al., 2007; REQUEJO; BOEHM, 1985;
VALAVANIDIS et al., 2008). Entretanto, concentracdes ambientais de até
670 pg/L foram relatadas em ambiente marinho (ANYAKORA et al.,
2005). De acordo com as recomendacbes da EPA, os valores de
referéncia para a concentragdo de pireno em caso de contaminagdo
aguda na coluna d’agua é de 21 pg/L (EPA, 2015) e em caso de
contaminacdo cronica de 10,1 ug/L (EPA, 2010).

Em peixes, os efeitos atribuidos a exposicdo ao pireno em
concentragdes que variam de 10 a 200 pg/L sdo estresse oxidativo
hepatico (SUN et al., 2008), anemia, defeitos vasculares periféricos,
morte neuronal durante o desenvolvimento embrionario (INCARDONA;
COLLIER; SCHOLZ, 2004), redugdo de parametros fisioldgicos, como
glicose sanguinea e hormonios da tireoide (SHIRDEL et al., 2016),
reducdo da performance natatoria (OLIVEIRA; GRAVATO;
GUILHERMINO, 2012) e mortalidade (OLIVEIRA et al.,, 2013). Em
invertebrados, a exposicdo ao pireno foi associada com reducdo da
producdo e eclosdo de ovos em copépodas Calanus finmarchicus
(JENSEN; NIELSEN; DAHLLOF, 2008), reducdo da prole no oligoqueta
Limnodrilus hoffmeisteri (LOTUFO; FLEEGER, 1996), reducdo da atividade
alimentar e da estabilidade lisossomal em mexilhGes Mytillus sp. (OKAY
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et al., 2006) e diminuicdo da resposta imune e estresse oxidativo em
ostras Pinctada martensii (XIE et al., 2017).

1.6.2 Fluoreno

Dentre os HPAs prioritarios, o fluoreno é o terceiro mais
abundante na maioria dos petréleos, sendo apenas encontrado em
menor concentragdo que o naftaleno e o fenantreno (KERR et al., 1999).
Entretanto, em alguns petréleos o fluoreno é o segundo HPA mais
abundante (AAS et al., 2000; BADO-NILLES et al., 2008). Além de ser
utilizado em misturas com outros HPAs, esse composto é utilizado na
producdo de farmacos, pigmentos, corantes, pesticidas e plasticos
(ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2015).

A concentracdo de fluoreno em regides de derramamento de
petréleo, afloramentos naturais de petréleo ou de intensa atividade
industrial e densidade urbana geralmente varia entre 0,05 a 0,604 ug/L
(DOONG; LIN, 2004; GONZALEZ et al., 2006; GUO et al., 2007; REQUEJO;
BOEHM, 1985; VALAVANIDIS et al., 2008). Entretanto, pode chegar a
mais de 300 pg/L em alguns ambientes marinhos (ANYAKORA et al.,
2005).

De acordo com as recomendacgdes da EPA, as concentragdes de
fluoreno na dgua em caso de contaminag¢do aguda devem ser de até 81,8
ug/L (EPA, 2015), e em caso de contaminacdo crbnica de 39,3 ug/L (EPA,
2010).

A exposicdo ao fluoreno causa efeitos na reproducdo de Daphnia
magna (FINGER et al., 1985). Em peixes, desencadeia um aumento na
hemdlise de eritrécitos em concentragdes crbnicas (SINAEI, 2013),
aumento do cortisol plasmatico (THOMAS; WOFFORD; NEFF, 1981),
letargia, reducdo da atividade de nado (GONCALVES et al.,, 2008),
reducdo da sobrevivéncia, problemas na atividade alimentar e
vulnerabilidade a predacdo (FINGER et al., 1985). Além disso, a
exposicdao ao fluoreno apresenta efeitos em nivel populacional e de
comunidade em organismos aquaticos (BOYLE et al., 1985).
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Ha um interesse crescente na compreensdo dos efeitos dos HPAs
nos ecossistemas aquaticos e diversos trabalhos mostram efeitos dos
HPAs em organismos nesses ecossistemas (MITCHELMORE; CHIPMAN,
1998; PEREZ-CADAHIA et al., 2004; REYNAUD; DESCHAUX, 2006; WESSEL
etal., 2007). Entretanto, estudos abordando especificamente o efeito de
cada HPA sdo escassos e, em geral, se referem aos efeitos do BaP
(GERGER; WEBER, 2015; WILLS et al., 2010). Os efeitos da exposi¢do ao
pireno e fluoreno isoladamente sdo pouco caracterizados em moluscos
(BADO-NILLES et al.,, 2008; GAGNAIRE et al., 2006). Apesar da
contaminagdo do ambiente aquatico por HPAs ocorrer por misturas
desses compostos, o estudo de cada um desses contaminantes
separadamente nos permite elucidar mecanismos de a¢do dessas
moléculas e prever efeitos em nivel de organismo ou até populacional.

1.7 SISTEMA DE BIOTRANSFORMAGAO

Alguns organismos conseguem sobreviver em locais
contaminados por HPAs e outros xenobidticos no ambiente aquatico,
por apresentarem habilidade de metabolizar e eliminar esses
compostos. Essa habilidade é conferida, em parte, por uma série de
enzimas do sistema de biotransformag&do ou enzimas do metabolismo de
drogas (BRODIE; GILLETTE; LA DU, 1958; IYANAGI, 2007; MEYER, 1996;
REYNAUD; RAVETON; RAVANEL, 2008).

Por serem geralmente lipofilicos, os xenobidticos sao dificeis de
serem excretados pelos organismos, assim, as enzimas do sistema de
biotransformacgdo atuam transformando esses compostos em moléculas
mais hidrofilicas e, portanto, mais facilmente excretaveis (Figura 9)
(IYANAGI, 2007). As enzimas desse sistema sdo separadas em fase l e ll,
de acordo com as principais altera¢bes quimicas geradas pelas enzimas
nos compostos; ainda, ha a fase lll, que inclui proteinas transportadoras
(OMIECINSKI et al., 2011).

As enzimas de fase | compreendem, principalmente, as enzimas
microssomais da superfamilia CYP, cuja funcdo e processo catalitico
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estdo explicados no tépico 1.2.2 deste documento. Além de CYPs, outras
enzimas como flavinas monooxigenases (FMO), hidroxilases e amina
oxidases também catalisam reac¢Ges de oxidacdo de certos grupos
funcionais (STROLIN BENEDETTI, 2011). As enzimas de fase | catalisam
reacoes de oxida¢do, reducdo e hidrélise. Assim, um grupo polar, como
OH, geralmente é introduzido no substrato apolar (IYANAGI, 2007).

A superfamilia CYP é responsavel pelo metabolismo de cerca de
75% dos xenobidticos em mamiferos (GUENGERICH; WATERMAN; EGLI,
2016). Nesse grupo de animais, as familias CYP1, CYP2 e CYP3 sdo as
principais responsaveis pelo metabolismo desses compostos (NEBERT;
RUSSELL, 2002). A familia CYP1 metaboliza HPAs e HAHs (INUI et al.,
2014; MCMANUS et al., 1990) (Vide topico 1.3). Entretanto, cerca de 90%
dos xenobidticos sdo metabolizados por membros das familias CYP2 e
CYP3, o que abrange substratos quimicamente e estruturalmente
diversos, como varios farmacos e drogas (WILLIAMS et al., 2004).

Apesar da acdo dessas enzimas nao gerarem alteracdes
significativas na massa molecular e hidrossolubilidade dos xenobiéticos
metabolizados, a acdo das enzimas de fase | geram ou expdem regides
intramoleculares nesses compostos, que permitem a a¢do das enzimas
de fase Il (ZAMEK-GLISZCZYNSKI et al., 2006).

As enzimas de fase Il sdo, geralmente, transferases que catalisam
reacdes de conjugacdo. Nessas reagcbes, um substrato endégeno com
grupos funcionais polares é introduzido diretamente ao xenobidtico
nativo ou no metabdlito gerado pela atuagdo das enzimas de fase |
(IYANAGI, 2007; OMIECINSKI et al., 2011). A acdo das enzimas de fase Il
gera produtos com massa molecular e hidrossolubilidade
consideravelmente maiores do que os metabdlitos de fase | (ZAMEK-
GLISZCZYNSKI et al., 2006).
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Figura 9. Sistema de biotransformacdo de xenobidticos. Apds entrar na célula, o
xenobidtico pode ser metabolizado por enzimas de fase | e Il do sistema de
biotransformagdo ou ser bombeado para fora da célula pelas proteinas de fase
IIl. As enzimas de fase | se caracterizam por realizarem reacGes de oxidagdo,
enquanto as enzimas de fase Il realizam reagGes de conjugacdo do metabdlito
ou do xenobidtico nativo a substratos enddgenos hidrofilicos. A medida que sdo
metabolizadas pelas enzimas de biotransformacdo, a hidrossolubilidade dos
compostos aumenta.

Xenohlétlct?
’ Molécula Endégena
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Fonte: SIEBERT, M. N. 2017.
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Entre as enzimas de fase Il estdo as sulfotransferases (SULTs) e
glutationa S-transferases (GSTs) (OMIECINSKI et al., 2011). As enzimas
da familia SULT conjugam o substrato sulfonato (SOs7) a partir do 3'-
fosfoadenosina-5'fosfosulfato (PAPS). Ha duas classes de SULT, uma
associada a membrana do complexo de Golgi e responsavel pela
sulfatacdo de biomoléculas, como proteinas e glicosaminoglicanas. A
outra classe de SULT é citosdlica e responsavel pelo metabolismo de
xenobidticos e pequenas moléculas enddgenas como esteroides,
neurotransmissores e acidos biliares (GAMAGE et al., 2006).

As enzimas GSTs conjugam o tripeptideo enddgeno glutationa
reduzida (GSH) a substratos eletrofilicos, como os produtos das enzimas
de fase I. As GST podem ser citosélicas ou associadas a membranas. As
GSTs citosdlicas sdo distribuidas em sete classes: alfa, pi, mu, teta,
Omega, zeta e sigma (BOARD; MENON, 2013), enquanto que as
associadas a membranas sdo microssomais (GSTmic) ou mitocondriais
(HIGGINS; HAYES, 2011). Além dessas duas familias de enzimas de fase
I, a familia UDP-gluconosiltransferase (UDPGT) é também considerada
uma das mais importantes familias dessa fase (ROWLAND; MINERS;
MACKENZIE, 2013).

A terceira fase do sistema de biotransformagdo compreende
proteinas que realizam o processo de resisténcia a multi-xenobidticos
(MXR) em organismos aquaticos (BRANKO, 1995). Entre as proteinas
envolvidas nesse mecanismo, estdo as glicoproteinas P (P-gp) que
pertencem a superfamilia de proteinas transportadoras de membrana
ATP-binding Cassete (ABC) e transportam para fora das células os
xenobidticos em sua forma parental ou seus respectivos produtos
(BARD, 2000). Esse transporte é realizado contra o gradiente de
concentracdo desses compostos, associado a hidrdlise de ATP (AL-
SHAWI; SENIOR, 1993; JIN et al., 2012). Dessa forma, evita-se o acimulo
do xenobidtico e/ou seus metabdlitos no interior das células. O
mecanismo MXR é andlogo ao mecanismo de resisténcia a multidrogas
(MDR), identificado principalmente em algumas linhagens de células
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tumorais que apresentam resisténcia a quimioterapicos em mamiferos
(KRISHNA; MAYER, 2000).

A capacidade do sistema de biotransformagdo de xenobidticos
em moluscos bivalves foi considerada pequena ou inexistente durante
anos, em parte, devido a dificuldade em detectar a atividade de enzimas
de biotransformacgao e ao fato desses organismos bioacumularem altas
qguantidades desses compostos (BAUSSANT et al.,, 2001; SCHLENK;
BUHLER, 1989; SORIANO et al., 2006). Entretanto, varios estudos tém
demonstrado o potencial de biotransformagédo nesses organismos (RUST
et al., 2004), por exemplo, a detec¢do das atividades das enzimas de
superfamilia CYP e flavina-monooxigenases (REWITZ et al., 2006;
SCHLENK; BUHLER, 1989; SIEBERT et al., 2017a; SOLE; LIVINGSTONE,
2005) e a atividade UDPGT e GST (LIVINGSTONE, 1998).

Somado a evidéncias bioquimicas, estudos de genoma e
transcriptoma mostram a presenca de diversos genes do sistema de
biotransformagdo nesses organismos. Por exemplo, o genoma da ostra
C. gigas possui 43 genes CYP (ZHANG et al.,, 2012), enquanto que o
transcriptoma de C. brasiliana apresenta 10 genes GST (LUCHMANN et
al., 2015). Assim, as evidéncias bioquimicas e moleculares sugerem a
existéncia de um sistema de biotransformacgao ativo em moluscos.

1.8 BIOMARCADORES DA CONTAMINAGAO AMBIENTAL

Devido a constante entrada de HPAs no ambiente aquatico, de
origem natural ou antropogénica, somado aos efeitos deletérios
causados por esses compostos nos organismos, existe uma preocupacgdo
de monitorar a presenga desses contaminantes nos ecossistemas
aquaticos. Esse monitoramento é realizado, em geral, por meio de
programas de biomonitoramento que detectam a presenca de
contaminantes na agua e bioacumulados nos tecidos de organismos
aquéticos (THEBAULT; BAENA, 2007; SCHONE; KRAUSE, 2016).

Outra abordagem utilizada pelos programas de
biomonitoramento é a andlise de biomarcadores, que permite uma
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detecgdo precoce da exposicdo e dos efeitos dos contaminantes nos
ecossistemas aquaticos (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2015; VIARENGO et
al., 2007). Essa andlise é baseada no fato de que contaminantes
ambientais, quando em contato com os organismos, podem causar
alterag6es em diversos niveis de organizacdo bioldgica desses seres
(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) e essas alteracdes podem
ser monitoradas e correlacionadas com a presenca de determinados
contaminantes no ambiente (EDGE et al., 2014; ZHOU et al., 2008).

Biomarcadores sdo definidos como alteragcGes bioldgicas que
ocorrem em um individuo quando exposto a contaminantes quimicos,
sendo que essas alteracdes podem ser em diferentes niveis
(moleculares, bioquimicos e/ou fisioldgicas) (WALKER et al., 2012).

Em razdo dos CYP1 apresentarem a atividade induzida por seus
substratos (via AHR), essas enzimas sdo biomarcadores classicos de
exposicdo a agonistas de AHR, como os HPAs (CHAHIN et al., 2013;
NOGUEIRA et al., 2011; SCHLEZINGER; STEGEMAN, 2001). Nesse
contexto, a atividade EROD tem sido utilizada como biomarcador da
contaminagao ambiental por HPAs e outros contaminantes em diversos
organismos, como peixes e moluscos (BINELLI et al., 2006; GAGNON;
RAWSON, 2017; SEABRA-PEREIRA et al., 2011).

Atividades de outras enzimas de biotransformacdo sdo estudadas
como biomarcadores bioquimicos da exposicdo aos HPAs em
organismos aquaticos, como a atividade da enzima GST (LU; WANG;
ZHU, 2008; LUCHMANN et al., 2011; NAHRGANG et al., 2010).

Além de biomarcadores bioquimicos, variagdes em niveis de
transcritos de genes de biotransformacdo sdo estudadas como
biomarcadores moleculares da contaminagdo de HPAs em peixes
(MATTOS et al., 2010; NANHGANG et al 2010) e em bivalves (BOUTET;
TANGUY; MORAGA, 2004a; 2004b; GUO et al., 2017; JENNY et al., 2016;
WAN et al., 2009;). Em bivalves, a técnica de PCR quantitativo (QPCR) é
bastante utilizada na determinag¢do dos niveis de transcritos dos genes
alvos (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). AlteragBes nos niveis de transcritos
de genes de biotransformacdo de fase | (e.g. CYP356 e CYP2) e fase Il
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(e.g. GSTQ e SULT) sugerem o uso dos niveis de transcritos desses genes
como biomarcadores moleculares de exposicdo aos HPAs e outros
xenobioticos (FLORES-NUNES et al.,, 2015; LUCHMANN et al., 2014;
PIAZZA et al., 2016).

1.9 MOLUSCOS COMO ORGANISMOS  SENTINELAS  DE
CONTAMINACAO

Os moluscos sao utilizados mundialmente em programas de
biomonitoramento ambiental, como no Programa de Monitoramento de
Moluscos (Mussel Watch Program) nos Estados Unidos (SCHONE;
KRAUSE, 2016); o Monitoramento de Moluscos do Mediterraneo
(Mediterranean Mussel Watch) (THEBAULT; BAENA, 2007) e o Programa
de Monitoramento de Moluscos da Africa do Sul (SPARKS; ODENDAAL;
SNYMAN, 2014). Esses organismos possuem diversas caracteristicas que
os tornam adequados para esses tipos de programas como: 1) a
capacidade de bioacumulagdo em seus tecidos de uma ampla variedade
de contaminantes em quantidades superiores aos encontrados no
ambiente, 2) o sedentarismo e 3) a ampla distribuicdo biogeografica
(SCHONE; KRAUSE, 2016).

No Brasil, as ostras do género Crassostrea tém sido empregadas
com sucesso como organismos sentinelas em estudos de
biomonitoramento, como as espécies Crassostrea brasiliana e
Crassostrea gigas (Figura 10) (FLORES-NUNES et al., 2015; PESSATI et al.,
2016; ZANETTE et al., 2008).

A espécie de ostra nativa C. brasiliana (Lamarck, 1819) =
Crassostrea gasar (Adanson, 1757), é cultivada com éxito na costa
brasileira, com boa taxa de sobrevivéncia (LOPES, 2008) e ampla
distribuicdo geografica, sendo encontrada desde o sul do Brasil até o
Para (LAZOSKI, 2004). Além disso, recentemente C. brasiliana e C. gasar
foram consideradas sinonimias (DE MELO et al., 2010; SALVI; MACALI;
MARIOTTINI, 2014), o que amplia a distribuicdo dessa espécie para a
costa oeste do continente africano (GOSLING, 2003). Esses organismos
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sdo encontrados em ambientes com salinidade de 0 a 40, sendo a
salinidade 6tima de 8 a 34 e temperaturas 6timas entre 20 a 32 °C
(NASCIMENTO, 1991).

Figura 10. Ostras C. brasiliana e C. gigas. A. Aspecto de C. brasiliana apos
remocgdo de uma das valvas. B. Aspecto de C. gigas apds remogdo de uma das
valvas. C. Classificagdo das ostras C. brasiliana e C. gigas.

C REINO Animalia
FILO Mollusca
CLASSE Bivalvia
ORDEM Ostreoida
FAMILIA Ostreidae
GENERO Crassostrea

ESPECIE Crassostrea brasiliana (=Crassostrea gasar) (A)

Crassostrea gigas (B)

Fonte: A. ZACCHI, F. L., 2017, Arquivo pessoal, B. SIEBERT, M.N., 2017, Arquivo
pessoal. C. Baseado em BRUSCA; BRUSCA, 2007; SALVI; MACALI; MARIOTTINI,
2014.

A ostra C. gigas (Thunberg, 1793), conhecida como ostra do
pacifico, é origindria do pacifico indo-oeste, mas devido a sua introdugdo
bem-sucedida na costa pacifica da América do Norte, no oeste da
Europa, na América do Sul e na Australia, atualmente apresenta uma
distribuicdo global (CASTANOS; PASCUAL; CAMACHO, 2009; GOSLING,
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2003). Essa espécie foi introduzida no Brasil na década de 70 e é a
principal ostra cultivada em Santa Catarina (ACEB, 2014). Esse organismo
cresce em temperaturas 6timas de 11 a 34 °C e salinidade de 20 a 35
(FAO, 2005).

Ambas C. brasiliana e C. gigas sdo sésseis, filtradores, apresentam
ampla tolerancia para salinidade e temperatura e caracterizam-se por
habitar regiGes estuarinas e de manguezais (FAO, 2005; GOSLING, 2003;
LOPES, 2008). Esses animais desempenham um papel importante na
dindmica dos sedimentos, nutrientes e algas nos estuarios e regides
entre-marés (SALVI; MACALI; MARIOTTINI, 2014). Além disso, essas
regides recebem um grande aporte de contaminantes antropogénicos,
0 que aumenta o contato desses animais com contaminantes.

Apesar das semelhangas morfoldgicas entre as ostras C. brasiliana
e C. gigas, foi proposta a separacdo dessas duas espécies em géneros
distintos em razdo da distancia filogenética entre as espécies do género
Crassostrea pertencentes a dois clados divergentes: um que abrange as
espécies indo-pacificas, como C. gigas, e outro as espécies do Atlantico,
que inclui a espécie C. brasiliana (SALVI; MACALI; MARIOTTINI, 2014).

1.10  OBJETIVOS E CONSIDERAGOES SOBRE A ESTRUTURA DO TEXTO

Tendo em vista o potencial da atividade EROD como biomarcador
da contaminacdo ambiental por HPAs, a auséncia de deteccdo de
atividade EROD em ostras (SCHLENK; BUHLER, 1989) e as evidéncias da
presenga de genes CYP1-like no transcriptoma de branquias e glandula
digestiva de C. brasiliana e no genoma de C. gigas (LUCHMANN et al.,
2015; ZHANG et al., 2012), no presente estudo buscou-se detectar a
atividade da enzima EROD em C. brasiliana e C. gigas. Essa € uma etapa
importante para o estabelecimento dessa enzima como um biomarcador
da contaminacdao ambiental por HPAs e outros contaminantes em
moluscos bivalves.

Além disso, ressalta-se a importancia de se estudar o sistema de
biotransformacdo de ostras expostas aos HPAs, ndo apenas do ponto de
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vista bioquimico, como também como base para estudos comparativos
sobre a evolugdo desse sistema em diferentes grupos filogenéticos.
Dessa forma, no presente estudo buscou-se analisar os niveis de
transcritos e atividades de enzimas do sistema de biotransformacdo em
ostras da espécie C. gigas expostas aos HPAs pireno e fluoreno, tendo
em vista que esses estudos representam uma oportunidade para a
descoberta de novos biomarcadores bioquimicos de exposicdo aos HPAs
nesses organismos.

1.10.1 Objetivo geral

Investigar a atividade EROD nas espécies de ostra C. brasiliana e
C. gigas e analisar niveis de transcritos e atividades de enzimas de
biotransformacdo em ostras C. gigas expostas aos HPAs pireno e
fluoreno.

1.10.2 Objetivos especificos

¢ Definir condigdes de pH e temperatura para a atividade EROD na
fracdo microssomal de tecidos de C. brasiliana e demonstrar que essa
atividade estd acima do limite de quantificagdo do método;

¢ Determinar os parametros cinéticos de Km aparente (Kmapp) €
velocidade maxima (Vmax) de EROD na fragdo microssomal de diferentes
tecidos em C. brasiliana e C. gigas;

¢ Determinar o efeito de coenzimas e inibidores classicos de CYP1 na
atividade EROD de ostras C. brasiliana e C. gigas;

¢ Identificar genes CYP1 candidatos para atividade EROD em C. gigas
por meio da andlise de niveis de transcritos, constru¢do de modelo por
homologia e ancoragem molecular de 7-ER;

¢ Analisar os niveis de transcritos dos genes: CYP1-like, CYP2-like,
CYP2AU2, CYP356A1, CYP17a —like, GSTQ-like, GSTmic-like e SULT-like
em ostras da espécie C. gigas expostas aos HPAs pireno e fluoreno por
24 e 96 h.
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¢ Analisar a atividade das enzimas do sistema de biotransformacéo:
GST total, GST microssomal e atividade EROD em ostras da espécie C.
gigas expostas aos HPAs pireno e fluoreno por 24 e 96 h.

1.10.3 Consideragoes sobre a estrutura do texto

O presente documento estd organizado em cinco capitulos. O
primeiro capitulo (1), que finaliza nesta secdo, contém uma breve revisdo
de temas abordados nesta tese de doutorado. O capitulo Il apresenta os
resultados da investigacdo da atividade EROD em branquias e glandula
digestiva de C. brasiliana, publicado na revista Comparative
Biochemistry and Physiology, Part B: Biochemistry and Molecular Biology
(SIEBERT et al., 2017a).

O terceiro capitulo (lll) apresenta os resultados da investiga¢do da
atividade EROD em ostras da espécie C. gigas, juntamente com os
resultados da busca por genes responsdveis por essa atividade
enzimatica, andlises in silico de modelagem por homologia e ancoragem
molecular. A partir dos dados deste capitulo foi gerado um artigo
publicado na revista Aquatic Toxicology (SIEBERT et al., 2017b). No
capitulo IV estdo apresentados os resultados das analises dos niveis de
transcritos e da atividade de enzimas do sistema de biotransformacgao
em ostras C. gigas expostas aos HPAs pireno e fluoreno

Por fim, o capitulo V apresenta comentarios e conclusGes finais
do trabalho desenvolvido. As referéncias de todos os capitulos estdo
organizadas em ordem alfabética no final do documento.
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2 CAPITULO II: ATIVIDADE ETOXI-RESORUFINA O-DEETILASE EM
OSTRA Crassostrea brasiliana*

Marilia N. Siebert?, Jacd J. Mattos®, Clei E. Piazza®, Daina de Lima?, Carlos
Henrique A.M. Gomes¢; Claudio M.R. de Melo¢, Afonso C.D. Bainy®.

2@ Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica
(LABCAI), Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, Santa
Catarina, Brasil.

b Nucleo de Estudos de Patologias Aquicolas (NEPAQ), Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

¢ Laboratdrio de Moluscos Marinhos (LMM), Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

*Os dados deste capitulo estdo no artigo de Siebert et al. (2017a), publicado na
revista Comparative Biochemistry and Physiology, Part B: Biochemistry and
Molecular Biology
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RESUMO

Enzimas da familia citocromo P450 1 (CYP1) realizam a biotransformacao
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Os HPAs podem
induzir a expressdo de proteinas e a atividade enzimatica de membros
dessa familia de enzimas, sendo essa atividade usualmente quantificada
pelo ensaio da 7-etoxi-resorufina O-deetilase (EROD). O objetivo deste
estudo foi demonstrar a atividade EROD em moluscos bivalves
Crassostrea brasiliana. A atividade EROD foi analisada nas fracdes
citosdlicas e microssomais de branquias, glandula digestiva e manto. A
atividade EROD néao foi observada em manto, mas foi quantificada nas
fragbes microssomais de branquias e glandula digestiva utilizando
NADPH como coenzima da reagdo enzimdtica. A temperatura e pH
estabelecidos para o ensaio foram 30 °C e 7,4, respectivamente. O Kn,
aparente (Kmapp) da EROD foi 4,32 pM nas branquias e 5,56 UM na
glandula digestiva. A velocidade maxima da reagdo (Vmax) foi 337,3
fmol.min"t.mg de proteina® nas branquias e 297,7 fmol.minl.mg de
proteina™ na glandula digestiva. As ostras C. brasiliana apresentaram um
Kmapp Maior e uma Vmax menor que outros bivalves, o que sugere que as
enzimas CYP1-/ike de ostras possuem uma afinidade menor ao substrato
7-etdxi-resorufina (7-ER) do que as outras espécies e/ou menor
expressao das enzimas responsaveis por essa atividade. O inibidor de
CYP1 elipticina (ELP) inibiu a atividade EROD em ambos tecidos
estudados. Na concentragdo mais alta de ELP (100 uM), a atividade
EROD foi inibida 78% nas branquias e 47% na glandula digestiva. Os
inibidores de CYP1 a-naftoflavona e furafilina ndo inibiram a atividade
EROD nos microssomas de ambos os tecidos. Em conclusdo, a atividade
EROD pode ser utilizada para determinar uma atividade CYP1-like em
ostras C. brasiliana, sendo que possivelmente uma enzima CYP1A-like é
responsavel por essa catalise.

Palavras-chave: biotransformacdo. citocromo P450. EROD, fase |,
moluscos.
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2.1 INTRODUCAO

A superfamilia de enzimas CYP compreende um grupo
funcionalmente diverso de hemeproteinas localizadas principalmente
no reticulo endoplasmatico liso. Essas enzimas atuam especialmente na
biotransformac¢do de fase | durante o metabolismo de drogas e na
sintese de esterdides (DANIELSON, 2002). Para a realizacdo da catdlise
enzimatica, os CYPs microssomais atuam em complexo com as enzimas
NADPH citocromo P450 redutase ou NADH-citocromo b5 redutase, das
quais recebem equivalentes redutores do NAPDH ou NADH por meio de
um sistema de transporte de elétrons (HANNEMANN et al., 2007).

Em vertebrados, a familia CYP1 inclui quatro subfamilias génicas:
CYP1A, CYP1B, CYP1C e CYP1D (GOLDSTONE et al.,, 2009). Nesses
organismos, os integrantes da familia CYP1 desempenham um
importante papel na detoxificacdo e bioativacdo de HPAs (SHIMADA et
al.,, 1996; UNO et al., 2004). Além disso, muitos substratos de CYP1,
como os HAHs e os préprios HPAs, podem induzir um aumento na
transcricdo de genes CYP1 por meio da ativacdo do AHR. O AHR é um
fator de transcricdo ativado por ligante que interage com elementos de
resposta especificos do DNA, localizados na regido regulatdria de genes
CYP1 (DENISON et al., 2002; HAHN, 2002). O aumento da expressao de
genes CYP1 pode levar a um aumento nos niveis de enzimas CYP1. Em
contrapartida, outras substancias como a elipticina, furafilina e a a-
naftoflavona podem agir em nivel enzimdtico, inibindo a atividade de
enzimas CYP1. Esses inibidores sdo estruturalmente diversos e possuem
diferentes mecanismos de agdo, o que representa uma importante
ferramenta para estudos in vitro de caracterizacdo dessas enzimas
(HALPERT et al., 1994; KOLEY et al., 1997).

Como a atividade enzimdtica de CYP1 pode ser induzida, essa
atividade é considerada um biomarcador classico da exposi¢cdo aos HPAs
e outros agonistas do receptor AHR em diversas espécies de vertebrados
(CHAHIN et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2011; SCHLEZINGER; STEGEMAN,
2001). A atividade CYP1 é usualmente quantificada pelo método EROD.
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Nesse ensaio, o produto fluorescente resorufina é formado apds a
deetilacdo do substrato 7-ER, processo catalisado por enzimas CYP1
(BURKE; MAYER, 1974; STEGEMAN et al., 2015).

Em humanos, todas as enzimas da familia CYP1 demonstram
atividade EROD, entretanto, a eficiéncia catalitica de CYP1Al para
atividade dessa enzima é maior do que CY1B1 e CY1A2, respectivamente
(SHIMADA et al., 1997).

Apesar de ndo possuirem genes da familia CYP1 identificados,
espécies de invertebrados também demonstram atividade EROD,
incluindo membros dos filos Cnidaria, Mollusca e Arthropoda (CHEAH et
al., 1995; HARITOS et al., 1994; HEFFERNAN; WINSTON, 1998; REWITZ et
al., 2006).

Varios estudos tentaram demonstrar atividade relacionada as
enzimas CYP1, expressado de proteinas ou deteccdo de transcritos CYP1-
like em moluscos bivalves, com o objetivo principal do uso desses
parametros como biomarcadores, uma vez que esses animais sdo
considerados excelentes sentinelas da poluicdo ambiental (LUCHMANN
et al., 2015; SOLE; LIVINGSTONE, 2005; ZANETTE et al., 2013). Apesar
desses organismos apresentarem niveis de CYP totais e atividade CYP1,
detectada pelos ensaios de BPH e EROD (SCHLENK; BUHLER, 1989; SOLE;
LIVINGSTONE, 2005; ZHANG et al.,, 2010), anticorpos anti-CYP1 de
vertebrados reagem com proteinas ndo-CYP nesses organismos
(GR@SVIK et al., 2006) e a fung¢do de CYP1-like em moluscos ainda n3o é
bem compreendida.

Ostras da espécie C. gigas apresentam atividade BPH, entretanto,
a atividade EROD ndo foi demonstrada nesses organismos (SCHLENK;
BUHLER, 1989). Interessantemente, o genoma de C. gigas apresenta 12
genes CYP1-like (ZHANG et al., 2012) e o transcriptoma de branquias e
glandula digestiva de C. brasiliana apresenta dois genes CYP1-like
(LUCHMANN et al., 2015). Além disso, C. brasiliana expostas ao
fenantreno (PHE) e a fracdo acomodada em agua (FAA) do dleo diesel
demonstram um aumento no nivel de transcritos de CYPI1-like
(LUCHMANN et al., 2015).
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Considerando as evidéncias gendmicas e transcriptémicas
recentes da presenca de genes CYPI-like em espécies do género
Crassostrea e a auséncia de evidéncia da atividade EROD em C.
brasiliana, o objetivo deste estudo foi investigar a atividade EROD nessa
espécie.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Quimicos

Os reagentes 7-ER, resorufina, NADH, NADPH, metanol, dimetil
sulféxido (DMSO), fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), DL-ditiotreitol
(DTT) e a-naftoflavona (ANF) foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St
Louis, EUA). Elipticina (ELP) e furafilina (FRF) foram adquiridos de Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, EUA). Todo os reagentes utilizados foram de
qualidade analitica.

2.2.2 Preparo das fragoes citosdlicas e microssomais

Ostras adultas da espécie C. brasiliana foram obtidas durante a
primavera e verdo, no cultivo de ostras do Laboratdrio de Moluscos
Marinhos (LMM), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. Tecidos recém-coletados de seis a
nove ostras foram homogeneizados para cada ensaio. Branquias,
glandula digestiva e manto foram homogeneizados na proporg¢do de 1
unidade de massa de tecido (g) para 5 unidades de volume de tampao
(mL) (Tamp3ao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,4, com sacarose 0,5 M, KCI
0,15M, DTT 1mM e PMSF 1mM) a 4 °C, utilizando um homogeneizador
de tecidos. Os homogenatos foram centrifugados a 9.000 g por 30 min a
4 °C e o sobrenadante resultante dessa centrifugacdo foi submetido a
ultracentrifugacdo a 100.000 g por 70 min a 4 °C para a obtencdo das
fragdes citosolicas e microssomais (HODSON et al., 1991). Apds a
ultracentrifugacdo, as fracGes sobrenadantes (citosdlicas) foram
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mantidas no gelo enquanto que as fragdes microssomais foram
gentilmente lavadas com 500 pL de tampao de homogeneizagao, sem
DTT e PMSF, e submetidas a uma segunda ultracentrifugagao a 100.000
g por 20 min a 4 °C. Em seguida, as fragdes microssomais foram diluidas
em tampdo de microssoma (Fosfato de Potassio 0,1 M, pH 7,4, KCI 0,15
M, Glicerol 20%). A atividade EROD foi analisada imediatamente apos a
obtencdo das fracBes celulares, com o objetivo de evitar a perda de
atividade devido ao congelamento e descongelamento das amostras.

2.2.3 Atividade 7-etoxi-resorufina O-deetilase (EROD)

A atividade EROD foi medida por método adaptado de Burke e
Mayer (1974), utilizando placas de 96 pogos pretas e de fundo plano
(Greiner Bio-One Fluotrac™, flat bottom 96-well black plates). Exceto
quando descrito, as condi¢des das reagdes do ensaio consistiram em:
fracdo microssomal ou citosdlica (300 pg de proteinas), tampao fosfato
de potassio 0,1 M (pH 7,4), NADPH 4 mM e 7-ER 10 uM (diluida a partir
de estoque em metanol a 1mM). As amostras foram misturadas por
agitacao leve durante 1 min com 7-ER e incubadas no escuro a 30 °C por
10 min. Apds esse periodo, o NADPH foi adicionado para iniciar a reacgdo.
Todas as solugdes foram mantidas a 30°C (ou respectiva temperatura)
durante o preparo das reagGes. Reagdes em branco (sem amostra) foram
monitoradas em paralelo aos ensaios.

A formacdo de resorufina foi quantificada utilizando-se o
espectrofluorimetro Spectramax M5, Molecular Devices (Sunnyvale,
EUA), com excita¢do a 530 nm, emissdo a 585 nm, limite de corte (cutoff)
a 550 nm, tubos fotomultiplicadores (PMT) alto, durante 1 h, com
intervalo de leitura de 1 min.

O efeito de matriz da amostra, que resulta em absorgao
(quenching) da fluorescéncia emitida, foi corrigido por meio do
coeficiente de calibracdo (CC) determinado para cada amostra e
adaptado de Nilsen, Berg e Goksgyr (1998) com a seguinte abordagem:
apos a leitura cinética, uma leitura da fluorescéncia da resorufina foi
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realizada (endpoint, Ex 530/Em 585) nas rea¢bes com amostra e branco
(AMi e BRI, respectivamente), entdo, 100 pmol de resorufina foi
adicionado em cada pogo com amostra ou branco e outra leitura foi
realizada nas mesmas condicGes (AMf e BRf). O coeficiente de calibragado
foi calculado usando a Equagao 2. Um coeficiente de calibragdo maior
do que 1,0 indica um efeito de quenching da amostra.

Equagao 2:
BRf — BRi
CC=———"—
AMf — AMi

Para transformar a unidade de fluorescéncia relativa (RFU) obtida
em fmol de resorufina, uma curva padrdo com concentragdes
conhecidas de resorufina foi obtida nas mesmas condi¢des do ensaio
enzimatico. O estoque de resorufina foi diluido em metanol. Uma curva
padrdo foi obtida para cada pH e temperatura testados. O coeficiente
angular (S) de cada curva foi obtido por regressao linear.

A atividade EROD foi normalizada pela concentracdo de proteinas
de cada amostra, determinado pelo ensaio de Bradford (BRADFORD,
1976), utilizando o kit BioRad ™ protein assay da BioRad (Hercules, EUA),
de acordo com o protocolo do fabricante e usando a proteina albumina
bovina sérica como padrao.

A atividade EROD foi corrigida pelo coeficiente de calibragdo (CC)
e expressa por fmol.min"t mg.proteina -, de acordo com a Equag&o 3.
AM indica rea¢Ges com amostra e BR reagdes em branco.

Equagao 3:
(AM miliRFU.min~! — BR miliRFU.min™1) xS X CC

Atividade EROD =
tvidade mg proteina.mL=1 X volume da amostra (mlL)

2.2.4 Padronizagdo das condicoes para a atividade EROD e
pardmetros cinéticos
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Para a padronizacdo da temperatura e pH do ensaio foram
realizados ensaios com NADPH 4mM e 7-ER 10 uM a 20, 25, 30, 35,40 e
45°CepH 7,0;7,2;7,4;7,6; 7,8 e 8,0, respectivamente.

Os ensaios de teste de coenzimas foram realizados com NADPH
4mM, NADH 4mM ou NADH e NADPH juntos a 4mM cada. A
concentracdo 6tima das coenzimas foram determinadas previamente.
Para o teste de desnaturagdo, as amostras foram aquecidas a 100 °C por
10 min e imediatamente colocadas no gelo. Esse procedimento foi
repetido trés vezes.

A concentragdo final de 7-ER no experimento para determinagao
do Km aparente (Kmapp) € velocidade maxima (Vmax) foram: 1,875; 2,5;
3,75; 5,0; 7,5; 10; 15 e 20 uM. A regressdao nao-linear foi realizada
utilizando a equagdo de Michaelis-Menten e os parametros de
Michaelis-Menten (Kmapp € Vmax) foram calculados pelo programa
GraphPad Prism 5.0 para Windows.

O limite de quantificacdo do método foi determinado de acordo
com Eggens e Galgani (1992), com pequenas modificacBes: a taxa de
formacdo de resorufina (fmol.min?) foi monitorada nas reacdes de
atividade EROD com diferentes concentragdes de microssomas de
branquias e glandula digestiva (% de Fragdo Microssomal: 100%, 75%,
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 2,5%, em que 100% correspondem a 40 uL de
fragdo microssomal pura). A regressdo linear foi realizada utilizando os
dados de taxa de formagdo de resorufina e a concentracdo de
microssoma. Para obter o limite de quantificagdo do método para a
branquia e glandula digestiva, selecionou-se a menor diluicdo para cada
tecido cuja taxa de formac3o de resorufina manteve um r?>0,98 com as
diluicdes mais concentradas na andlise de regressao linear. A linearidade
(r?) foi estimada e considerada significativa para p<0,05. Ao valor de
formacgdo de resorufina dessa amostra foi somado trés vezes o seu
desvio padrdo e esse valor foi considerado o limite de quantificacdo do
método.
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2.2.5 Ensaios com inibidores de CYP1

Os inibidores de CYP1 de mamiferos: elipticina (ELP), furafilina
(FRF) e a-naftoflavona (ANF) foram testados. As concentragdes dos
inibidores utilizadas nos ensaios foram escolhidas baseadas em um
estudo piloto e na solubilidade de cada inibidor. A ELP foi adicionada nas
concentragoes finais de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM, enquanto a ANF e
FRF foram utilizadas na concentragao final de 100 uM. Os inibidores
foram dissolvidos em DMSO e reagdes controle foram realizadas com a
mesma concentragao de DMSO, na auséncia de inibidor. A concentragdo
de DMSO em todas as reagdes foi inferior a 0,25%. Os ensaios com ELP
e ANF foram realizados incubando amostra, 7-ER e o inibidor por 10 min,
seguido da adicdo de NADPH para iniciar a rea¢do. Os ensaios com FRF
foram realizados incubando NADPH, FRF e amostra por 10 min seguido
da adi¢cdo de 7-ER para iniciar a reagdo. Os valores de atividade foram
comparados por ANOVA de uma via, seguida do teste complementar de
Dunnett. As diferengas foram consideradas significativas para p<0,05.

2.3 RESULTADOS

As padroniza¢bes da temperatura e pH foram realizadas nas
fragBes microssomais de branquias e glandula digestiva para estabelecer
as condicBes do ensaio da atividade EROD em C. brasiliana (Figura 11A
e B, respectivamente).

A atividade EROD foi quantificada a 20, 25, 30, 35, 40 e 45 °C. Nos
microssomas de branquias, as atividades minimas e maxima observadas
foram a 20 °C e 45 °C, respectivamente, e foi quase constante entre 25
e 40 °C. Em glandula digestiva, a menor atividade enzimatica foi
observada a 20°C e um pico de atividade foi observado a 25 °C. A
atividade EROD foi monitorada em pH 7,0; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8 e 8,0 e foi
maior em pH 7,4 em ambos os tecidos estudados.
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Figura 11. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade EROD de
microssomas de branquias e de glandula digestiva de C. brasiliana. Os ensaios
foram realizados com 7-ER 10 uM, NADPH 4 mM a pH 7,4 (A) e 7-ER 10 uM,
NADPH 4 mM e 30 °C (B). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo
(n = 3 réplicas técnicas, pool de seis animais).
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A atividade EROD foi avaliada nas fragdes citosdlicas e
microssomais de branquias, glandula digestiva e manto de C. brasiliana
(Figura 12). O manto ndo apresentou atividade EROD. A atividade EROD
nao foi detectada na fragdo citosdlica, entretanto, foi quantificada na
fracdo microssomal de branquias (137,35 fmol.min"t.mg proteina) e
glandula digestiva (90,35 fmol.min"t.mg proteina™), utilizando NADPH
como coenzima. As amostras desnaturadas nao apresentaram atividade
EROD.

Figura 12. Atividade EROD em fragdes citosdlicas (SN) e microssomais (MIC) de
branquias e glandula digestiva de C. brasiliana utilizando diferentes coenzimas
(NADH e NADPH). As condigOes de ensaio foram: 1. Fragdo citosélica, NADPH 4
mM; 2. Fragdo microssomal, NADPH 4 mM; 3. Fragdao microssomal desnaturada,
NADPH 4 mM; 4. Fragdo microssomal, NADH 4 mM; 5. Fragdo microssomal,
NADH e NADPH 4mM de cada. Todos os ensaios foram realizados com 10 uM de
7-ER, pH 7,4 e 30°C. nd: ndo detectado. Os dados estdo expressos como média
+ desvio padrdo (n = 3 réplicas técnicas, pool de oito animais).

i SN + NADPH < nd = Branquias
1 [ Glandula digestiva
L SN +NADPH - nd
[ wenaoen -
2
L MIC + NADPH )
3 [ MIC denat + NADPH o nd
| MIC denat+ NADPH < nd
[ MIC + NADH - nd
4
L MIC + NADH | nd
5
| MIC + NADPH + NADH - nd
T

T 1
0 50 100 150

fmol.min".mg proteina™

A atividade EROD nao foi detectada em ambos os tecidos quando
o NADH foi utilizado como coenzima. As reag¢des realizadas com NADH
em conjunto com NADPH mostraram atividade EROD apenas em
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branquias (52,65 fmol.mint.mg proteina™) e essa atividade foi 2,6 vezes
menor que aquela quantificada apenas com NADPH nesse tecido.

O limite de quantificagdo do ensaio foi determinado medindo a
taxa de formacdo de resorufina (fmol.min?) em diferentes
concentragdes de amostras da fracdo microssomal. O limite de
quantificacdo foi de 20 fmol.min* em branquias e 22 fmol.min! em
glandula digestiva (Figura 13). As taxas detectadas abaixo desses limites
foram consideradas ndo detectadas (nd). A concentracdo de
microssomas de 12,5% (diluicdo 1: 8 v/ v) foi a menor diluicdo cuja taxa
de formac¢do de resorufina manteve linearidade com as amostras de
microssomas mais concentradas em ambos os tecidos. O valor de r? foi
de 0,98 para branquias e 0,99 para glandula digestiva considerando os
dados de 100%, 75%, 50%, 25% e 12,5% para a anadlise.

Figura 13. Taxa de formagdo de resorufina em diferentes concentrages de
microssomas de branquias e glandula digestiva (expressos em percentual da
amostra n3o diluida) de C. brasiliana. Valor de r? considerando dados de 100%,
75%, 50%, 25% e 12,5%; valor de p expressa o ajuste dos dados (n = 3 réplicas
técnicas, pool de oito animais).
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A caracterizagdo cinética da atividade EROD foi realizada pela
equacdo de cinética enzimatica de Michaelis-Menten. O Kmapp da EROD
em branquias e glandula digestiva foi 4,32 e 5,56 UM, respectivamente.
A Vmax foi de 337,3 e 297,7 fmol.min"t.mg de proteina™ para branquias e
glandula digestiva, respectivamente (Figura 14). O valor de r? na
equacdo de Michaelis-Menten foi de 0,9320 para as branquias e 0,9315
para a glandula digestiva.

Figura 14. Atividade EROD em diferentes concentragdes de 7-etdxi-resorufina
(7-ER) na fragdo microssomal de branquias (A) e glandula digestiva (B) de C.
brasiliana. Os ensaios foram realizados com NADPH 4 mM, pH 7,4. Os dados
estdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3 réplicas técnicas, pool de
seis animais). Kmapp: Km aparente. Vmax: velocidade maxima.
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O estudo de inibicdo foi realizado em ostras utilizando os
inibidores de CYP1 de mamifero: ELP, FRF e ANF (Figura 15). A atividade
EROD foi inibida por ELP, mas ndo por ANF e FRF. Nas branquias, a ELP
inibiu a atividade EROD em todas as concentragdes testadas enquanto
que na glandula digestiva a ELP inibiu a atividade EROD a partir da
concentracdo de 60 uM. Na concentracdo mais alta de ELP analisada
(100 uM), 78% da atividade EROD foi inibida nas branquias e 47% na
glandula digestiva. Nas branquias, a ANF causou um aumento de 11,5%
na atividade EROD. Uma vez que ANF e FRF ndo inibiram a atividade
EROD, apenas os resultados da concentragdo 100 uM sdo apresentados
para esses inibidores.

Figura 15. Efeito dos inibidores elipticina (ELP), furafilina (FRF) e a-naftoflavona
(ANF) na atividade EROD em microssomas de branquias (A) e glandula digestiva
(B) de C. brasiliana. Os ensaios foram realizados com 10 uM de 7-ER, NADPH 4
mM, pH 7,4 e 30 °C. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. A
analise estatistica realizada foi ANOVA de uma via, seguida do teste
complementar de Dunnett. * Representa diferenga significativa entre o grupo
com inibidor comparado com o grupo controle, * p<0,05, ** p<0,001 e
***p<0,0001 (n = 3 réplicas técnicas, pool de nove ostras).
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2.4 DISCUSSAO

A quantificacdo da atividade EROD em microssomas de ostra é
importante para seu uso como biomarcador da contamina¢dao de HPAs
e HAH em estudos ecotoxicolégicos e em programas de
biomonitoramento. Além disso, é importante caracterizar a cinética
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enzimatica e validar métodos analiticos antes de sua extensa utilizagdo
em tais estudos.

As condig¢des do ensaio EROD foram padronizadas em relagao ao
pH e a temperatura. O mesmo pH 6timo para a atividade dessa enzima
foi observado nas branquias e na glandula digestiva, o que sugere que o
mesmo grupo de enzimas catalisa a reagdo em ambos os tecidos.

Com o intuito de identificar a localizagdo subcelular das enzimas
responsdveis pela atividade EROD em C. brasiliana, as fragdes celulares
citosodlica e microssomal foram separadas por centrifugacdo. A atividade
EROD foi detectada apenas em fragdes microssomais, como esperado
para uma enzima CYP que realiza biotransformacdo de xenobidticos
(DANIELSON, 2002). Além disso, ndo foi detectada atividade nas
amostras desnaturadas por aquecimento, indicando que a formacao da
resorufina quantificada durante o ensaio é uma reacgdo catalisada por
uma enzima.

A auséncia de atividade EROD nas fra¢Ges subcelulares do manto
sugere que esse tecido ndo expressa enzimas CYP1-like. No entanto, dos
Reis et al. (2015), por meio da técnica de hibridiza¢do in situ e estudos
de gPCR, observaram um nivel de transcritos elevado do gene CYP2AU1
no manto de C. brasiliana comparado a outros tecidos. Esse gene foi
induzido pela exposi¢cdo ao fenantreno (PHE), sugerindo que esse tecido
também pode ter um papel de biotransformagdao além das func¢des
classicas do manto associadas ao armazenamento de reservas de
nutrientes e a gametogénese em moluscos bivalves (GOSLING, 2003).

O ciclo catalitico de CYP necessita de duas etapas de transferéncia
de elétrons para ativar o oxigénio molecular. A fonte de equivalentes
redutores é o NADPH e/ou NADH, que tém seus elétrons transferidos
para o CYP pelas enzimas redutases: NADPH-citocromo P450 redutase
e/ou NADH-citocromo b5 redutase via citocromo b5 (KANDEL; LAMPE,
2014). A NADPH-citocromo P450 redutase pode transferir ambos os
elétrons do NADPH para o CYP. Alternativamente, o citocromo b5 pode
transferir para o CYP ambos os elétrons da NADH-citocromo b5 redutase
ou o segundo elétron da NADPH-citocromo P450 redutase durante o
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ciclo catalitico de CYP (HANNEMANN et al., 2007). A atividade EROD foi
avaliada na presenca de NADH, NADPH e NADH com NADPH. Os
resultados indicam o envolvimento apenas da enzima NADPH-citocromo
P450 redutase como doadora de elétrons para a atividade EROD em C.
brasiliana. Curiosamente, quando NADH e NADPH foram adicionados
simultaneamente, foi observada uma menor atividade enzimatica na
branquia comparada a atividade EROD com NADPH, enquanto nenhuma
atividade enzimdtica foi quantificada na glandula digestiva, o que sugere
gue o NADH interfere na atividade EROD, entretanto, esse mecanismo
de interagdo nao foi investigado neste trabalho.

A atividade EROD tem sido observada em espécies de moluscos
(BINELLI et al., 2006; CHEAH et al., 1995; SILVA et al., 2012). Apesar de
alguns estudos detectarem atividade EROD em ostras, nenhum deles
demonstrou que a resorufina detectada era devido a uma atividade
enzimatica relacionada a CYP1-like (MARANHO et al., 2012; SEABRA-
PEREIRA et al., 2014).

A atividade enzimatica de BPH, considerada uma atividade
enzimatica referente a membros da familia CYP1, foi demonstrada em C.
gigas, mas, curiosamente, a atividade EROD ndo foi encontrada nesse
mesmo estudo (SCHLENK; BUHLER, 1989). As diferencas na detecgdo da
atividade de EROD entre C. brasiliana e C. gigas podem estar
relacionadas as diferencas na expressao das proteinas que realizam essa
atividade enzimatica ou diferencas de afinidades pelo substrato. Além
disso, a abordagem metodoldgica adotada no presente estudo pode ter
melhorado o ensaio. A investigacdo da atividade EROD em C. gigas
encontra-se descrita no capitulo Ill deste documento.

Em comparagdo com outras espécies de bivalves, uma Vmax menor
da atividade EROD foi encontrada em ostra (AGUIRRE-MARTINEZ;
DELVALLS; MARTIN-DIAZ, 2015; BINELLI et al., 2006; DE LAFONTAINE et
al., 2000). No entanto, atividade EROD com velocidades que variam
entre fmol a pmol.min"t.mg de proteina™ foi encontrada em outros
organismos como cnidarios (HEFFERNAN; WINSTON, 1998), moluscos
(CHEAH et al., 1995; MONARI et al., 2009) e artropodes (FARIA et al.,
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2010), em estudos que usaram abordagens metodoldgicas semelhantes
ao deste estudo. Curiosamente, o mesmo padrdao observado por
Heffernan e Winston (1998) na atividade EROD de cnidarios foi
observado nas ostras, em que amostras com baixa atividade EROD
mostraram uma diminui¢ao na fluorescéncia durante os minutos iniciais
do ensaio cinético. Neste e no trabalho citado, os calculos foram
determinados apenas a partir da fase linear. O limite de quantificagdo do
ensaio foi menor do que as taxas normalmente detectadas em
microssomas de ostra, indicando que o método é suficientemente
sensivel para quantificar a atividade EROD nesses organismos. As
diferencas nos limites de quantificacdo entre os tecidos sdo
consequéncia do efeito de quenching da amostra, que é maior na
glandula digestiva.

O parametro cinético de Michaelis-Menten Vmax nas branquias e
na glandula digestiva € menor do que 0 Vmax de peixes e outras espécies
de  vertebrados (WANWIMOLRUK; WANWIMOLRUK, 2006;
ZAMARATSKAIA; ZLABEK, 2009). A baixa atividade EROD observada em
C. brasiliana pode estar associada a alta bioacumulacdo de HPAs
normalmente detectada em moluscos bivalves (LEON et al., 2013).

O valor de Kmapp da EROD de C. brasiliana é maior que o observado
nos peixes: bagre do canal (1,8 uM), salmao do atlantico (0,2 uM) e truta
arco-iris (0,6 uM) (GONZALEZ et al., 2009) e outros organismos
vertebrados: pinguim (Km1 51 nM), humano (Kyn 788nM) e porco (Kmi 10
nM) (WANWIMOLRUK; WANWIMOLRUK, 2006; ZAMARATSKAIA;
ZLABEK, 2009).

A constante Ky representa uma relacdo das constantes de
dissociacdo e de formac¢do do complexo enzima-substrato da seguinte
forma: (k-1+kz)/k1, em que ki representa a taxa de formac&do do complexo
enzima-substrato a partir da enzima e do substrato livres, k.1 a taxa de
dissociacdo desse complexo e k; a taxa de formacgdo de produto e enzima
livre a partir do complexo enzima-substrato (SEGEL, 1993). Assumindo
que a constante de formagdo do produto (k2) é insignificante em
comparagdo com a constante de dissociagdo enzima-substrato (k,<<k.1),
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0 alto valor de Kmapp Observado em ostras sugere que as enzimas CYP1-
like responsaveis pela atividade enzimatica possuem baixa afinidade
(definida como k.1/k1) para 7-ER nessa espécie.

Inibidores da atividade enzimatica de CYP1 foram testados para
investigar se a atividade EROD é catalisada por uma enzima CYP1-like. A
ELP é um inibidor classico de CYP1A1 em humanos (HALPERT et al., 1994)
e é sugerida como um inibidor de CYP1A2 (TASSANEEYAKUL et al., 1993).
A ELP inibe a atividade EROD em espécies de peixes (LEMAIARE;
LIVINGSTONE, 1995, ROTCHELL; STEVENTON; BIRD, 2000) e inibiu a
atividade de EROD em ambos os tecidos de C. brasiliana, o que sugere
gue a atividade EROD seja catalisada por uma enzima CYP1A-like. A ELP
atua como um inibidor ndo competitivo em ratos (AIMOVA; STIBOROVA,
2005) e a auséncia de inibicdo total da atividade de EROD nas ostras na
presenca de ELP pode sugerir que mais de um membro CYP1-like
metaboliza o substrato 7-ER, no qual um desses membros ndo seria
inibido por ELP. Curiosamente, o transcriptoma de C. brasiliana
(LUCHMANN et al., 2015) mostrou a existéncia de dois genes
semelhantes a CYP1A de vertebrados e esses mesmos genes
apresentaram niveis de transcritos maiores em organismos expostos a
FAA do dleo diesel e ao PHE. Os produtos proteicos desses genes sdo
candidatos a atividade EROD demonstradas neste estudo.

A FRF, um inibidor ndo competitivo de CYP1A2 em seres humanos
(SESARDIC et al., 1990) e a ANF, um inibidor competitivo de CYP1A1l e
CYP1A2 em humanos (CHANG; GONZALEZ; WAXMAN, 1994, KOLEY et al.,
1997), ndo inibiram a atividade EROD. A ELP causou uma diminui¢do na
atividade EROD enquanto que a FRF mostrou um potencial de inibicdo
menor em peixes (ROTCHELL; STEVENTON; BIRD, 2000). Em branquias
de ostras, a presenca de ANF no ensaio causou um aumento da atividade
EROD, o que pode estar relacionado com uma ativacdao de enzimas do
tipo CYP3A-like. Em mamiferos, foi demonstrado que a ANF pode se ligar
e ativar seletivamente uma subpopulacdo de enzimas CYP3A, seguido
por um aumento na hidroxilagdo de BaP (KOLEY, 1997). A falta de efeito
inibitério dos inibidores classicos de EROD de mamiferos pode ser
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atribuida a diferencgas estruturais nas enzimas CYP entre moluscos e
outros taxa de animais.

Em um estudo de Zacchi (2017), realizado por nosso grupo de
pesquisa, a atividade EROD foi avaliada nas branquias de ostras expostas
aos HPAs pireno e fluoreno e ostras expostas a 100 pg/L de pireno
apresentaram maior atividade EROD em relagdo ao grupo controle, apds
96 h. Apesar da inducao da expressao de genes CYP1 e atividade EROD
ocorrerem algumas horas apds a exposicdo a agonistas de AHR em
peixes (GAO et al., 2011; PESONEN; GOKSOYR; ANDERSSON, 1992), em
moluscos, o aumento na atividade EROD ocorre somente apds 48 h de
exposicado (BINELLI et al., 2006).

Um aumento na atividade EROD foi observada em glandula
digestiva de vieiras Chlamys farreri expostas por até 21 dias ao criseno
(XIU et al., 2015), em mexilhGes Dreissera polymorpha expostos por 96 h
a mistura de PCBs Aroclor (BINELLI et al., 2006) e em branquias de ostras
Crassostrea rhizophorae transplantadas por 28 dias a locais do sistema
estuarino de Santos, que apresenta intensa urbanizagdo, atividade
industrial e portudria (MARANHO et al., 2012). O aumento da atividade
EROD em moluscos expostos aos xenobidticos sugere o potencial dessa
enzima como biomarcador de contaminantes ambientais também nesse
grupo de animais.

A indugdo da atividade EROD pelo pireno sugere o envolvimento
de uma via de ativacgdo do AHR nessa resposta, como ocorre em
vertebrados (DENISON et al., 2011). A conservagdo desse mecanismo de
resposta via AHR seria um indicio de que a atividade EROD detectada
nesses organismos seja codificada por genes CYP1-like que apresentam
uma relagdo de homologia com CYP1 de vertebrados. Entretanto, como
discutido no capitulo Ill deste documento, ndo ha evidéncia da
existéncia de CYP1 em invertebrados ndao deuterostomios e da relagado
evolutiva entre genes CYP1-like desses organismos com os CYP1 de
vertebrados (GOLDSTONE et al., 2007).

O papel exato das enzimas que catalisam a atividade EROD na
biotransformagdo de HPAs ainda é desconhecido em ostras. Apesar da
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deteccdo da atividade EROD nesses organismos, essa atividade
enzimatica é baixa em branquias e glandula digestiva e ndo foi detectada
no manto. Os resultados deste estudo sugerem que enzimas CYP1-like
teriam uma capacidade limitada para metabolizar esses compostos.
Apesar deste e de outros estudos indicarem que os bivalves possuem um
sistema de biotransformacdo de xenobidticos responsivo a exposicdo de
HPAs (LUCHMANN et al., 2015, PIAZZA et al., 2016), isso n3o invalida o
uso desses organismos como sentinelas da exposicdo a HPAs,
considerando que sob condi¢des naturais esses organismos sésseis estdo
sendo constantemente expostos aos xenobiéticos.

2.5 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho possibilitaram as seguintes
conclusodes:
* Foi detectada a atividade EROD em microssomas de branquias e
glandula digestiva de C. brasiliana, mas ndo no manto;
* Os parametros cinéticos revelaram um perfil tipico de uma enzima
gue apresenta uma cinética de Michaelis-Menten, com baixa Vmax € alto
Kmapp €M comparagdo com a atividade EROD de outros animais, o que
poderia explicar o alto potencial de bioacumulacdo de HPAs nesses
animais;
* Apesar da baixa atividade EROD, o estudo in vitro com inibidores de
CYP1 indicou que uma enzima CYP1A-like provavelmente é responsavel
pela deetilagdo da 7-ER;
* Pela primeira vez o substrato 7-ER e os inibidores de CYP1 foram
utilizados com sucesso para demonstrar a atividade de EROD em ostras.
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RESUMO

As enzimas citocromo P450 da familia 1 (CYP1) metabolizam compostos
enddgenos e xenobidticos nos animais vertebrados e geralmente
apresentam sua expressdo induzida por seus substratos. A atividade
etoxi-resorufina O-deetilase (EROD) é um método utilizado para
quantificar a atividade das enzimas CYP1 nesses organismos. Apesar da
auséncia dessa familia génica em animais protostomios, genes
semelhantes a CYP1 (CYP1-like) foram identificados em varias espécies
desse grupo, embora nenhuma relagao evolutiva com a familia CYP1 de
vertebrados tenha sido estabelecida. No presente estudo, a atividade
EROD foi avaliada na fragdo microssomal de branquias, glandula
digestiva e manto da ostra Crassostrea gigas. A atividade enzimatica foi
quantificada em branquias, entretanto, nenhuma atividade foi
detectada na glandula digestiva e no manto. A caracterizagdo cinética
da atividade EROD em branquias pela equacdo de Michaelis-Menten
demonstrou um Ky, aparente de 1,15 uM e velocidade mdaxima de 229,2
fmol.min " mg.proteina™. A atividade EROD foi analisada na presenca de
inibidores de CYP1, elipticina (ELP), furafilina (FRF), clotrimazol (CTZ) e
a-naftoflavona (ANF) e o surfactante ndo i6nico Triton X-100. O CTZ
inibiu a atividade EROD em todas as concentragdes testadas, enquanto
Triton X-100 (0,5 mM) causou 16% de inibi¢cdo. Os niveis de transcritos
de quatro genes CYP1-like foram determinados em branquias, glandula
digestiva e manto. Em geral, os genes CYP1-like apresentaram niveis de
transcritos mais elevados nas branquias em comparagdao com outros
tecidos. Os niveis de transcritos de CYPI-like 1 e 2, analisados em
conjunto, correlacionaram-se positivamente com a atividade EROD
observada em branquias, sugerindo o possivel envolvimento desses dois
produtos génicos na atividade EROD nesse tecido. Os modelos de
homologia feitos a partir das sequéncias deduzidas de aminoacidos de
CYP1-like 1 e 2 foram gerados com base na estrutura de CYP1A1 humana
e foram semelhantes a estrutura geral de citocromo P450. A andlise de
ancoragem molecular demonstrou que as estruturas preditas de CYP1-
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like de ostras tém potencial para metabolizar a 7-etéxi-resorufina (7-ER),
embora a contribuicdo de outros genes CYPI-like n3ao pode ser
descartada. As proteinas codificadas pelos genes CYP1-like 1 e 2 sdo
candidatas plausiveis para a atividade de EROD observada em branquias
de C. gigas.

Palavras-chave: biotransformac¢do de fase I. CYP1, citocromo P450.
EROD. moluscos.
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3.1 INTRODUCAO

A superfamilia CYP é constituida por proteinas heme-tioladas
encontradas em diversos organismos, como bactérias, fungos, plantas e
animais, e que desempenham um papel importante na biossintese de
compostos enddgenos e na biotransformagcdo de xenobidticos
(MEUNIER; DE VISSER; SHAIK, 2004; NELSON et al., 2013). Essas enzimas
sdo monooxigenases que utilizam o oxigénio molecular como substrato,
catalisando reagdes como C-hidroxilagdo, oxigenacdo de heterodtomos
e liberagdo de heteroatomo (dealquilagdo) (DENISOV et al., 2005; ISIN;
GUENGERICH, 2007). Nesse processo, os CYPs microssomais recebem
equivalentes redutores de NADPH ou NADH por meio de um sistema de
transporte de elétrons composto pelas enzimas NADPH-citocromo P450
redutase ou NADH-citocromo b5 redutase (HANNEMANN et al., 2007).

A familia génica CYP1 de vertebrados é composta pelas
subfamilias CYP1A, CYP1B, CYP1C e CYP1D (GOLDSTONE et al., 2009). As
subfamilias CYP1A e 1B estdo presentes em todos os grupos de
vertebrados, enquanto o gene CYPIC estd ausente em mamiferos e o
CYP1D em aves (GOLDSTONE et al., 2006; JONSSON et al., 2011; UNO et
al., 2011). Além disso, existe variacdo na quantidade de genes dessas
subfamilias nas diferentes classes de vertebrados (GOLDSTONE et al.,
2007) e, ocasionalmente, entre espécies da mesma classe (IWAMOTO et
al., 2012; JONSSON et al., 2011), refletindo a complexidade da histéria
evolutiva da superfamilia do CYP.

A familia CYP1 provavelmente se originou nos deuterostomios
basais (GOLDSTONE et al., 2007) e ainda ndo foi descrita em nenhuma
espécie de animais protostdmios. Entretanto, varios estudos
demonstram genes CYP1-like em grupos protostomios (DEJONG;
WILSON, 2014, LUCHMANN et al., 2015, ZANETTE et al., 2010) com base
em semelhancas com genes CYP1 de vertebrados, embora nenhuma
relagdo de homologia tenha sido estabelecida. Em moluscos, genes
CYP1-like foram identificados em M. edulis, C. brasiliana, C. gigas e C.
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virginica (JENNY et al., 2016; LUCHMANN et al., 2015, ZANETTE et al.,
2013, ZHANG et al., 2012).

As enzimas CYP1 metabolizam compostos enddgenos como
estradiol (LEE et al., 2003) e eicosandides (CAPDEVILA; HARRIS; FALCK,
2002), assim como xenobidticos, incluindo HPAs (SHIMADA et al., 1996),
arilaminas e aminas heterociclicas (MCMANUS et al., 1990).

Os substratos de CYP1 também induzem a expressdo do gene
CYP1, pois essas substancias, em geral, atuam como agonistas do AHR,
conduzindo a ativagdo desse receptor e ao aumento na transcricdo de
genes-alvo, como o CYP1 (DENISON et al., 2011; HAHN, 2002). Uma taxa
de transcricdo mais elevada de CYP1 pode aumentar a sintese da enzima
CYP1, culminando com uma maior taxa de biotransforma¢do dos
xenobidticos metabolizados por essa enzima (DENISON et al., 2002;
HAHN, 2002). Esse padrdo de inducdo pelo substrato, que leva a um
aumento na atividade de enzimas CYP1, permite o uso da atividade
dessas enzimas como biomarcadores classicos da exposicdo a agonistas
de AHR em vertebrados (CHAHIN et al., 2013; SCHLEZINGER; STEGEMAN,
2001). Apesar da presenca de homdlogos de AHR em espécies de
protostdmios, os genes-alvo do AHR e moléculas agonistas ndo foram
identificados nesses organismos (BUTLER et al., 2001; HAHN, 2002;
ZANETTE et al., 2013).

Além dos compostos que induzem a expressao de CYP1, existem
substancias que atuam como inibidores da atividade CYP1 e
representam uma ferramenta importante para a caracterizagao in vitro
dessas enzimas (HALPERT et al., 1994). Dentre esses inibidores,
elipticina, furafilina e clotrimazol atuam como inibidores nao
competitivos de membros da familia CYP1, enquanto que a a-
naftoflavona compete com o substrato pelo sitio ativo das enzimas dessa
familia, agindo como inibidor competitivo (AIMOVA; STIBOROVA, 2005;
BURKINA; ZLABEK; ZAMARATSKAIA, 2013; KOLEY et al., 1997; SESARDIC
et al., 1990).

Varios métodos quantificam a atividade de CYP1 in vitro como a
hidroxilacdo de benzo[a]pireno, a O-deetilagdo de fenacetina, a 4-
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hidroxilagdo de 17-B Estradiol e a atividade de O-deetilagdo da 7-ER
(CHANG; WAXMAN, 2006; TOMINGAS et al., 1973). Dentre esses
métodos, a atividade EROD é um dos métodos mais comumente usados
em estudos envolvendo a atividade de CYP1A. Nesse ensaio, a atividade
enzimdtica é medida pela quantificagdo da resorufina formada como um
produto da reacdo de O-deetilagcdo de 7-etdxi-resorufina, cuja catalise é
realizada pelas enzimas CYP1 (BURKE; MAYER, 1974).

Em humanos, todas as enzimas CYP1 apresentam atividade EROD,
embora CYP1A1 tenha uma eficiéncia catalitica maior que CYP1B1 e
CYP1A2 (SHIMADA et al., 1997). Essas diferencas sdo atribuidas
principalmente a variacdes na composicdo de residuos de aminoacidos
no sitio ativo dessas enzimas e ndo a diferencgas gerais da estrutura do
CYP (LEWIS; MACKENZIE; MINERS, 2007). Varios grupos de
invertebrados como Cnidaria, Mollusca e Arthropoda também
apresentam atividade EROD (CHEAH et al., 1995, HARITOS et al., 1994;
HEFFERNAN; WINSTON, 1998; REWITZ et al., 2006), embora essas
atividades ndo tenham sido associadas a genes CYP1-like.

Em moluscos, a expressdo de proteinas CYP1-/ike é desconhecida,
uma vez que nesses organismos anticorpos anti-CYP1 de vertebrados
apresentam reacdo cruzada com proteinas do citoesqueleto (GR@SVIK
et al., 2006). No entanto, nesse grupo de organismos, foi demonstrada a
atividade de BPH e atividade EROD, sendo ambos ensaios de
quantificagdo da atividade enzimatica de CYP1 (SCHLENCK; BUHLER,
1989; SEABRA-PEREIRA et al., 2014). Curiosamente, ostras da espécie C.
brasiliana apresentam atividade EROD em branquias e glandula
digestiva, enquanto que a atividade dessa enzima ndo foi demonstrada
em C. gigas (SCHLENK; BUHLER, 1989; SIEBERT et al., 2017a).

Tendo em vista a caracterizacdo da atividade EROD em C
brasiliana e a evidéncia de vdrios genes CYP1-like no genoma de C. gigas,
o objetivo deste estudo foi continuar a investigar a atividade EROD em
ostras do género Crassostrea. A atividade EROD e os niveis de transcritos
de genes CYP1-like foram analisados em diferentes tecidos e andlises in
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silico de modelagem e de ancoragem molecular foram realizadas com as
sequéncias de aminodcidos deduzidas de genes CYPI1-like.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Quimicos

Os reagentes 7-ER, resorufina, NADH, NADPH, metanol, DMSO,
PMSF, Clotrimazol (CTZ), DTT, Triton X-100 e ANF foram adquiridos de
Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). ELP e FRF foram adquiridos de Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, EUA). Todos reagentes utilizados foram de
qualidade analitica.

3.2.2 Preparo das fragoes citosolicos e microssomais

Individuos da espécie C. gigas (média de 100 mm, 2 anos de
idade) foram obtidos, durante a primavera, em um cultivo de ostra de
Floriandpolis, Brasil. Branquias, glandula digestiva e manto foram
homogeneizados na proporc¢ao 1 g de tecido para 5 mL de tampao TRIS-
HCI 0,1 M, pH 7,4 (contendo sacarose 0,5 M, KCl 0,15 M, DTT 1 mM e
PMSF 0,1 mM). Apdés a homogeneizagdo, as amostras foram
centrifugadas a 9.000 g por 30 min a 4 °C e o sobrenadante resultante
dessa centrifugacdo foi submetido a duas etapas de ultracentrifugacéo.
A primeira dessas etapas consistiu na ultracentrifuga¢do das amostras a
100.000 g por 70 min a 4 °C. Em seguida, a fragdo sobrenadante
(citosdlica) foi removida e as fragGes microssomais foram lavadas com
500 pL de tampdo de homogeneizacdo (sem DTT e PMSF), seguida de
ultracentrifugacdo a 100.000 g por 30 min a 4 °C. A fragdo microssomal
resultante foi ressuspendida em tampao TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,4,
contendo KCI 0,15 M e glicerol 20%. Os microssomas foram
imediatamente usados nas analises (HODSON et al., 1991).
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3.2.3 Atividade 7-etoxi-resorufina O-deetilase (EROD)

Ensaio Padrdo: A atividade EROD foi quantificada nas fragdes
microssomais utilizando placas pretas de 96 pocos (Greiner Bio-One
Fluotrac™, flat bottom 96-well black plates) por meio do ensaio
adaptado de Burke e Mayer (1974). O ensaio foi realizado com a fragédo
microssomal de branquias, glandula digestiva ou manto (300 pg de
proteina), tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4), NADPH 4 mM e 7-ER 10 uM,
de acordo com Siebert et al. (2017a) e como descrito no capitulo II. A
formacgao de resorufina foi quantificada utilizando o espectrofluorimetro
Spectramax M5 com excitacdo a 530 nm, emissdao a 585 nm,
comprimento de onda de corte (cutoff) de 550 nm e PMT alto, por 30
min com intervalos de leitura de 1 min.

A atividade EROD foi normalizada pela concentracdo de proteinas
determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando o
kit BioRad ™ protein assay da empresa BioRad, de acordo com as
instrugdes do fabricante, a soro albumina bovina foi utilizada como
padrao.

Uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de resorufina
foi realizada nas mesmas condi¢des do ensaio cinético para transformar
as unidades de fluorescéncia relativas (RFU) em fmol de resorufina. O
estoque de resorufina foi diluido em metanol. A inclinagdo da reta foi
obtiva por regressdo linear. O coeficiente de calibracdo e o célculo da
atividade EROD foi realizado como descrito no capitulo anterior e de
acordo com Siebert et al. (2017a). A atividade foi apresentada como
fmol.min? mg.proteina ! ou relativizada pela atividade do grupo
controle respectivo.

Pardmetros cinéticos: a concentracdo final de 7-ER nos
experimentos para determinag¢do de Kmapp € Vmax foram: 0,31; 0,62; 1,25;
2,5; 5,0; 10; 15 e 20 pM. Os parametros de Michaelis-Menten (Kmapp €
Vmax) foram calculados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 para
Windows. O ajuste dos dados nos modelos cinéticos isoenzimatico, de
autoativacdo (equacdo de Hill) e inibicdo de substrato, além do modelo
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de Michaelis-Menten foi analisado, utilizando o programa SigmaPlot
Enzyme Kinetics 1.4 (Figura 16). O modelo cinético com melhor ajuste
dos dados (maior valor de r?) foi selecionado como aquele que melhor
descreveu os dados.

Figura 16. EquagGes dos modelos cinéticos de Michaelis-Menten, isoenzimatico,
autoativagdo por substrato e inibigdo por substratos.
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Ensaio com coenzimas e inibidores de CYP1: Foram testadas as
coenzimas NADPH (4 mM), NADH (4 mM) ou NADH + NADPH (4 mM
cada) nas condicGes de ensaio descritas acima. A atividade EROD foi
quantificada na presenca dos inibidores de CYP1 de vertebrados:
elipticina (ELP), furafilina (FRF), clotrimazol (CTZ) e a-naftoflavona (ANF)
e do surfactante ndo idnico Triton X-100. A concentrag¢do dos inibidores
foi escolhida baseada em um estudo preliminar. ELP, ANF e FRF foram
testados a uma concentragdo final de 0,1 mM e o Triton X- 100 de
0,5 mM. CTZ foi analisado nas concentragdes finais de 0,1, 0,2 e 0,3 mM.
ELP, ANF e FRF foram diluidos em DMSO, enquanto CTZ foi diluido em
metanol. Para cada caso, rea¢des controle foram realizadas nas mesmas
concentracdes de DMSO ou metanol. A concentragdo final de DMSO e
metanol nas reagdes foi abaixo de 0,25% e 2%, respectivamente. O
Triton X-100 foi diluido em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Os ensaios com
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ELP, CTZ, ANF e Triton X-100 foram realizados incubando-se 7-ER com a
amostra e o inibidor ou o surfactante por 10 min a 30 °C, seguido da
adicdo de NADPH. O ensaio com furafilina foi realizado incubando o
inibidor com as amostras e NADPH por 10 min a 30 °C, seguida da adicao
de 7-ER. Os valores de atividade foram comparados as atividades dos
ensaios respectivos sem a presenca de inibidor pelo teste de ANOVA de
uma via, seguida do teste complementar de Dunnett. As diferencas
foram consideradas significativas quando p<0,05.

3.2.4 Andlise dos niveis de transcritos de CYP1-like

Selegcdo de genes e desenho dos iniciadores: uma busca pelo
dominio funcional de P450 (cédigo do dominio: PF00067.19, e-value <
1.10°3) foi realizada nas sequéncias polipeptidicas de C. gigas, disponivel
no GenBank (www.ncbi.nih.gov) utilizando o servidor Pfam, versdo 29.0
(http://pfam.xfam.org/). Como CYPs de eucariotos possuem em média
500 residuos de amino acidos (aa), proteinas menores que 300 aa foram
excluidas das analises.

A busca por sequéncias de proteinas CYP1-like foi realizada apds
o alinhamento global das sequéncias CYP de C. gigas as sequéncias
CYP1A1 (pdb|4I8V|A), CYP1A2 (pdb|2HI4|A) e CYP1B1 (pdb|3PMO|A)
de humanos, utilizando o programa Muscle (EDGAR, 2004). Foram
selecionadas as sequéncias com identidade acima de 25% com os
membros de CYP1 humanos. Apenas sequéncias anotadas como
Cytochrome P450 1 foram empregadas para a andlise. Foram
desenhados iniciadores de oligonucleotideos para as sequéncias CYP1-
like 1, 2, 3, 4 e de genes candidatos a gene referéncia por meio do
programa PrimerQuest® (Integrated DNA Technologies - IDT,
http://www.idtdna.com). O nome hipotético das sequéncias, o nimero
de acesso de GenBank e os iniciadores respectivos estdao na Tabela 1.

Extragdo de RNA total e sintese de cDNA: os niveis de transcritos
de quatro genes CYPI1-like foram analisados em branquias, glandula
digestiva e manto de 11 ostras. Os tecidos analisados (100 mg) foram
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removidos dos animais e imediatamente congelados em nitrogénio
liguido. O RNA foi extraido utilizando o reagente QIAzol Lysis® (Qiagen,
Germantown, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A concentragdo
de RNA total de cada amostra foi determinada por espectrofotometria a
260 nm. Um pg de RNA de cada amostra foi utilizado para a sintese de
cDNA por meio de transcricdo reversa com o kit QuantiTect® Reverse
Transcription (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. As
amostras foram diluidas e armazenadas a -20 °C.

Tabela 1. Gene (nome hipotético), nimero de acesso do GenBank para
sequéncia de DNA codificante (CDS), numero de acesso do GenBank para a
sequéncia de proteina e sequéncia dos iniciadores utilizados para analise dos
niveis de transcritos. F, iniciador forward e R, iniciador reverse

Gene Acesso CDS Acesso Proteina Iniciadores

XM_011442190.1 XP_011440492.1 F- GCCCACGGTTGTAATATGCGGTAAAG

gﬁ;:;’.’f ; XM_011458840.1 XP_011457142.1
€< XM _011458841.1 XP_011457143.1 R-GGCTCTTCATGTCGTTCAGACTCTTGAT
F- TCCATTGCTGGTCATCATGTGGAGAA
CYP1-like 3 JH815887.1 EKC22039.1

R- AGGATCACTTGCAGGCTTCCATCTT

F- TGTGGTTTCTCCTCAGTTCCCGCTCTAT
CYP1-like4 XM_011453784.1  XP_011452086.1
R- ATCCCTGCCAACAACTTGGTCCATCTC

F- CCCTTCACAGCGACTTCTTTCTTA

28§ EKC22548.1 -
R- AAACCCGAGTGGCTACAGAG

Andlise por PCR quantitativo em tempo real (qPCR): os niveis de
transcritos foram analisados por gPCR utilizando o termociclador Rotor-
Gene TM 600°® (Qiagen). A eficiéncia das reacbes de gPCR foram
determinadas para cada par de iniciador por meio de uma curva padrao
de cDNA preparada a partir de um pool de amostras. Iniciadores cujas
curvas de cDNA apresentaram r> maior que 0,97 e eficiéncias entre 95 e
105% foram considerados adequados para as analises. A especificidade
dos iniciadores foi conferida pela presen¢a de uma Unica temperatura
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de melting ao final das reagdes de gPCR. O tamanho do produto de PCR
foi verificado em gel de agarose 3%, TBE 1X. As reacGes de qPCR foram
realizadas a partir de 100 ng de cDNA com o kit QuantiNova® SYBR Green
PCR kit (Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante, e analisadas
no programa Rotor Gene 6000 Series. Genes candidatos a gene
referéncia foram testados e analisados utilizando o método 2%
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) e o gene 28S foi selecionado para a
normalizagdo dos niveis de transcritos. Todos os dados estdo
relativizados pelos niveis de transcritos da branquia. As informacdes dos
genes candidatos a gene referéncia e seus respectivos resultados de
nivel de transcritos para cada tecido estdo apresentados nas
Informagdes Suplementares deste capitulo.

Os testes de D’Agostino & Pearson e Bartlett, respectivamente,
foram utilizados para testar a normalidade e homocedasticidade dos
dados. A andlise de ANOVA de uma via seguida do teste complementar
de Tukey foi aplicada para comparar as diferencas de niveis de
transcritos entre os tecidos. As diferengas foram consideradas
significativas para p<0,05.

Correlagdio entre atividade EROD e os niveis de transcritos:
Paralelamente a analise dos niveis de transcritos, a atividade EROD
individual foi obtida dos mesmos animais analisados por gPCR. As
condi¢des dos ensaios foram as mesmas descritas na se¢ao 3.2.3. A
analise de correlagdo entre a atividade EROD e os niveis de transcritos
dos genes CYP1-like foi realizada pelo teste de correlagdo de Pearson,
depois da confirmagdo que os dados apresentavam normalidade. A
correlagdo foi considerada significativa para p<0,05. As analises foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

3.2.5 Modelagem de CYP1-like por homologia e ancoragem
molecular de 7-ER

As sequéncias de aminodacidos de CYP1-like de C. gigas foram
obtidas no GenBank (Tabela 1 para o numero de acesso) e
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separadamente alinhadas com sequéncias de CYP1 de vertebrados
(Tabela 3, em InformagGes Suplementares) pelo programa Clustal
Omega (SIEVERS et al.,, 2011). Os alinhamentos resultantes foram
submetidos ao programa de modelagem por homologia SwissModel
(ARNOLD et al., 2006) e os modelos foram construidos com base na
estrutura de CYP1A1 humano resolvida por cristalografia (PDB:4I8V).

O desvio médio das raizes quadradas (RMSD - Root mean square
deviation) entre cada modelo predito e 0 modelo humano foi estimado
depois do alinhamento das duas estruturas por meio do método
MUSTANG, disponivel no programa YASARA (Yet Another Scientific
Artificial Reality Application) versdo 11.3.22 (KRIEGER; KORAIMANN;
VRIEND, 2002). As estruturas preditas com identidade da sequéncia de
aminodcidos <30% ou RMSD >0,40 nao foram consideradas adequadas
para a analise. Com base nesse critério, os modelos por homologia e a
ancoragem molecular do substrato 7-ER foram realizados em CYP1-/ike
le2.

Para o posicionamento do grupo heme dentro do sitio ativo das
estruturas preditas de CYP1-like 1 e 2 de ostra, essas estruturas foram
sobrepostas a estrutura CYP1A1 humano e o grupo heme das estruturas
de CYP1-like foi definido como ocupando a mesma posicdo que em
CYP1A1. A ligacdo entre a cadeia polipeptidica e o grupo heme foi
realizada ligando-se covalentemente o dtomo de ferro do heme e o
enxofre do residuo de cisteina C452 em ambos os modelos. Essas
edi¢Oes foram realizadas no programa Quimera UCSF (PETTERSEN et al.,
2004).

Em seguida, as estruturas foram minimizadas usando o mesmo
programa, com as configuracdes padrdes fornecidas, exceto para o
residuo de cisteina C452, que coordena o grupo heme, que foi
considerado em estado ndo protonado. As cargas parciais foram
atribuidas com base no modelo de carga Amber ff14SB Force Field e
Gasteiger, o estado de oxidacdo do ferro do grupo heme foi considerado
como +3, que é o estado de oxidagdo do ferro quando o substrato entra
no sitio ativo (Figura 4, passo B).
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As simula¢gdes de ancoragem molecular foram realizadas
utilizando a 7-ER como ligante. A estrutura de 7-ER foi obtida na base de
dados de ZINC versdo 12 (IRWIN; SHOICHET, 2005), cddigo de acesso
ZINC03872522. A anadlise de ancoragem foi submetida ao programa
Swiss Docking (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011), atribuindo 3 A de
flexibilidade para as cadeias laterais dos residuos de aminodacidos e
ancoragem do tipo acurada. A regido de ancoragem foi definida como
um cubo de 1000 A cubicos ao redor do centro geométrico do ligante de
CYP1A1 humano. Foram analisadas ligacGes com energia de ligacdo (AG)
inferior a -6,00 kcal/mol.

A distancia entre o atomo de ferro do heme e o carbono
localizado na posi¢do de oxidagdo do substrato 7-ER foi medida usando
o programa UCSF Chimera (PETTERSEN et al.,, 2004). O carbono
localizado na posicdo de oxidacdo foi considerado o atomo de carbono
do grupo etil ligado ao oxigénio com fun¢do éter na molécula de 7-ER.
As orientacGes de ligagdo foram consideradas produtivas quando o
grupo etil do ligante 7-ER se orientou em dire¢do ao ferro do grupo heme
e a orientag¢do ndo produtiva foi considerada quando o grupo etil da 7-
ER estava orientado na dire¢do oposta (Figura 17).

As interagGes residuos-ligante dentro do sitio de ligagdo foram
estimadas utilizando LigPlot + v.1.4 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

Figura 17. Tipos de orientagGes do ligante 7-ER em relagdo ao ferro do grupo
heme. A seta indica o carbono localizado na posi¢do de oxidagdo na molécula de
7-ER.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinética da atividade EROD e andlise dos niveis de transcritos de genes
CYP1-like

A atividade da EROD foi avaliada, inicialmente, na fragado
microssomal de branquias, glandula digestiva e manto de C. gigas,
entretanto, ndo foi detectada atividade na glandula digestiva e no
manto. Assim, a caracterizac¢do cinética da atividade EROD foi realizada
apenas nas branquias, por meio da equacdo de Michaelis-Menten. O
Kmapp € Vmax da atividade EROD nas branquias foi de 1,15 uM e 229,2
fmol.min"? mg.proteina %, respectivamente (Figura 18).

O Kmapp de C. gigas foi menor do que de C. brasiliana (5,56 uM)
(SIEBERT et al., 2017a) e peixes (bagre do canal 1,8 uM e tiladpia 2,1 uM)
(GONZALEZ et al., 2009), mas superior a outros organismos como o
salmdo do Atlantico (0,2 uM), pinguim (Km1 51 nM) e humanos (788nM)
(GONZALEZ et al., 2009; WANWIMOLRUK; WANWIMOLRUK, 2006). A
Vmax Observada em C. gigas foi menor do que C. brasiliana, peixes e
outras espécies de vertebrados (GONZALEZ et al, 2009;
WANWIMOLRUK; WANWIMOLRUK, 2006; ZAMARATSKAIA; ZLABEK,
2009). Dessa forma, a alta bioacumulag¢do observada em moluscos é
esperada devido a baixa atividade EROD, representada pelo baixo valor
Vmax, € @ baixa concentracdo de metabdlitos de HPAs, normalmente
observada nesses organismos (BUSTAMANTE et al., 2012; LEON et al.,
2013).

Nas branquias de C. gigas também foi detectada a atividade de
BPH, mas ndo se observou a atividade EROD (SCHLENK; BUHLER, 1989).
As diferengas nos resultados encontrados nos estudos de Schlenk e
Buhler (1989) e no presente estudo podem estar relacionadas a
variagOes intraespecificas, que podem incluir desde varia¢Ges genéticas
e génicas até no nivel de expressao das proteinas responsdveis por essa
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atividade nas duas populagbes estudadas efou as abordagens
metodoldgicas.

Figura 18. Atividade EROD em diferentes concentragdes de 7-etdxi-resorufina
(7-ER) na fragdo microssomal de branquias de C. gigas. Os ensaios foram
realizados com NADPH 4mM, pH 7,4, 30 °C. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=3 réplicas técnicas, pool de 11 animais). Kmapp: Km
aparente. Vmax: Velocidade maxima.
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O modelo cinético isoenzimatico demonstrou um melhor ajuste
dos dados (r?= 0,97) do que o modelo classico de Michaelis-Menten (r?
= 0,95), sugerindo que diferentes populacées de enzimas catalisam a
deetilagdo do substrato 7-ER em branquias. De fato, diferentes genes
foram anotados como CYP1-like no genoma de C. gigas (ZHANG et al.,
2012) e é possivel que as proteinas codificadas por mais de um desses
genes sejam responsaveis pela atividade EROD observada.

Os efeitos de NADH e NADPH na atividade EROD foram avaliados,
uma vez que ambas as coenzimas podem atuar como doadores de
elétrons durante o ciclo catalitico do CYP (Figura 19A). A atividade EROD
quantificada na presenca de NADH foi 51% da atividade quantificada
com NADPH. Tanto o NADH como o NADPH podem doar elétrons para
ativar o oxigénio molecular durante o ciclo catalitico do CYP
(HANNEMANN et al.,, 2007; IYANAGI, 2005). Nesse processo, dois
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elétrons podem ser transferidos do NADPH para CYP pela NADPH-
citocromo P450 redutase ou dois elétrons podem ser transferidos a
partir do NADH pela NADH-citocromo b5 redutase, um processo que
envolve o citocromo b5. O citocromo b5 pode, alternativamente,
transferir o segundo elétron da enzima NADPH-citocromo P450 redutase
(HANNEMANN et al., 2007). Devido ao maior efeito do NADPH na
atividade de EROD, a enzima NADPH-citocromo P450 redutase
possivelmente tem um papel mais importante do que a NADH-citocromo
b5 redutase na transferéncia de elétron para a atividade EROD em C.
gigas.

Ap0s verificar o efeito das coenzimas NADPH e NADH, o efeito dos
inibidores de CYP1 ELP, FRF, CTZ, ANF e o surfactante ndo-idnico Triton
X-100 na atividade EROD de C. gigas foi testado (Figura 19B).

Figura 19. Atividade EROD com diferentes coenzimas (A) e inibidores (B) na
fragdo microssomal de branquias de C. gigas. Os ensaios foram realizados com
10 uM de 7-ER, pH 7,4, 30 °C. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=3 réplicas técnicas, pool de 11 animais).
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A ELP é um inibidor de membros da subfamilia CYP1A em
humanos (HALPERT et al., 1994; TASSANEEYAKUL et al., 1993) e atua
como inibidor da atividade EROD em espécies de peixes e na ostra C.
brasiliana (LEMAIARE; LIVINGSTONE, 1995; ROTCHELL; STEVENTON;
BIRD, 2000; SIEBERT et al., 2017a). Curiosamente, a ELP inibiu a atividade
EROD em C. brasiliana, mas ndo em C. gigas, indicando diferentes
respostas de inibicdo entre as duas espécies de ostras.

A FRF, um inibidor ndo competitivo de CYP1A2 (SESARDIC et al.,
1990), e ANF, um inibidor competitivo de CYP1A1 e CYP1A2 humanos
(CHANG; GONZALEZ; WAXMAN, 1994, KOLEY et al., 1997), ndo inibiram
a atividade EROD em C. gigas. O ANF atua como um inibidor competitivo
em outras espécies e o efeito do ANF em diferentes concentragbes de 7-
ER foi testado, mas ndo foi observado um efeito inibitério dessa
molécula na atividade EROD de ostra (dados ndo apresentados). A
auséncia de inibicdo por inibidores cldssicos de atividade CYP1 de
mamiferos pode ser atribuida a diferencas estruturais nas enzimas CYP
entre moluscos e vertebrados.

O CTZ inibiu a atividade EROD da ostra C. gigas em todas as
concentragoes testadas e na concentracdo mais alta testada, 0,3 mM,
nao foi detectada atividade EROD. A atividade EROD também foi inibida
por CTZ em peixes (BURKINA; ZLABEK; ZAMARATSKAIA 2013; MIRANDA
et al.,, 1998). O mecanismo inibitdrio pode ser ndo competitivo
(BURKINA; ZLABEK; ZAMARATSKAIA, 2013) ou ndo competitivo misto
(LEVINE; ORIS, 1999). O CTZ pode se ligar direta e reversivelmente ao
grupo heme no sitio ativo de CYP, diminuindo a deetilagdo de 7-ER
(LEVINE; CZONSYKA; ORIS, 1997). Esses resultados sugerem que a
presenga desse fungicida derivado do imidazol no ambiente aquatico
pode inibir a atividade CYP1-like em ostras in vivo e comprometer o
sistema de biotransformacgao.

O Triton X-100 causou 16% de inibicdo na atividade EROD de C.
gigas. Esse surfactante pode inibir a atividade EROD interagindo
diretamente com a enzima CYP, como monomero, ou alterando a
estrutura da membrana, como micelas (DA SILVA; MEIRELLES, 2004). A
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concentragdo micelar critica (CMC) de Triton X-100 é de cerca de 0,25
mM (TILLER et al., 1984), portanto na concentracgdo testada (0,5 mM), as
interagbes do surfactante ocorreram por meio da formacgao de micelas,
possivelmente perturbando a estrutura da membrana lipidica dos
microssomas contendo CYP e redutases associadas e comprometendo a
transferéncia de elétrons entre essas enzimas.

A busca por genes CYP1-like no banco de sequéncias de C. gigas
resultou na sele¢do de quatro sequéncias semelhantes a CYP1. Devido a
elevada identidade (96%) entre as sequéncias de nucleotideos de CYP1-
like 1 e CYP1-like 2, esses genes foram analisados em conjunto. Os niveis
de transcritos de genes CYP1-like foram determinados em branquias,
glandula digestiva e manto (Figura 20) e, em geral, os genes CYP1-like
apresentaram um nivel de transcritos mais elevados nas branquias. A
analise de CYP1-like 1 + 2 apresentou nivel de transcritos mais elevado
nas branquias em relagdo a glandula digestiva, mas ndo ao manto. CYP1-
like 3 e 4 demonstraram niveis de transcritos mais elevados nas
branquias em relagcdo a glandula digestiva e manto.

Figura 20. Niveis de transcritos de CYP1-like 1 + 2, 3 e 4 em branquias, glandula
digestiva e manto de C. gigas, normalizados pelo nivel de transcritos de 28S. Os
niveis de transcritos foram analisados por qPCR e estdo expressos relativos ao
nivel de transcritos das branquias. Os dados estdo expressos como média +
desvio padrdo (n=11). A analise estatistica realizada foi ANOVA de uma via,
seguida do teste complementar de Tukey. Letras diferentes representam
diferenca significativa entre os tecidos, p< 0,05.
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Niveis de transcritos de CYP1-like mais elevados nas branquias
corrobora com o padrdo de atividade EROD dessa espécie, detectada
apenas nas branquias, e sugere que esse 6rgao pode ter um papel
importante na biotransformacdo e detoxificacdo em C. gigas.
Curiosamente, nessa espécie de ostra, as branquias apresentam taxas
altas de absor¢do, acumulagdo e depuragao de HPAs em comparagao
com outros érgaos, como glandula digestiva e manto (BUSTAMANTE et
al., 2012).

Além disso, o bivalve M. edulis demonstrou niveis de transcritos
de genes CYP1-like mais elevados na glandula digestiva em comparagao
com as branquias (ZANETTE et al., 2013), sugerindo que diferentes
espécies de moluscos podem ter diferentes mecanismos reguladores da
transcrigao génica de CYP1-like em diferentes tecidos.

A analise de correlagdo entre a atividade EROD e os niveis de
transcritos de CYPI1-like de cada individuo revelou uma correlagdo
positiva entre a atividade EROD com os niveis de transcritos de CYP1-like
1+2(r?=0,75; p = 0,0005) (Figura 21). N3o foi observada correlacdo da
atividade EROD com os niveis de transcritos de outros genes CYP1-like.
A correlagdo entre CYP1-like 1 + 2 com a EROD esta de acordo com o
modelo cinético isoenzimatico que sugere a atuagdo de duas populagdes
de enzimas na atividade EROD de C. gigas.

Entre os quatro genes CYPI1-like analisados, os genes CYP1-like 1
e 2 apresentam maior identidade da sequéncia deduzida de aminoacidos
com CYP1A1 de humanos (respectivamente 35,21% e 34,56%). Esses
resultados sugerem que as proteinas codificadas pelos genes CYP1-like
1 e 2 sdo candidatas plausiveis para a catalise da atividade EROD em
branquias de C. gigas.

Andlises estruturais
Os modelos de homologia de CYP1-/ike e a ancoragem molecular

de 7-ER foram realizados com base na sequéncia de aminodcidos
deduzida de CYP1-like 1 e 2.
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As estruturas preditas de CYP1-like 1 e 2 compartilham 94% de
identidade em suas sequéncias de aminoacidos e as estruturas previstas
foram muito semelhantes (Figura 22A e B). As estruturas preditas de
CYP1-like 1 e 2 exibiram ambas 12 a-hélices e 2 folhas B, contrastando
ligeiramente com o enovelamento geralmente apresentado por enzimas
CYP, composto de 12 a-hélices e 4 folhas B (POULOS; JOHNSON, 2005).

Figura 21. Correlagdo entre a atividade EROD e os niveis de transcritos de CYP1-
like 1 e CYP1-like 2 em branquias de C. gigas (n=11; r?>=-0,75, p=0,0005). Para
auxiliar na visualizagdo, uma linha de regressdo linear (linha em negrito) e os
intervalos de confianga de 95% (linhas pontilhadas) estdo representadas.
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As a-hélices adicionais encontradas nos membros CYP1 humanos
estdo presentes em ambas as estruturas CYP1-like 1 e 2 de ostra. A
ruptura da hélice F, observada na familia CYP1 humana, também esta
presente em ambas as estruturas de ostra. A distor¢ao causada por essa
interrupcdo contribui para a distribuicio espacial de residuos na
cavidade do sitio ativo (SANSEN et al., 2007, WANG et al., 2011).
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Figura 22. Estrutura geral preditas de CYP1-like 1 e 2 de ostras C. gigas A.
Estrutura predita de CYP1-like 1 (azul) alinhada por atomos de carbonos a a
estrutura de CYP1A1 humana (4i8v - cinza). B. Estrutura predita de CYP1-like 2
(verde) alinhada por atomos de carbonos a a estrutura de CYP1A1 humana (4i8v
- cinza). Estruturas secundarias destacadas no texto estdo demonstradas em
ambos os modelos. O grupo heme esta representado como bastdes em cinza
claro, a esfera central amarela representa o atomo de ferro.
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As principais diferengas nas estruturas secundarias foram
observadas nas folhas B, uma vez que as estruturas das ostras ndo
possuem as folhas 3 e B4. A auséncia da estrutura 3 na ostra foi a
maior diferenca secundaria observada entre as estruturas CYP1-like de
ostra e CYP1 humana, ja a folha B4 também estd ausente em CYP1Al e
CYP1A2 de humanos, enquanto que é observada em CYP1B1 (SANSEN et
al., 2007; WALSH; SZKLARZ; SCOTT, 2013).

Entre os 22 residuos que compdem a cavidade do sitio ativo do
CYP1A1 humano, 15 sdo idénticos e estdo localizados na mesma posicdo
em CYP1-like 1 (68%) e 13 em CYP1-like 2 (59%) (Tabela 2). CYP1-like 1 e
2 de ostras diferem apenas em cinco residuos que compdem o sitio
ativo. Notavelmente, CYP1l-like 1 e 2 diferem no residuo 378. Esse
residuo ocupa a mesma posi¢do do residuo 382 em membros de CYP1A
humanos e esta relacionado com o metabolismo de alcoxi-resorufinas.
A presenca de leucina nessa posicdo em CYP1A2 humano (L382)
aumenta o metabolismo de metdxi-resorufina, enquanto a presenca do
residuo de valina em CYP1A1 (V382) esta relacionada ao aumento do
metabolismo de 7-ER (LIU et al., 2004, TU et al., 2008). Nos modelos
preditos de ostra, CYP1-/ike 1 tem leucina na posicao 378 e CYP1-like 2
tem valina, sugerindo que CYP1-like 1 pode ter um perfil catalitico mais
semelhante ao CYP1A2 e CYP1l-like 2 a CYP1Al em relagdo as
preferéncias por alcoxi-resorufinas.

CYP1-like 3 e 4 possuem, respectivamente, 26% e 25% de
identidade com CYP1A1l humano e a identidade dos residuos de
aminoacidos que compdem a cavidade do sitio ativo é de apenas 18% (4
residuos de 22) em CYP1-like 3 e 23% (5 de 22 residuos) em CYP1-/ike 4.
Portanto, CYP1-like 3 e 4 ndo foram considerados adequados para
estudos de modelagem por homologia.
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Tabela 2. Residuos que compGem a cavidade do sitio ativo na estrutura de
CYP1A1 de Homo sapiens (WALSH et al. 2013) e nas estruturas preditas de CYP1-
like 1 e CYP1-like 2 de C. gigas. Cinza indica residuos de mesma posigdo nas
estruturas e com cadeia lateral com as mesmas caracteristicas quimicas em
CYP1A1 e CYP1-like 1 ou CYP1-like 2.

CYP1A1 CYP1 - like 1 CYP1-like 2
H. sapiens C. gigas C. gigas
1115 L118 L118
S116 N119 N119
S$120 S123 G123
S$122 S$125 S$125
F123 F126 F126
N222 A217 A217
F224 F219 F219
G225 Q220 Q220
L254 L249 L249
N255 A250 V250
F258 F253 F253
L312 Q308 Q308
D313 D309 D309
G316 G312 G312
A317 A313 A313
F319 F315 F315
D320 D316 E316
T321 T317 T317
V382 L378 V378
1386 1382 1382
L496 L491 L491

T497 T492 5492
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Andlise in silico da ancoragem molecular de 7-ER em CYP1-like 1 e
CYP1-like 2: Caracteristicas em comum

As andlises de ancoragem da molécula 7-ER demonstraram que
esse ligante apresenta um encaixe plano contra a hélice | em todas as
poses observadas, provavelmente devido a planaridade no sitio ativo,
caracteristica também observada em todos os membros humanos de
CYP1 (Figura 23) (SANSEN et al., 2007; WALSH; SZKLARZ; SCOTT, 2013;
WANG et al., 2011).

Ancoragem molecular de 7-ER em CYP1-like 1:

Cinco poses foram analisadas para a ancoragem molecular de 7-
ER no modelo de CYP1-/ike 1, trés dessas posem apresentaram o grupo
etil da 7-ER orientado em dire¢do ao ferro do grupo heme, orientagéo
classificada como uma orientagdo produtiva, enquanto duas poses
demonstraram o grupo etil da 7-ER na direcao oposta, orientacdo nao
produtiva. Na pose de menor energia (AG = -7,8 kcal/mol), que
apresentou orientagdo produtiva, o dtomo de carbono da 7-ER
localizado na posicdo de oxidacdo esta a 4,3 A do ferro do heme (Figura
23A). Nesse estado, a 7-ER interage com dez residuos no sitio de ligagdo
de CYP1-like 1: S125, F126, F219, F253, Q308, D309, G312, A313, L378,
L491 (Figura 23A e Figura 25).

A superficie do ligante pode interagir com a ligacdo peptidica
planar entre os residuos G312 e A313, localizada na hélice |, uma vez que
foi observada uma interagdo semelhante do ligante ANF e andlogos no
sitio de ligacdo de CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1 humanos (SANSEN et al.,
2007; WALSH; SZKLARZ; SCOTT, 2013; WANG et al., 2011). Além disso,
no modelo CYP1-like 1 de ostra, as cadeias laterais hidrofébicas dos
residuos F126, L491, L378 e F253 podem interagir por meio de forca de
Van der Walls com a 7-ER no sitio de ligagdo enquanto que a cadeia
lateral do residuo F219, localizado adjacente a quebra na hélice F, pode
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interagir com a 7-ER por meio de empilhamento m-nmt (WALSH et al.,
2013).

O sitio de ligagdo de CYP1-like 1 da ostra mostra a posicdao 308
ocupada por uma glutamina (Q308). Em CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1
humanos essa posicdo corresponde aos residuos de leucina (L312),
asparagina (N312) e treonina (T325), respectivamente (SANSEN et al.,
2007; WALSH; SZKLARZ; SCOTT, 2013; WANG et al., 2011). Estudos
mostraram que o mutante de CYP1A1 L312N mantém 42% da atividade
EROD em relacdo ao tipo selvagem, indicando que a presenca de um
grupo amida na cadeia lateral de um residuo nesta posi¢dao, como o da
glutamina, pode interferir na atividade EROD (LIU et al., 2004). Assim, o
grupo amida em Q308 pode afetar negativamente as propriedades
cataliticas CYP1-like 1. A posicdo de S125 de CYP1-like 1 de ostra é
homodlogaaS122 em CYP1A1 e T124 em CYP1A2 de humanos. O mutante
CYP1A1l S122T humano demonstrou um aumento significativo da
atividade de EROD, enquanto que o mutante CYP1A2 T124S mostrou
uma atividade reduzida de O-deetilagdo (LIU et al., 2004). Assim, a
presenca de um residuo de serina nessa posicdo em CYP1-like 1 sugere
uma atividade reduzida de O-deetilagdo em comparagdo com a presenca
de treonina.

Ancoragem molecular de 7-ER em CYP1-like 2:

Seis poses de ancoragem molecular da 7-ER no sitio de ligacdo de
CYP1l-like 2 foram analisadas. Duas dessas poses apresentaram
orientagao produtiva e quatro apresentaram orienta¢do nao produtiva.
Na pose de menor energia (AG =-8,17 kcal/mol), o &tomo de carbono da
7-ER localizado na posi¢do de oxidacdo estd a 4,9 A de distancia do ferro
do grupo heme, em orientagdo produtiva (Figura 23B). Nesta posigdo, os
residuos que interagem com a 7-ER sdo semelhantes aos de CYP1-like 1.
Como em CYP1-like 1, os residuos F126, F219, F253, Q308, D309, G312,
A313 e L491 interagem com 7-ER (Figura 23B e Figura 25). Além desses
residuos, prevé-se que em CYP1-/ike 2 os residuos N119 e E316 também
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interajam com 7-ER. Em CYP1-like 2, a cadeia lateral do residuo de
asparagina (N119) possivelmente interage por meio de ligacdo de
hidrogénio com o oxigénio de fungdo cetona localizado na posi¢ao 3 do
anel fenoxazina da 7-ER, enquanto o glutamato (E316) pode
desempenhar um papel essencial na atividade catalitica, uma vez que se
assume que o residuo de aspartato encontrado na mesma posicdo em
outro CYP esteja envolvido na cisdo de ligacdo O-O (GERBER; SLIGAR,
1994).

Ancoragem molecular de 7-ER em CYP1A 1 humano comparado aos
CYP1-like 1 e 2 de ostras.

O modelo por homologia e a ancoragem molecular de 7-ER
também foram realizados com CYP1A1 humano, que demonstrou seis
de um total de nove poses analisadas com uma orientagao produtiva da
7-ER em relagdo ao grupo heme. Curiosamente, Walsh, Szklarz e Scott
(2013) observaram uma mesma proporc¢ao de orientagdo produtiva/ndo
produtiva na ancoragem molecular de 7-ER. No CYP1A1l humano, o
atomo de carbono 7-ER localizado na posicdo de oxidacdo estd a 4,8 A
de distancia do ferro do heme na pose de menor energia analisada (AG
= -8,07 kcal/mol). Distancias e AG semelhantes foram observadas na
analise de ancoragem de 7-ER nas estruturas preditas de CYP1-like 1 e 2
de ostras, sugerindo o potencial de catalise da 7-ER por essas enzimas
em C. gigas.

Os modelos de homologia e os resultados de ancoragem
molecular mostraram duas estruturas semelhantes a CYP1 e com
potencial para o metabolismo 7-ER em branquias de ostras C. gigas.
Ambas as proteinas CYP1-like compartilham varios residuos de
aminodcidos no sitio de ligagdo com membros de CYP1 humanos. Além
disso, é importante destacar que os residuos ndo conservados entre as
enzimas de ostras e humanas, especialmente aqueles presentes no sitio
de ligagdo, podem ser responsaveis por uma menor estabilidade de
ligacdo da 7-ER, o que poderia contribuir para a baixa atividade de EROD
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observada nesses organismos. A baixa atividade de EROD também pode
ser explicada por uma baixa expressdo das proteinas codificadas pelos
genes CYPI1-like, uma vez que os niveis de expressdao de proteinas
codificadas por esses genes sdo desconhecidos.

Apesar da familia génica CYP1 ter possivelmente se originado em
organismos deuterostdmios basais (GOLDSTONE et al.,, 2007), as
evidéncias de atividade de EROD em protostdmios sugerem que
possivelmente proteinas andlogas a familia CYP1 de vertebrados
desenvolveram um perfil catalitico semelhante nesses organismos. Esse
perfil semelhante de atividade EROD foi observado em outros
invertebrados (CHEAH et al., 1995; HARITOS et al., 1994; HEFFERNAN;
WINSTON, 1998). No entanto, essa possivel convergéncia bioquimica e
a relagdo evolutiva entre CYP1-like de invertebrados e a familia CYP1 de
vertebrados ainda ndo foi totalmente elucidada.

3.4 CONCLUSOES

A atividade EROD observada em microssomas de branquias de C.
gigas correlacionou-se com os niveis de transcritos de CYP1-like 1 e
CYP1-like 2. Os modelos de homologia e os resultados de ancoragem
molecular demonstraram que as estruturas putativas de CYP1-/ike 1 e 2
possuem potencial para o metabolismo de 7-ER e o envolvimento desses
dois produtos génicos na atividade EROD ¢é suportado pelo modelo
cinético de isoenzima. Juntos, esses resultados sugerem que os produtos
génicos de CYPI1-like 1 e CYP1-like 2 sao candidatos plausiveis para
realizar a atividade de EROD observada em branquias de C. gigas. No
entanto, a contribuicdo de produtos de outros genes CYPI-like na
atividade EROD nao pode ser descartada.



113

Figura 23. Ancoragem molecular de 7-ER nas estruturas preditas de CYP1-like 1
e 2 de ostras C. gigas A. CYP1-like 1 (azul) alinhado ao CYP1A1 humano (4i8v -
cinza) com a pose de menor energia da ancoragem molecular da 7-ER. B. CYP1-
like 2 (verde) alinhado ao CYP1A1 humano (4i8v - cinza) com a pose de menor
energia da ancoragem molecular da 7-ER. O grupo heme esta representado
como bastdes em cinza claro, a esfera central amarela representa o atomo de
ferro. Setas indicam a distancia entre o carbono da 7-ER localizado na posi¢ao
de oxidagdo e o ferro do grupo heme. Os nimeros de residuos representam a
sequéncia polipeptidica deduzida da ostra.
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3.5 INFORMAC()ES SUPLEMENTARES
Andlise dos genes candidatos a gene referéncia

Os genes 28S, 60S, ACT, ADP, EF, G3PDH, H2A e TUB foram
selecionados como candidatos a gene referéncia para normalizar a
expressao dos genes alvo. O desenho dos iniciadores e as rea¢des de
gPCR foram realizados como descrito na se¢dao de Materiais e Métodos
deste capitulo. O cdédigo, o nome do gene, o nimero de acesso de
GenBank e os iniciadores respectivos para cada gene candidato a gene
referéncia estdo na Tabela 3

Avariagao no nivel de transcritos dos genes foi testada e analisada
por meio do método 29 (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) e os dados estdo
apresentados relativizados pelo nivel de transcritos das brdnquias
(Figura 24). Os testes de D’Agostino & Pearson e Bartlett,
respectivamente, foram utilizadas para testar a normalidade e
homocedasticidade dos dados. Apds a confirmagdo da normalidade e
homocedasticidade dos dados, aplicou-se o teste de ANOVA de uma via
seguida do teste complementar de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas para p<0,05 e genes que apresentaram
variacdo no nivel de transcritos entre os tecidos ndo foram considerados
gene referéncia.

Os niveis de transcritos dos genes 60S, ACT, ADP, EF, G3PDH, H2A
e TUB variaram de acordo com o tecido. Dessa forma, o gene 28S
(p=0,22) foi selecionado para a normaliza¢do dos niveis de transcritos.
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Tabela 3. Cédigo, nome do gene, nimero de acesso do GenBank e as sequéncias
dos iniciadores utilizados para andlise dos niveis de transcritos dos genes
candidatos a gene referéncia. F, iniciador forward e R, iniciador reverse.

Codigo Gene Acesso GenBank Iniciadores
F —CCCTTCACAGCGACTTCTTTCTTA
285 rRNA 28S EKC22548.1
R —AAACCCGAGTGGCTACAGAG
Proteina F- CATTCAAGCGTTCGGGCAATTTA
60S ribossomal 60S ~ XM_011419934.2
L6 R- TTGGTTACAGGTCCATTCCATCTT
. NM 001308850, - GAGAGAAATCGTCAGAGACATCAA
ACT Actina - 1
R- GATGAGGATGAAGCAGCAGTAG
. F- GTCGTCATCATGCCCTTCTGATAC
ADP Fa.tgr dle ADP- YM_020068907.1
ribosiiacao R- ATGACCTCTGACCCTTCATCCT
Fator ge NM 001305313, F- TTCTGTGCAGCCTTGGTGACTTTG
EF elongagdo 1- - 1
alfa R- TATGGTCCTCATGGTTCCCAGCAA
Gliceraldeido 3- F- GTCCAAGGATGGTGCTGAATAC
G3PDH fosfato XM_011446602.2
des[drogengse R- GGGCAGAGATGATGACTTTCTTT
F- TGCCGATGAGTGACTTGTGAATATG
H2A Histona H2A EU152938.1
R- TCAGAGGAGACGAAGAGTTGGATT
F_
TUB Tubulina alfa- XM_011456384.2 ACAACTCCATTCTGACCACCCACACTAC

1A

R- TCAATGTCCAGGTTACGGCGACAGAT
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Figura 24. Niveis de transcritos de 28S, 60S, ACT, ADP, EF, G3PDH, H2A e TUB
em branquias, glandula digestiva e manto de C. gigas. Os niveis de transcritos
foram analisados por qPCR e estdo expressos relativos ao nivel de transcritos
das branquias. Os dados estdo expressos como média + desvio padrado (n=11). A
analise estatistica realizada foi ANOVA de uma via, seguida do teste
complementar de Tukey. Letras diferentes representam diferenga significativa
entre os tecidos, p<0,05.
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Informacgdes adicionais sobre as andlises in silico

Tabela 4. Espécie de vertebrado, isoforma de CYP1 e codigo de acesso do
GenBank das sequéncias de aminoacidos usadas no alinhamento da modelagem
por homologia de CYP1-like de ostras C. gigas.

Espécie Isoforma Acesso do Genbank
Bos taurus CYP1B1 NP_001179223.1
Callithrix jacchus CYP1A2 NP_001191363.1
Canis lupus familiaris CYP1B1 NP_001153156.1
Danio rerio CYP1Al NP_571954.1
Danio rerio CYpPicC1 NP_001018446.2
Felis catus CYP1A1 NP_001020030.1
Homo sapiens CYP1Al 418V

Homo sapiens CYP1A2 2H14

Homo sapiens CYP1B1 3PMO

Macaca mulatta CYP1D1 NP_001233600.1
Macaca mulatta CYP1A1 NP_001035328.1
Macaca mulatta CYP1B1 NP_001253797.1
Mus musculus CYP1Al1 NP_034122.1
Mus musculus CYP1A2 NP_034123.1
Mus musculus CYP1B1 NP_034124.1
Oncorhynchus mykiss CYP1C2 NP_001171961.1
Pongo abelii CYP1A1 NP_001125460.1
Rattus norvergicus CYP1Al1 NP_036672.2
Rattus norvergicus CYP1B1 NP_037072.1
Sus scrofa CYP1Al1 NP_999577.1
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Figura 25. Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de CYP1A1, CYP1A2 e
CYP1B1 de Homo sapiens e CYP1-like 1, 2, 3 e 4 de C. gigas. O alinhamento foi
realizando com o programa Muscle (EDGAR, 2002) e a edi¢do das cores com o
programa Jalview 2.9.0b2 (WATERHOUSE et al., 2009). Cinza: residuos de
aminodcidos do sitio ativo de CYP1 humano e sitio ativo predito de CYP1-like de
ostras. Preto: motivos conservados EXXR e FXXGXRXCXG de CYP. Caixas
vermelhas: residuos que interagem com a 7-ER no sitio ativo de CYP1-like 1 e
CYP1-like 2 de C. gigas.
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4 CAPITULO IV: NIVEIS DE TRANSCRITOS E ATIVIDADES DE
ENZIMAS DE BIOTRANSFORMACAO EM OSTRAS Crassostrea gigas
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*Este capitulo sera submetido a revista Aquatic Toxicology, juntamente com os
dados apresentados na tese da doutoranda Flavia Lucena Zacchi, do Programa
de Pds-graduagdo em Aquicultura da UFSC, referentes a espécie C. brasiliana. O
delineamento experimental foi o mesmo para ambas as espécies, com o objetivo
principal de comparar o padrdo de respostas entre as duas espécies (C.
brasiliana e C. gigas).
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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo um grupo de
moléculas que constituem o petrdleo e sdo considerados contaminantes
ubiquos do ambiente aqudtico. Dentre os HPAs, o pireno e o fluoreno
estdo na lista dos 16 HPAs prioritarios da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos, sendo ambos detectados em abundancia no
petréleo e em locais contaminados. Devido a importancia que moluscos
bivalves possuem em programas de biomonitoramento e a lacuna que
existe sobre o sistema de biotransformagdo nesses organismos, o
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do pireno e fluoreno no
nivel de transcritos e na atividade de enzimas de biotransformac¢do em
ostras da espécie Crassostrea gigas. Ostras C. gigas foram expostas as
concentracdes de 50 e 100 pg/L de pireno ou de 100 e 200 pg/L de
fluoreno por 24 e 96 h. Apds esse periodo, os niveis de transcritos dos
genes CYP1-like, CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1, CYP17a-like, GSTQ-like,
GSTmic-like e SULT-like e a atividade das enzimas de biotransformagao
etoxi-resorufina O-deetilase (EROD), Glutationa S-transferase (GST) total
e GST microssomal (GSTmic) foram analisados nas branquias desses
animais. O tempo de meia-vida do pireno na dgua foi menor do que do
fluoreno, o que possivelmente estd relacionada com a menor
solubilidade em dgua e maior lipofilicidade do pireno. A atividade EROD
foi considerada abaixo do limite de deteccdo em todos os animais do
experimento de exposicdo ao pireno e apds 96 h de exposicdo ao
fluoreno. A exposi¢cdo ao pireno nao teve efeito nos niveis de transcritos
dos genes de biotransformacdo, mas a atividade GSTmic nos organismos
expostos a 100 pg/L de pireno foi maior que nos demais grupos apos
96 h de exposicao, o que sugere um papel protetor contra o estresse
oxidativo em branquias desse grupo de animais. Os niveis de transcritos
dos genes CYP2AU2, GSTQ-like e SULT-like nos organismos expostos a
200 pg/L de fluoreno foi maior que nos demais grupos apds 24 h de
exposicdo, o que sugere que os produtos desses genes estejam
envolvidos no metabolismo desse HPA. A exposicdo ao fluoreno ndo teve
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efeito na atividade das enzimas EROD, GST total e GSTmic. O mecanismo
pelo qual o fluoreno aumentou os niveis de transcritos ndo esta claro,
mas pode envolver a participagdo uma molécula xenosensora que regule
a expressao desses genes.

Palavras-chave: bivalve. biotransformacgao. EROD. GST.
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Moluscos.
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4.1 INTRODUCAO

Os HPAs s3o constituidos por dois ou mais anéis aromaticos
fusionados e compdem um grupo de moléculas que constitui o petréleo
(DOUBEN, 2003), sendo utilizados em combustiveis, asfalto, tintas,
plasticos e em processos industriais, como na producdo de pesticidas e
farmacos (ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2015).

O amplo uso dos HPAs, somados aos processos de lixiviagdo de
regides urbanas, de extracdo e transporte de petrdleo e afloramentos
naturais tornam esses compostos contaminantes ubiquos do ambiente
aquatico (NRC, 2003). Nesses ambientes, os HPAs tornam-se
rapidamente biodisponiveis e causam diversos efeitos deletérios aos
organismos aquaticos, como efeitos genotdxicos e embriotdxicos
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; PEREZ-CADAHIA et al., 2004; WESSEL
et al., 2007).

Dentre os HPAs, o pireno e o fluoreno, ambos de baixo peso
molecular e baixo ponto de fusdo, estdo na lista dos 16 HPAs
considerados prioritarios pela EPA (KEITH, 2014), sendo ambos
detectados em abundéancia no petréleo (KERR et al., 1999) e em locais
contaminados (VALAVANIDIS et al., 2008; XU et al., 2007).

A exposicdo de organismos aquaticos ao pireno ocasiona estresse
oxidativo, efeitos fisiolégicos, comportamentais, reprodutivos e no
desenvolvimento embrionario (INCARDONA; COLLIER; SCHOLZ, 2004;
JENSEN; NIELSEN; DAHLLOF, 2008; OKAY et al., 2006; OLIVEIRA;
GRAVATO; GUILHERMINO, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; SHIRDEL et al.,
2016; SUN et al., 2008; XIE et al., 2017). A exposicdo ao fluoreno causa
nesses organismos diversos efeitos fisiolégicos, comportamentais e em
nivel de populagdo e comunidade (BOYLE et al., 1985; FINGER et al.,
1985; GONCALVES et al., 2008; SINAEI, 2013; THOMAS; WOFFORD;
NEFF, 1981).

Os HPAs podem ser metabolizados pelas enzimas do sistema de
biotransformacao, constituido de enzimas de fase | e Il. As enzimas de
fase | sdo majoritariamente integrantes da superfamilia CYP e catalisam
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principalmente rea¢des de hidroxilagdo de substratos hidrofébicos
(GUENGERICH; MACDONALD, 1984; ISIN; GUENGERICH, 2007), expondo
ou gerando no metabdlito sitios eletrofilicos para acao das enzimas de
fase Il (ZAMEK-GLISZCZYNSKI et al., 2006).

As enzimas de fase Il catalisam reagdes de conjugacdo, assim,
substratos enddgenos hidrossoluveis sdo conjugados ao xenobidtico ou
seu metabdlito, tornando-o mais hidrossolivel e facilmente excretado
da célula (IYANAGI, 2007; OMIECINSKI et al., 2011). Entre as enzimas de
fase Il estdo SULTs e GSTs (OMIECINSKI et al., 2011) que conjugam ao
xenobidtico, respectivamente, o substrato sulfonato (SOs37) e glutationa
(GSH) (BOARD; MENON, 2013; GAMAGE et al., 2006). H4 ainda uma
terceira fase no sistema de biotransformag¢do que abrange proteinas
transportadoras de membrana, que bombeiam para fora da célula o
xenobidtico nativo ou seus metabdlitos (BARD, 2000).

Devido a entrada constante de HPAs no ambiente aquatico e aos
efeitos deletérios causados por esses contaminantes, moluscos bivalves
tém sido utilizados mundialmente em programas de biomonitoramento
com a finalidade de monitorar a presenca e os efeitos dos HPAs nesses
ambientes (SCHONE; KRAUSE, 2016; THEBAULT et al., 2007). Os bivalves,
como a ostra C. gigas, sdao preferencialmente utilizados por serem
sésseis, filtradores e apresentarem ampla distribuicdo geografica
(SCHONE; KRAUSE, 2016).

Nos programas de biomonitoramento, as analises quimicas de
quantificacdo de contaminantes nos tecidos dos animais podem ser
associadas as anadlises de altera¢des bioldgicas, que denotam exposicao
ou efeito (e.g. dano em biomoléculas) desses contaminantes nos
organismos. Nesse contexto, as variagdes em niveis de transcritos, de
expressdo de proteinas e de atividades de enzimas do sistema de
biotransformag¢do sdo investigadas como altera¢des bioldgicas com
potencial uso como biomarcadores da contamina¢cdao ambiental por
HPAs e outros contaminantes (GAGNON; RAWSON, 2017; LU, WANG,
ZHU, 2008; MATTOS et al., 2010; NANHGANG et al., 2010).
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Apesar do sistema de biotransformagdo de xenobidticos em
bivalves ndo estar completamente elucidado, varios estudos
demonstraram a presenca de genes e a atividade de enzimas de
biotransformacdo nesses organismos (LUCHMANN et al., 2015; REWITZ
et al., 2006; RUST et al., 2004; SCHLENK; BUHLER, 1989; SIEBERT et al.,
2017a; SOLE; LIVINGSTONE, 2005; ZHANG et al., 2012). Além disso, a
exposicdo a HPAs altera niveis de transcritos de genes de
biotransformag¢do em bivalves, como um maior nivel de transcritos dos
genes de fase | CYP2AUI1 e CYP356A1 em branquias de ostras C.
brasiliana expostas ao fenantreno e de genes de fase Il, GSTQ e SULT em
vieras expostas a esse mesmo contaminante (LUCHMANN et al., 2014;
PIAZZA et al., 2016). Somado a isso, variagdes na atividade de enzimas
de biotransformagdo em resposta a exposicdo a HPAs também tém sido
observadas nesses organismos, como uma maior atividade EROD em
ostras C. rhizophorae transplantadas por 28 dias a locais com intensa
urbanizacdo, atividade industrial e portuaria (MARANHO et al., 2012),
em vieiras C. farreri expostas ao HPA criseno (XIU et al., 2015) e na
atividade GST em ostras C. brasiliana expostas a FAA do dleo diesel
(LUCHMANN et al., 2011).

Estudos abordando especificamente o efeito que a exposi¢do a
cada HPA exerce em moluscos bivalves sdo escassos (BADO-NILLES et al.,
2008; GAGNAIRE et al., 2006; LUCHMANN et al., 2014; PIAZZA et al.,
2016). O estudo desses contaminantes separadamente permite elucidar
mecanismos de acdo dessas moléculas e predizer possiveis efeitos em
nivel de organismo e populacdo. A investigacdo dos efeitos desses
contaminantes no nivel de transcritos e atividade de enzimas do sistema
de biotransformagdo auxilia na elucidacdo desses mecanismos em
moluscos e representa uma oportunidade para a descoberta de novos
biomarcadores bioquimicos e moleculares de exposi¢cao aos HPAs. Dessa
forma, no presente estudo, buscou-se analisar o nivel de transcritos e
atividade de enzimas do sistema de biotransformacdo em ostras da
espécie C. gigas expostas aos HPAs pireno e fluoreno.



125

4.2 METODOS

4.2.1 Delineamento experimental

Ostras da espécie C. gigas (10,0 + 1,8 cm) foram obtidas em uma
fazenda de cultivo de ostras de Florianépolis, SC, e aclimatadas por 7 dias
em um sistema de recirculacdo de dgua (1000 L), em tanques de 150 L,
temperatura de 20 °C £ 1 °C, salinidade 25, fotoperiodo de 12h: 12h, pH
7,8 £ 0,1 e amoOnia de 0 a 0,25 mg/L. A alimentacdo foi realizada a cada
36 h com rag¢do comercial Phyto B- Plus, em uma proporg¢ao de 200
milhGes de células (Nitaschia closterilum, Chaetoceros sp.,
Nannochloropsis ocullata e Chlorella sp.) por ostra, com tempo de
alimentagdo de 2 h (Figura 26).

Figura 26. Linha do tempo do periodo de aclimatagdo (laranja) e de exposigdo
(azul) ao pireno ou fluoreno. Os animais foram alimentados a cada 36 h (verde).
Os numeros em caixas laranja indicam dias. Os nimeros em caixas azuis indicam
os periodos de exposi¢do (TO) e disseccdo dos animais (24 e 96 h).
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Fonte: SIEBERT, M. N., Adaptado de ZACCHI, F.L, 2017.

Apds o periodo de 7 dias de aclimatagdo, os animais foram
expostos aos HPAs pireno (Aldrich 185515, 98% de pureza) ou fluoreno
(Aldrich 128333, 98% de pureza), utilizando DMSO como solvente (Sigma
D4540, >99,5% de pureza), em regime semi-estatico. As ostras foram
expostas a 50 e 100 ug/L de pireno (P50 e P100, respectivamente) ou
100 e 200 pg/L de fluoreno (F100 e F200, respectivamente) durante 24
e 96 h (Figura 27). Paralelamente aos aquarios com animais expostos,
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foram mantidos grupos controle para cada tempo de exposi¢dao, com a
mesma concentracdo do solvente (DMSO 0,002%) (Figura 27). Todo o
experimento foi realizado em triplicata, ou seja, trés aquarios
independentes por grupo de exposicao ou controle.

Para a exposi¢cdo a cada HPA, os animais foram distribuidos em 18
aquarios de vidros com seis animais por aquario (3L/ostra). Desses 18
aquadrios, nove formaram o grupo exposto por 24 h e nove formaram o
grupo exposto por 96 h. Dos seis animais mantidos em cada aquario,
quatro foram destinados as analises enzimaticas e de niveis de
transcritos (n=9 para as analises enzimaticas e n=10 para analises de
niveis de transcritos por tratamento) e dois as analises quimicas (pool de
seis animais por tratamento).

Durante a exposi¢do, os animais foram mantidos a salinidade 25,
temperatura de 20 °C #1 °C, fotoperiodo de 12 h: 12 h e alimentacédo a
cada 36 h. A alimentagdo durante a exposi¢do seguiu o protocolo: 1) a
agua com contaminante foi completamente retirada dos aquarios; 2) os
aquarios foram preenchidos com agua do mar limpa (1L/ostra); 3) os
animais foram alimentados durante 2 h com Phyto B- Plus; 4) apds a
alimentagdo, a agua contendo a racdo foi removida e cada aquario foi
preenchido novamente com 4d4gua do mar com as respectivas
concentracdes dos contaminantes. Em experimento piloto, através do
monitoramento fluorimétrico desses HPAs, foi verificado que ndo ocorre
a depuracdo dos HPAs durante o periodo de 2 h de alimentacdo. A
manutencgdo da rotina de alimentagao a cada 36 h permitiu que ambos
os grupos dos tempos de exposicdo de 24 ou 96 h permanecessem 24 h
em jejum antes da disseccdo (Figura 26).

A fim de evitar a contaminac¢do entre os aquarios com diferentes
tratamentos e a contaminacdo do ar, os trés aquarios de cada
tratamento foram mantidos em caixas de madeira fechadas, contendo
filtros para vapores organicos (Figura 28). A aeracdo foi mantida
constante durante o periodo de exposicdo, com fonte de ar externa ao
local de exposigao.
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Figura 27. Esquema de exposi¢do de C. gigas ao pireno (A) e ao fluoreno (B). As
ostras foram expostas durante 24 e 96 h as concentragdes de 50 e 100 pg/L de
pireno e de 100 e 200 p/L de fluoreno (n=6 animais por aqudrio; desses animais,
quatro por aquario destinados as andlises de atividade enzimatica e niveis de
transcritos e dois para as analises quimicas).

A. Desenho experimental da exposigdo ao Pireno

c | Pireno Control Pireno
ontrole 50 pg/L ntrole 50 g/
T . Pi / Pireno
ireno
Controle 50 pg/L Controle 50 pg/L
3 Controle fileno Controle B=ro
50 pg/L 50 pg/L
B. Desenho experimental da exposigdo ao Fluoreno
24 h 96 h
Fluoreno Fluoreno
100 pg/L 100 pg/L
‘ Fluoreno Fluoreno
100 pg/L 100 pg/L
‘ Fluoreno Fluoreno ‘
100 pg/L 100 pg/L |

Os residuos liquidos resultantes dos experimentos foram
submetidos a filtragdo por carvdo ativo. O projeto das caixas de vedagao,
o sistema de troca de dgua das unidades experimentais e de tratamento
do residuo liquido foi desenvolvido e executado pelo engenheiro de
aquicultura Dr. Fabricio Flores Nunes.
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Figura 28. Experimento de exposi¢do de ostras C. gigas ao pireno e fluoreno. A.
Aclimatacgdo de ostras C. gigas em sistema de recirculagdo de agua. B. Aspecto
geral do Laboratdrio de Bioensaios durante os experimentos com aquarios em
caixas fechadas. C. Triplicata de aquarios com ostras expostas a 100 ug/L de

Apds cada periodo de exposicdo, os animais destinados as
andlises enzimaticas e de niveis de transcritos foram mortos e tiveram
suas branquias removidas. 400 mg de tecido foram imediatamente
processados para as andlises enzimaticas e o restante de tecido foi
congelado em nitrogénio liquido para analises de niveis de transcritos.
Os animais destinados as analises quimicas tiveram a parte mole
removida e imediatamente congelada em um Unico pool para cada
tratamento e tempo de exposi¢do.

Paralelamente a exposi¢do de C. gigas, foi realizada a exposicdo
de ostras da espécie C. brasiliana aos mesmos HPAs. Os experimentos
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de exposicao de C. brasiliana aos HPAs pireno e fluoreno integram a tese
de doutorado de Flavia Lucena Zacchi, do Programa de Pds-Graduacdo
em Aquicultura, da Universidade Federal de Santa Catarina (ZACCHI,
2017). O obijetivo principal da exposi¢cdo simultanea das duas espécies
foi comparar suas respostas em relagdo aos niveis de transcritos e
atividade de enzimas de biotransformagdo apds a exposi¢do aos HPAs.
Apesar dos experimentos de exposicao terem sido realizados em
conjunto, cada tese apresentara os resultados de apenas uma espécie.
A aclimatacdo e os experimentos de exposi¢cdo foram realizados na Sala
de Bioensaios do Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo
Aquatica e Imunoquimica da UFSC (Cadastro da Comissdo de Etica no
Uso de Animais - CEUA: BIO067).

4.2.2 Andlises quimicas
Monitoramento de pireno e fluoreno na dgua

A concentracdo de pireno e fluoreno na agua dos aquarios dos
grupos controle e expostos foi monitorada por fluorimetria durante as
primeiras 24 h de exposi¢do. Paralelamente aos aquarios com ostras,
monitorou-se aquarios mantidos nas mesmas condi¢des experimentais
(dgua do mar em salinidade 25, temperatura de 20 °C, DMSO 0,002%),
mas sem ostras. O monitoramento fluorimétrico do pireno foi realizado
em comprimento de onda de excitagdo de 270 nm e emissdo de 382 nm
e do fluoreno com excitagdo a 258 nm e emissao de 313 nm utilizando o
espectrofluorimetro Spectramax M5, no moédulo de leitura de cubeta,
imediatamente apds a coleta de 1 mL de dgua de cada aquario. As
unidades de RFU obtidas foram transformadas em ug/L por regressdo
linear de uma curva padrdo de pireno ou fluoreno, com concentragdes
de 6,25 a 800 ug/L, realizadas nas mesmas condicdes do experimento de
exposicdo (agua do mar em salinidade 25, temperatura de 20 °C, DMSO
0,002%). O monitoramento foi realizado durante 24 h, da seguinte
forma: a cada 15 min na primeira hora apds a exposicdo, incluindo o
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momento da exposicdo (tempo zero); a cada 30 min nas 2 h
subsequentes; a cada 1 h nas 3 h subsequentes; a cada 2 h até 12 h apds
a exposicdo e ao final de 24 h. A meia-vida dos HPAs nos aqudrios com
ostras foi calculada baseada na equagdo de regressdo exponencial.

Quantificag¢do de HPAs nos tecidos das ostras

A quantificacdo dos HPAs foi realizada em pool de tecidos moles
de 6 animais de cada tratamento apds 24 h e 96 h de exposicdo e em um
pool de 6 animais coletados imediatamente antes do inicio de cada
experimento. As ostras foram homogeneizadas e processadas segundo
Macleod et al. (1986), com pequenas modificagdes. As amostras foram
extraidas a partir de um grama de tecidos de ostras liofilizados
(liofilizador Thermo Savant, Mdédulo D, Waltham) com n-hexano e
diclorometano 50% (v/v) utilizando o aparelho Soxhlet durante 8 h.
Antes da extragdo, foram adicionados os padrées internos: naftaleno-ds,
acenaftaleno-di, fenantreno-dio, criseno-d1; e perileno-di> (5 ng uL?) a
todas as amostras, brancos e referéncia (SRM 2974a — Organics in
Freeze-Dried Mussel Tissue — Mytilus edulis). O extrato evaporado foi
purificado em coluna de cromatografia de silica (contendo 8 g de silica
gel sobre 16 g de alumina) e eluido em uma mistura de n-hexano e
diclorometano (50%). O eluato foi concentrado e o padrdo p-terfenil (5
ng uL?) foi adicionado. A determinacdo dos HPAs dos tecidos das ostras
foi efetuada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) com modo de aquisi¢do SIM (monitoramento seletivo
de ions).

A identificacdo de fluoreno e pireno foi feita por comparagdo dos
tempos de retencdo com padrdes de referéncia da Accustandard (New
Haven , EUA) e Fluka (St Louis, EUA). Os compostos analisados no GC-MS
também foram identificados através do ion de quantificacdo (razdo
massa/carga, m/z). A quantificacdo foi feita por razdes entre os padrdes
internos e os compostos de interesse, baseada nas curvas analiticas
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montadas com pelo menos 5 concentragdes diferentes de cada grupo de
compostos.

Essa analise foi realizada pelo Laboratério de Quimica Organica
Marinha, Instituto Oceanografico, Universidade de S3do Paulo,
coordenado pela Prof?. Dr?. Marcia Caruso Bicego.

4.2.3 Andlise dos niveis de transcritos

Selegcdo de genes e desenho dos iniciadores: foram utilizados
iniciadores para os genes CYPI1-like, CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1,
CYP17a-like, GSTQ-like, GSTmic-like, SULT-like, 28S, G3PDH e EF (Tabela
5). Uma busca pelas sequéncias de genes envolvidos no sistema de
biotransformacdo foi realizada no genoma de C. gigas, disponivel no
GenBank (www.ncbi.nih.gov). Foram desenhados iniciadores de
oligonucleotideos para as sequéncias de genes de fase | do sistema de
biotransformacgdo: CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1, CYP17a -like e para
as sequéncias de genes de fase Il: GSTQ-like, GSTmic-like e SULT-like, por
meio do programa PrimerQuest® (IDT, http://www.idtdna.com). Além
desses, foram utilizados os iniciadores para os genes CYPI1-like 1 e 2
(neste capitulo referidos como CYP1-like) e para genes candidatos a
referéncia 28S, G3PDH e EF descritos no capitulo Ill.

Extragdo de RNA total e sintese de cDNA: a extracao de RNA total
e a sintese de cDNA foram realizados como descritos no capitulo Ill. A
extracdo de RNA foi realizada a partir de 100 mg de branquias, utilizando
o reagente QlAzol Lysis® (Qiagen) e a sintese de cDNA foi realizada a
partir de 1ug de RNA total com kit QuantiTect® Reverse Transcription
(Qiagen), ambos os procedimentos seguiram as recomendac¢des dos
fabricantes. A concentragdo de RNA total e de cDNA para cada amostra
foi determinada por espectrofotometria a 260 nm.

Andlise por PCR quantitativo em tempo real (qPCR): os niveis de
transcritos foram analisados a partir de 100 ng de cDNA com o kit
QuantiNova® SYBR Green PCR kit (Qiagen), seguindo as recomendacgées
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Tabela 5. Cédigo e nome do gene, numero de acesso do GenBank para
sequéncia de DNA codificante (CDS) e sequéncia dos iniciadores. F, iniciador
forward e R, iniciador reverse.

Codigo Gene

Acesso GenBak

Iniciadores

Citocromo P450

CYP1-like 1A1-like

XM_011442190.1
XM_011458840.1
XM_011458841.1

F - GCCCACGGTTGTAATATGCGGTAAAG
R- GGCTCTTCATGTCGTTCAGACTCTTGAT

Citocromo P450

XM_011431418.1

F- ATCCTCGGTGTCGGCGATGAGTTT

R- CGGTCCAGGAATGTCTGTTGATGGTGT

XM_011436993.2

F- GCCACTTCTAGTCCATCTTCACCTGC

R- GCTCTTCGATTTACTTCATTTGCGAACCC

EF645271.1

F- TGAAACCTTCCAGCCAGGAGTCAACA

R- GGTCTGAACGAGGTGCGTATCATCCA

CcYP2-like cromo P
CYP2AU2 Citocrzznaz P450
CYP356A1 C‘tOC; gg:lmso
CYP17aclike 179 hidroxilase/

17,20 liase-like

XM_011455885.1

F- AAGGACCCAGAGCAATTTGACCCACATC

R- CTGAGAATGGAAGCCAACTTTCCGGTTT

Glutatione S-
GSTO-like transferase
omega-1-like

XM_011448982.1

F- CCGAACCTGACTGCTTACATGGAT

R- TCTCGGCAATCACTACAGTCCAACG

Glutatione S-
GSTmic-like transferase 3-like
Microssomal

XM_011451463.1

F- TGGTTACTACACAGGAGATCCCAGCA

R- GATGATGGAGCATACCAGCATTGTCAG

SULT-like Sulfotransferase-

XM_011438750.1

F- CAGGTGCCCGATGGTGTTCTAGTT

like R- CGAGACAATCACGTCTTTGGGATTCCTG
F —CCCTTCACAGCGACTTCTTTCTTA
28§ rRNA 28S EKC22548.1
R —AAACCCGAGTGGCTACAGAG
Fator de F- TTCTGTGCAGCCTTGGTGACTTTG
EF NM_001305313.1

elongacdo 1-alfa

R- TATGGTCCTCATGGTTCCCAGCAA

Gliceraldeido 3-
G3PDH fosfato
desidrogenase

XM_011446602.2

F- GTCCAAGGATGGTGCTGAATAC

R- GGGCAGAGATGATGACTTTCTTT
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do fabricante, utilizando o termociclador Rotor-Gene TM 600 (Qiagen) e
analisados no programa Rotor Gene 6000 Series Software. A eficiéncia
das reagGes de qPCR foi determinada para cada par de iniciador por uma
curva padrao de cDNA preparada a partir de um pool de amostras, que
incluiu amostras de todos os grupos de exposicdao, com reagdes nas
seguintes quantidades de cDNA: 25, 50, 100, 200 e 400 ng. Todos os
iniciadores utilizados apresentaram curvas de cDNA com r? maior que
0,97 e eficiéncias entre 95 e 105% e foram considerados adequados para
as analises. A especificidade dos iniciadores foi conferida pela presenca
de amplicons com uma Unica temperatura de melting ao final das
reacoes de gPCR e o tamanho do produto de PCR foi verificado em gel
de agarose 3%, TBE 1X e comparada com um marcador de massa
molecular de 100 bp.

Genes candidatos a gene referéncia foram testados e analisados
utilizando o método 2% (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) e a média
geométrica entre os genes EF e G3PDH foi utilizada para a normalizagédo
dos niveis de transcritos em ambos os experimentos de exposi¢do ao
pireno e ao fluoreno. Para cada tempo de exposi¢do, os niveis de
transcritos estdo relativizados pelo nivel de transcritos do grupo
controle.

As informacGes dos genes candidatos a gene referéncia e seus
respectivos resultados de niveis de transcritos para cada tratamento
estdo apresentados nas InformacgGes Suplementares deste capitulo

4.2.4 Andlises enzimdticas

Preparo das amostras: Imediatamente apds a disseccdo dos
animais, 400 mg de branquia de cada ostra foram homogeneizadas como
descrito no capitulo lll: em tampdo TRIS-HCI 0,1 M, pH 7,4 (contendo
sacarose 0,5 M, KCl 0,15 M, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM), na proporc¢do 1
g de tecido para 5 mL de tampao, seguida de centrifugacdo a 9.000 g por
30 min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi submetido a
ultracentrifugacdo a 100.000 g por 70 min, a 4 °C. Em seguida, a fracado
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sobrenadante (citosdlica) foi removida e armazenada a -80 °C para
posterior dosagem de atividade de GST total e proteinas totais. A fragdo
microssomal foi lavada com 500 uL de tampdo de homogeneizagdo (sem
DTT e PMSF), seguida de ultracentrifugacdo a 100.000 g por 30 min a 4
°C. A fragdo microssomal resultante foi ressuspendida em tampao TRIS-
HCI 0,1 M, pH 7,4, contendo KCI 0,15 M e Glicerol 20%. Essa fracao foi
imediatamente usada nas anadlises de atividade EROD e em seguida
armazenada a -80 °C para andlise de GSTmic e proteinas totais.

Atividade EROD: Essa enzima foi quantificada a partir das fragdes
microssomais das branquias em microplaca de 96 pogos, como descrito
no capitulo Ill. Resumidamente, as reacdes foram realizadas em tampéao
fosfato 0,1 M (pH 7,4) contendo NADPH 4 mM e 7-ER 10 uM e a
formac&o de resorufina foi quantificada com Ex 530 nm /Em 585 nm. As
unidades de fluorescéncia relativa (RFU) foram transformadas em fmol
de resorufina a partir de uma curva padrdo de resorufina e a atividade
foi normalizada pela concentragéo de proteinas.

Atividade Glutationa S-transferase (GST) total e microssomal
(GSTmic): A atividade de GST total e GSTmic foram determinadas a partir
das fragBes citosdlicas e microssomais, respectivamente. A atividade
GST foi quantificada de acordo com Keen et al. (1976), utilizando 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. Nesse ensaio, a conjugacgdo
de glutationa reduzida (GSH) com o CDNB, catalisada pela enzima GST,
produz um composto (GS-DNB) que pode ser detectado em 340 nm
(e=9,6 mM1.cm™). O ensaio foi realizado em tamp3o fosfato de potdassio
0,1 M, pH 7,0, com EDTA 1mM e GSH 1mM. Para iniciar a reagao, foi
adicionado 1mM de CDNB e a cinética da reac¢do foi monitorada a 340
nm, por 5 min a 25°C.

Proteinas totais: As atividades enzimaticas foram normalizadas
pela quantidade de proteinas totais determinadas em cada fracdo
(citosdlica ou microssomal). A quantificacdo de proteinas totais foi
realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando o kit
BioRad ™ Protein Assay, de acordo com as instru¢des do fabricante. A
soro albumina bovina foi utilizada como padréo.
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4.2.5 Andlises estatisticas

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados
de nivel de transcritos e de atividade enzimatica foram testados para a
aplicagdo dos testes paramétricos. Quando os dados ndo se ajustaram a
curva normal ou apresentaram variancias heterogéneas entre os grupos
(heterocedasticos), foram aplicados testes estatisticos ndo-
paramétricos.

Os dados inicialmente foram submetidos ao teste de Grubbs para
remocgdo de valores discrepantes (outliers) e, em seguida, foram
submetidos ao teste de normalidade de D°Agostino e Pearson e
homocedasticidade de Levenne. Dados que ndo apresentaram
distribuicido normal e/ou homocedasticidade foram transformados
considerando Y=logY e novamente submetidos aos testes de
normalidades e homocedasticidade. Apds cumprir os requisitos para as
analises estatisticas paramétricas, foi realizado o teste paramétrico
ANOVA de uma via, seguido do teste de comparagao multipla de Tukey.
Quando a premissa de normalidade ou homocedasticidade ndo foi
cumprida, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste
post hoc de Dunn’s foi aplicado. Diferengas foram consideradas
significativas quando p<0,05. As analises foram realizadas nos
programas GraphPad Prism 5.0 e Statistica 13.0 e de acordo com Sokal e
Rohlf (2012).

4.3 RESULTADOS

Andlises quimicas

Ostras da espécie C. gigas foram expostas a duas concentragdes
de pireno (50 e 100 pg/L) ou de fluoreno (100 e 200 ug/L) por 24 e 96 h
para analisar o efeito que a exposicdo aos HPAs exerce nos niveis de
transcritos e nas atividades de enzimas de biotransforma¢do nas
branquias desses organismos. A concentracdo do pireno e fluoreno na
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dgua do mar foi monitorada nas primeiras 24 h de exposicdo nos
aquarios dos animais expostos aos HPAs e nos aquarios controle (Figura
29A e B, respectivamente).

Apds 24 h, a concentracdo de pireno nos aquarios com ostras
expostas a 50 e 100 ug/L de pireno foi de 1,99+1,27 e 4,99+1,32 ug/L,
respectivamente, e nos aquarios com ostras expostas a 100 e 200 pg/L
de fluoreno foi de 5,50+0,3 e 13,89+0,15 pg/L, respectivamente. O
tempo de meia-vida do pireno na agua dos aqudrios com ostras expostas
a esse contaminante foi em média 54,9 min e ao fluoreno de 78,2 min
(Tabela 6).

Ap0ds 24 h de exposicdo ao pireno, a quantificagdo desse HPA nos
tecidos dos animais foi de 37,88 ug/g de tecido seco no grupo exposto a
50 pg/L e 55,07 pg/g de tecido seco no grupo exposto a 100 pg/L. Apds
96 h de exposicdo a esse contaminante, a concentracao de pireno nos
tecidos foi 49,66 e 93,34 ug/g de tecido seco nos animais expostos a 50
ug/L e 100 pg/L, respectivamente (Figura 30A).

Apds 24 h de exposicao ao fluoreno, a quantificacdo desse HPA
nos tecidos foi de 10,10 pg/g de tecido seco no grupo exposto a 100 ug/L
e 11,10 ug/g de tecido seco no grupo exposto a 200 pg/L. Apds 96 h de
exposicdo, a concentragdo de fluoreno nos tecidos foi 29,53 e 39,07 ug/g
de tecido seco nos animais expostos a 100 pg/L e 200 pg/L,
respectivamente (Figura 30B). A concentracdo de ambos HPAs nos
grupos controles e no tempo zero (TO) foi inferior a 1 pug/g de tecido seco
em todos os tempos e tratamentos.

Andlises dos niveis de transcritos

Os niveis de transcritos de oito genes envolvidos no sistema de
biotransformacdo (CYP1-like, CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1, CYP17a-
like, GSTQ-like, GSTmic-like e SULT-like) foram analisados nas branquias
das ostras expostas ao pireno e fluoreno por 24 e 96 h.

Os transcritos dos genes de fase | e Il ndo foram alterados em
resposta a exposicdo ao pireno nos dois periodos de exposi¢do (Figura
31 e 32, respectivamente).
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Figura 29. Monitoramento fluorimétrico de HPAs em aqudrios com 50 pg/L (P50)
ou 100 pg/L (P100) de pireno (A) e em aquarios com 100 pg/L (F100) ou 200 pg/L
(F200) de fluoreno (B) por 24 h, e respectivos grupos controle. Os aqudrios com
ostras continham seis ostras da espécie C. gigas, 18L/aqudrio, paralelamente,
foram monitorados aquarios sem ostras nas mesmas concentragdes dos HPAs.
Os valores dos aquarios com ostras representam médiatdesvio padrdo de trés
aquarios.
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Tabela 6. Tempo de meia-vida médio de pireno e fluoreno nos aquarios com
ostras C. gigas e ajuste dos dados (r?). Os aquarios continham seis ostras da
espécie C. gigas, 18L/aquario.

Tratamento do Aqudrio Meia-vida (min) r
Pireno 50 pg/L 55,7 0,94
Pireno 100 pg/L 54,0 0,98
Fluoreno 100 pg L 78,9 0,99
Fluoreno 200 pg/L 77,5 0,97

Figura 30. Quantifica¢do de pireno e fluoreno nos tecidos das ostras C. gigas
expostas por 24 e 96h a 50 pg/L (P50) ou 100 ug/L (P100) de pireno (A) e a 100
ug/L (F100) ou 200 pg/L (F200) de fluoreno (B) e respectivo grupo controle (CT).
TO representa ostras coletadas no inicio dos experimentos. A andlise foi
realizada em um pool de seis ostras para cada grupo.
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Nas branquias dos organismos expostos ao fluoreno, os niveis de
transcritos dos genes CYP2AU2, GSTQ-like e SULT-like foram maiores nos
organismos expostos a 200 pg/L de fluoreno que nos demais grupos apds
24 h de exposicdo. Os niveis de transcritos dos demais genes avaliados
(CYP1-like, CYP2-like, CYP356A1, CYP17a-like e GSTmic-like) ndo foram
alterados apds a exposicdo ao fluoreno (Figura 33 e 34).

Andlises enzimadticas

As atividades das enzimas de biotransformac¢dao EROD, GST total e
GSTmic foram analisadas nas branquias dos animais expostos ao pireno
e fluoreno. A atividade EROD foi considerada abaixo do limite de
detecgdo em todos os animais do experimento de exposi¢ao ao pireno e
apos 96 h de exposicdo ao fluoreno. Dessa forma, apenas os resultados
da atividade dessa enzima nos animais expostos ao fluoreno por 24 h
estdo apresentados nos graficos. A atividade EROD néo foi alterada pela
exposicdo ao fluoreno por 24 h (Figura 36).

A atividade de GST total nao foi significativamente diferente entre
0S grupos expostos ao pireno, em ambas as concentragdes e periodo de
exposi¢do. A atividade de GSTmic foi maior nas branquias de ostras
expostas a 100 pg/L de pireno que nos demais grupos apds 96 h de
exposicdo (Figura 35). As atividades de GST total e GSTmic ndo variaram
entre os grupos dos animais expostos ao fluoreno em ambos os periodos
de tempo (Figura 36).
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Figura 31. Niveis de transcritos de genes de fase | do sistema de
biotransformacdo em branquias de ostras C. gigas expostas a 50 pg/L (P50) ou
100 pg/L (P100) de pireno por 24 h e 96 h e o grupo controle (CT) respectivo. Os
niveis de transcritos dos genes CYP1-like, CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1 e
CYP17a-like estdo normalizados pela média geométrica dos niveis de transcritos
de EF e G3PDH e relativos ao grupo controle. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo (n=10). Letras diferentes representam diferenca
significativa entre os grupos, p<0,05.
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Figura 32. Niveis de transcritos de genes de fase Il do sistema de
biotransformacdo em branquias de ostras C. gigas expostas a 50 pg/L (P50) ou
100 pg/L (P100) de pireno por 24 h e 96 h e o grupo controle (CT) respectivo. Os
niveis de transcritos dos genes GSTQ-like, GSTmic-like e SULT-like estdo
normalizados pela média geométrica dos niveis de transcritos de EF e G3PDH e
relativos ao grupo controle. Os dados estdo expressos como média * erro
padrdo (n=10). Letras diferentes representam diferenca significativa entre os
grupos, p<0,05.
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Figura 33. Niveis de transcritos de genes de fase | do sistema de
biotransformacdo em branquias de ostras C. gigas expostas a 100 ug/L (F100)
ou 200 pg/L (F200) de fluoreno por 24 h e 96 h e o grupo controle (CT)
respectivo. Os niveis de transcritos dos genes CYP1-like, CYP2-like, CYP2AU2,
CYP356A1 e CYP17a-like estdo normalizados pela média geométrica dos niveis
de transcritos de EF e G3PDH e relativos ao grupo controle. Os dados estdo
expressos como média * erro padrdo (n=10). Letras diferentes representam
diferenca significativa entre os grupos, p< 0,05.

CYP1-like CYP2-like

20
1.5

TR

CT F100 F200 CT F100 F200 CT F100 F200 CT F100 F200
24h 9% h 24 h 96 h

=3
o

Niveis de transcritos relativos
ax
o

Niveis de transcritos relativos

CYP2AU2 CYP357A1

b 1.5
1.0
a a
0.5
0.5
0.0- 0.0
CT F100 F200 CT F100 F200
i | I |

CT F100 F200 CT F100 F200

Niveis de transcritos relativos
-
(=]

Niveis de transcritos relativos

2an ) %6 h ) an %6 h

CYP17 a-like

Niveis de transcritos relativos

0
CT F100 F200 CT F100 F200

24h 96 h



143

Figura 34. Niveis de transcritos de genes de fase Il do sistema de
biotransformacdo em branquias de ostras C. gigas expostas a 100 ug/L (F100)
ou 200 pg/L (F200) de fluoreno por 24 h e 96 h e o grupo controle (CT)
respectivo. Os niveis de transcritos dos genes GSTQ-like, GSTmic-like e SULT-like
estdo normalizados pela média geométrica dos niveis de transcritos de EF e
G3PDH e relativos ao grupo controle. Os dados estdo expressos como média *
erro padrdo (n=10). Letras diferentes representam diferencga significativa entre
os grupos, p<0,05.
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Figura 35. Atividades das enzimas GST total e GSTmic em branquias de ostras C.
gigas expostas a 50 pg/L (P50) ou 100 pg/L (P100) de pireno por24he9 heo
grupo controle (CT) respectivo. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo (n=9). Letras diferentes representam diferenca significativa entre os
grupos, p<0,05.
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Figura 36. Atividades das enzimas EROD, GST total e GSTmic em branquias de
ostras C. gigas expostas a 100 pg/L (F100) ou 200 pg/L (F200) de fluoreno por 24
h e 96 h e o grupo controle (CT) respectivo. Os dados estdo expressos como média
+ desvio padrdo (n=9). Letras diferentes representam diferenga significativa entre
os grupos, p<0,05.
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4.4 DISCUSSAO

O aumento da contaminagdo dos ambientes aquaticos gera um
interesse crescente sobre ferramentas sensiveis de biomonitoramento
ambiental. Em moluscos bivalves, a variacdo na expressao de genes de
biotransformacao, incluindo desde altera¢des no nivel de transcritos até
na atividade enzimatica, pode ser um potencial biomarcador de
contaminagdo aquatica, principalmente em resposta a contaminantes
ubiquos como os HPAs. Tendo em vista a auséncia de informacdes sobre
os efeitos da exposicdo isolada aos HPAs nos niveis de transcritos e
atividades de enzimas de biotransformacdo em bivalves, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito que a exposi¢do aos HPAs pireno e
fluoreno exerce nos niveis de transcritos dos genes de biotransformacgao
CYP1-like, CYP2-like, CYP2AU2, CYP356A1, CYP1l7a-like, GSTQ-like,
GSTmic-like e SULT-like e nas atividades das enzimas de
biotransformagdo EROD, GST total e GSTmic em C. gigas.

A queda na concentracdo de ambos HPAs na agua dos aquarios
com ostras em 24 h ocorre devido a absor¢do dos HPAs por esses
animais. A absorc¢do dos HPAs também pode ser observada ao final de
24 e 96 h de exposi¢cdo, em que concentragbes maiores de pireno e
fluoreno foram observadas nos tecidos dos animais expostos aos HPAs
em comparagao aos grupos controle e aos animais coletados no tempo
zero. A concentracdao de cada HPA parece ser maior nos tecidos dos
grupos expostos por periodo de tempo e a concentragdes maiores. Por
serem sésseis, filtradores e apresentarem baixa metabolizagdo de HPAs
(BUSTAMANTE et al., 2012; GOSLING, 2003), a bioacumulacdo desses
compostos é favorecida em moluscos bivalves. Esse processo é
observado em bivalves expostos a um Unico HPA em condi¢des de
laboratério (PIAZZA et al., 2016; ZACCHI et al., 2017) ou em organismos
que habitam ambientes contaminados (LEON et al., 2013; TORRES et al.,
2012).

Alguns HPAs apresentam meia-vida maior que o pireno e o
fluoreno em aquarios com ostras C. gigas. A meia-vida do fenantreno em
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aquarios com ostras C. brasiliana expostas a 100 ug/L desse HPA foi de
2,85 h (LUCHMANN et al., 2014), a meia-vida de pireno foi de 2,24 h e
do fluoreno de 5,93 h em aqudrios com ostras C. brasiliana expostas a
100 pg/L desses HPAs, respectivamente (ZACCHI, 2017), e a meia-vida
observada do BaP foi de 4,9 h em aqudrios com o mexilhdo Mytilus
galloprovincialis expostos a 100 pg/L desse contaminante (REY-
SALGUEIRO et al., 2017).

Ostras C. gigas acumulam HPAs dissolvidos em dgua rapidamente
(BUSTAMANTE et al., 2012). Em nivel celular, esses compostos devem
interagir com a membrana plasmatica antes de entrarem em contato
com o meio intracelular, entretanto, HPAs diluidos em agua nédo
interagem passivamente com as membranas bioldgicas (CASTELLI;
LIBRANDO; SARPIETRO; 2002; LIBRANDO; SARPIETRO; CASTELLI, 2003).
Dessa forma, o fluxo gerado pela filtragdo das branquias parece
desempenhar um papel fundamental para a absor¢do de HPAs nesses
organismos. A filtracdo pelas branquias em C. gigas pode atingir taxas de
4,8 L/h’Y, considerando animais com 1 g de tecido seco a 20 °C
(BOUGRIER et al., 1995) e esse processo provavelmente contribui para a
curta meia-vida observada para o pireno e o fluoreno na agua dos
aquarios com ostras. Devido a filtragdo, as branquias possivelmente
representam o principal 6rgdo de entrada de HPAs nas ostras, além
disso, esse 6rgdo acumula HPAs a partir da dgua com maior velocidade
e em maior concentracdo que os outros 6rgdos (BUSTAMANTE et al.,
2012).

O pireno apresentou um tempo de meia-vida na dgua menor do
que o fluoreno e, além disso, os tecidos das ostras apresentaram
concentragdes maiores de pireno do que fluoreno. Essas diferengas
podem ser atribuidas as diferengas de solubilidade em agua e de
lipofilicidade entre os HPAs. Tais propriedades podem alterar a
capacidade de cada HPA em interagir com as membranas celulares
(SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995). A solubilidade em agua do fluoreno
é 1,69 mg/L (MAY; WASIK; FREEMN, 1978), mais de 10 vezes maior do
que a solubilidade do pireno, que é de 0,135 mg/L (MILLER, 1985).
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A lipofilicidade é geralmente quantificada por meio do coeficiente
de particdo octanol-dgua (Log Particdo = Log Solutooctanoi — LoOg
Solutosgua). O uso desse parametro se baseia no fato da composicdo das
membranas plasmaticas ser variavel e um coeficiente especifico de
particdo entre membrana plasmdtica e meio aquoso para cada molécula
inviabilizaria uma comparacdo. Dessa forma, o coeficiente de particdo
octanol-agua permite comparar a particdo de moléculas entre
ambientes lipofilicos e hidrofilicos (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994).
O coeficiente de parti¢cdo octanol-agua do pireno é 5,22 e do fluoreno de
4,18 (BRUGGEMAN; VAN DER STEEN; HUTZINGER, 1982), o que
demonstra que apesar dos dois HPAs serem lipofilicos, o pireno é mais
lipofilico que o fluoreno.

Ambos HPAs s3o capazes de interagir com biomembranas
(CASTELLI; LIBRANDO; SARPIETRO; 2002; LIBRANDO; SARPIETRO;
CASTELLI, 2003). Entretanto, o maior coeficiente de particdo octanol-
agua do pireno, somado a sua menor solubilidade em agua, indica que
esse HPA apresenta uma maior interagcdo com as membranas celulares,
sendo assim absorvido mais rapidamente e em maior quantidade pelas
ostras.

Neste estudo, a andlise dos niveis de transcritos incluiu genes de
fase |, pertencentes a superfamilia CYP, e de fase ll, integrantes das
familias GST e SULT. Paralelamente, foram analisadas a atividade da
enzima EROD, de fase |, e GST total e GSTmic, ambas de fase Il.

Em vertebrados, as enzimas da familia CYP1 atuam no
metabolismo de compostos enddgenos e exdgenos, como o HAH e HPAs
(CAPDEVILA; HARRIS; FALCK, 2002; HU; BUNCE, 1999; INUI et al., 2014;
LEE et al., 2003; MCMANUS et al., 1990). Genes CYP1 tém sua expressdo
induzida por HPAs e outros substratos de membros da familia CYP1
devido a ativacdo do AHR por esses compostos (HAHN, 2002; HAHN;
KARCHNER; MERSON, 2017; MURRAY; PATTERSON; PERDEW, 2014).

Os genes CYP1-like analisados no presente estudo apresentam
cerca de 35% de identidade das sequéncias de aminoacidos deduzidas
com genes CYP1 de vertebrados (Vide Capitulo Ill), menos que os 40%
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necessarios para que ambos genes sejam considerados da familia CYP1
(NELSON, 2006). Apesar de ndo pertenceram a familia CYP1, os genes
CYP1-like representam os genes do genoma de C. gigas com maior
identidade com CYP1 de vertebrados.

O nivel de transcritos de CYP1-like ndo variaram em branquias de
ostras C. gigas expostas ao pireno e ao fluoreno, sugerindo que o AHR
de C. gigas ndo é ativado por esses HPAs ou que esses genes ndo sejam
modulados da mesma forma que os genes CYP1 de vertebrados (i.e. via
AHR). Apesar do genoma de C. gigas possuir um gene anotado como AHR
(ZHANG et al., 2012), pouco se conhece sobre a fungdo e possiveis
agonistas desse receptor nessa espécie. No bivalve Mya arenaria, o AHR
ndo é ativado pelos ativadores classicos de AHR: 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e B-naftoflavona (BNF) (BUTLER et
al., 2001). Os niveis de transcritos de genes CYP1-like ndo foram
alterados apds injecdo de ativadores classicos de AHR em M. edulis
(ZANETTE et al.,, 2013) e apds a exposicdo ao fenantreno na vieira
Nodipecten nodosus (PIAZZA et al., 2016). Adicionalmente, os niveis de
transcritos de genes CYPI1-like apresentaram baixa correlagdo com os
niveis de HPAs encontrados nos tecidos de C. virginica mantidas em
locais sob influéncia do derramamento de petréleo da Deepwater
Horizon (JENNY et al., 2016). Esses dados sugerem que o AHR ndo é
ativado por essas moléculas e/ou ndo esteja envolvido na regulacdo da
expressao desses genes em bivalves.

E possivel que esse receptor seja ativado por ligantes endégenos
ou apresente atividade constitutiva nesses organismos, diferindo do
papel de xenosensor que apresenta em vertebrados (HAHN; KARCHNER;
MERSON, 2017). Contrariamente a esses resultados, um nivel maior de
transcritos de CYPI1-like foi detectado nos bivalves C. brasiliana e C.
farreri expostos a diferentes HPAs (GUO et al., 2017; LUCHMANN et al.,
2015; TIAN; PAN; SUN, 2013; TIAN; PAN; ZHANG, 2014), sugerindo que
o efeito que HPAs exercem nos niveis de transcritos de genes CYP1-like
em bivalves seja espécie-especifico.
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A ativagdo do AHR muitas vezes culmina com o aumento na
atividade de enzimas CYP1, que pode ser medida por meio do ensaio
EROD (BURKE; MAYER, 1974; CHANG; WAXMAN, 2006) e cuja indugdo é
considerada um biomarcador da exposicio aos HPAs (BRUNSTROM;
BROMAN, NAF, 1991; GAGNON; RAWSON, 2017; WHYTE et al., 2000).

A atividade EROD foi demonstrada em ostras do género
Crassostrea e apresentou uma atividade maior em branquias de C.
brasiliana expostas ao pireno em relagdo ao controle (Capitulo Il e llI;
ZACCHI, 2017). A auséncia de detecg¢do de atividade EROD em C. gigas
no experimento de exposicdo ao pireno e apds 96 h de exposicao ao
fluoreno pode estar relacionada com variagcbes genéticas entre as
populagdes estudadas, uma vez que as ostras utilizadas nos ensaios dos
capitulos Ill e IV sdo provenientes de dois cultivos diferentes do
municipio de Floriandpolis. Além disso, a influéncia do estagio de
desenvolvimento, de maturagdo e o estado nutricional dos organismos
na atividade EROD ndo pode ser descartada. Curiosamente, a auséncia
de atividade EROD em branquias também foi descrita por Schlenk e
Buhler (1989), reforcando a hipdtese da influéncia de fatores genéticos
e fisioldgicos na expressdo dessa atividade.

As enzimas da familia CYP2 estdo envolvidas no metabolismo de
xenobidticos, farmacos e compostos enddgenos em vertebrados
(NELBERT; DALTON, 2006). Em humanos, representantes dessa familia
metabolizam 46% dos farmacos e 43% dos xenobidticos (RENDIC;
GUENGERICH, 2015). Enzimas da familia CYP2 de humanos também
estdo envolvidas no metabolismo de HPAs: a enzima CYP2C8 realiza a 3-
hidroxilagdo do BaP e CYP2C9 a ativagdo metabdlica de varios HPAs-diol
(SHIMADA et al., 2006; YUN; SHIMADA; GUENGERICH, 1992).

O nivel de transcritos do gene CYP2-like ndo variou em branquias
de C. gigas expostas ao pireno e ao fluoreno. Entretanto, os niveis de
transcritos de genes CYP2-like foram maiores em branquias de C.
brasiliana e de N. nodosus expostos ao fenantreno (LUCHMANN et al.,
2014; PIAZZA et al., 2016).
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Neste estudo, o CYP2AUZ2 apresentou maior nivel de transcritos
nos organismos expostos a 200 ug/L de fluoreno que os demais grupos
apoés 24 h. Em branquias de C. gigas, o gene CYP2AU2 também
apresentou niveis de transcritos maiores em animais expostos ao
ibuprofeno e ao esgoto sanitario (PESSATI et al., 2016; SERRANO et al.,
2015). O possivel ortdlogo de CYP2AU2 em C. brasiliana, o CYP2AU1,
apresentou maior nivel de transcritos em branquias, manto e glandula
digestiva em animais expostos ao fenantreno (DOS REIS et al., 2015;
LUCHMANN et al., 2014; ZACCHI et al., 2016).

Genes da familia CYP2 apresentam a transcricdo modulada pelo
AHR em vertebrados (RIVERA; SAARIKOSKI; HANKINSON, 2002; TIJET et
al., 2006). Entretanto, considerando que genes CYP1 estdo entre os
principais genes regulados pelo AHR em vertebrados e que o gene CYP1-
like ndo teve o nivel maior de transcritos nos grupos expostos aos HPAs,
é improvdvel que a ativagdo desse receptor pelo fluoreno esteja
ocorrendo. Dessa forma, supGe-se que a variagdo no nivel de transcritos
de CYP2AU2 envolva outro mecanismo de regulacgao.

O gene CYP356A1 de C. gigas apresenta relagdo filogenética com
as familias CYP17 (metabolismo de esteroides) e CYP1 (envolvida no
metabolismo de HPAs) (TOLEDO-SILVA et al., 2008), compartilhando até
36% de identidade com genes da familia CYP17 e até 33% com a familia
CYP1 de vertebrados. A expressao da proteina CYP356A1 é significativa
na glandula digestiva, branquias e génadas (RODRIGUES-SILVA et al.,
2015), apesar do padrdo de expressdo de proteinas nos tecidos ser
condizente com as fun¢des desempenhadas pelas familias com as quais
esse gene apresenta maior identidade, a fungdo desse gene em ostras
permanece desconhecida.

O nivel de transcritos desse gene foi maior em ostras expostas ao
esgoto doméstico (FLORES-NUNES, 2015; MEDEIROS et al.,, 20083;
MEDEIROS et al., 2008b) e a neurotoxina brevetoxina da alga Karena
brevis (MELLO et al., 2012). O maior nivel de transcritos desse gene
devido a exposi¢cdo ao esgoto sanitario ndo é atribuido a presenca de
alquilbenzenos lineares (comuns em produtos de limpeza e de higiene
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pessoal) e ao farmaco ibuprofeno, ambos comumente encontrados no
esgoto (FLORES-NUNES et al., 2015; SERRANO et al., 2015). O nivel de
transcritos do gene CYP356A1 ndo variou com a exposi¢cao ao pireno e
ao fluoreno, indicando que esses compostos também ndo sdo capazes
de induzir a expressdao desse gene em C. gigas. Interessantemente,
branquias de C. brasiliana expostas ao fenantreno tiveram o nivel de
transcritos de CYP356A1-like maior que o grupo controle (LUCHMANN
et al., 2014).

A enzima CYP17a, denominada de citocromo P450 17a-
hidroxilase/17,20-liase (CYP17a) é uma enzima microssomal que
apresenta duas atividades cataliticas distintas: 17a-hidroxilase e 17,20-
liase. Essa enzima atua com ambas as fung¢des cataliticas durante a
esteroidogénese, em um ponto de intersecdo da produgdo de
glicocorticoides, mineralocorticéides e hormonios sexuais (LIU; YAO;
PAPADOPOQULQOS, 2005; YADAV et al., 2015). A maior parte da via de
sintese de esteroides é encontrada em moluscos (FERNANDES; LOI;
PORTE, 2011), incluindo genes CYP17a (TIAN; PAN; SUN, 2013; ZANETTE
et al., 2010). Entretanto, a relacdo de ortologia e de fungdo entre esses
genes e os de vertebrados ndo esta estabelecida (GOLDSTONE et al.,
2016). Os HPAs podem agir como desreguladores enddcrinos em
vertebrados, com mecanismos de a¢do diversos (ZHANG et al., 2016b),
dentre esses mecanismos estd a inibicdo da enzima CYP17qa, que afeta
sintese de hormonios esteroides (ROCHA MONTEIRO; REIS-HENRIQUES;
COIMBRA , 2000). Em bivalves, foi demonstrado que a exposi¢cdo aos
HPAs causa alteracdo no nivel de transcritos do gene CYP17a (DENG et
al.,, 2016; LUCHMANN et al., 2015; TIAN; PAN; SUN, 2013) e dos
hormonios 17B-estradiol, testosterona e progesterona, podendo induzir
a toxicidade gonadal (TIAN et al., 2015). Entretanto, ndo foi observado
um efeito da exposi¢cdo ao pireno e ao fluoreno no nivel de transcritos
de CYP17a em ostras C. gigas.

A funcdo intracelular de GSTQ n&o foi completamente elucidada,
mas parece estar relacionada a resposta celular ao estresse
(BURMEISTER et al., 2008; KIM et al., 2012). Apds o estresse oxidativo,
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algumas proteinas podem formar adutos S-tiois entre a glutationa e
cisteina, o que inativa a funcdo enzimatica. A GSTQ atua na
deglutationizagdo, ou seja, na redugdo dos adutos do tipo S-tiol,
permitindo a restauragdo da atividade enzimatica (BOARD et al., 2000;
MENON; BOARD, 2013).

Ostras expostas a 200 pg/L de fluoreno apresentaram nivel de
transcritos de GSTQ-like maior que os demais grupos apos 24 h de
exposic¢ao. Diversos trabalhos mostram um nivel de transcritos de GSTQ-
like maior em C. gigas expostas a contaminantes e misturas ambientais,
como ao fdrmaco ibuprofeno, ao pesticida glifosato, a FAA de éleo diesel
e ao esgoto sanitario (BOUTET; TANGUY; MORAGA, 2004a; 2004b;
FLORES-NUNES et al., 2015; SERRANO et al., 2015). Além disso, bivalves
expostos a estresses fisicos, quimicos e bioldgicos, que incluem metais,
HPAs, HAHs (WAN et al., 2009), estresse térmico (LIM et al., 2016),
dinoflagelado produtor de neurotoxina Prorocentrum lima (ZOU et al.,
2015) e o parasita Bonamia ostreae (MORGA et al., 2011), apresentam
nivel maior de transcritos de GSTQ-like, o que sugere que essa variacdo
seja uma resposta genérica ao estresse, o que é condizente com a fungdo
sugerida para essa enzima.

A GSTmic apresenta ampla especificidade de substrato, incluindo
CDNB (MORGENSTERN; GUTHENBERG; DEPIERRE, 1982). Essa enzima
pode metabolizar metabdlitos de HPAs, como de BaP e, além da
atividade GST, catalisar a reducdo de hidroperdxidos de lipideos
dependente de glutationa. Entre esses hidroperdxidos estdo
hidroperdxidos organicos, de acidos graxos e de fosfolipideos
(JOHANSSON et al.,, 2010; SIRITANTIKORN et al., 2007; MOSIALOU;
MORGENSTERN, 1989). Essas enzimas apresentam uma funcdo
importante na protecdo contra a peroxidacao lipidica em condicdes de
estresse oxidativo (MOSIALOU et al.,, 1993). O estresse oxidativo
desencadeado pela exposicdo aos HPAs tem sido amplamente
demonstrado em bivalves (SUREDA et al., 2013; XIE et al., 2017). Apesar
do nivel de transcritos de GSTmic nao ter alterado nos grupos expostos
ao pireno e fluoreno em relagdo aos grupos controle, a atividade de
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GSTmic foi maior em ostras expostas a 100 pg/l de pireno do que nos
demais grupos apds 96 h de exposi¢cdo. A maior atividade de GSTmic nos
animais expostos ao pireno sugere um papel protetor contra o estresse
oxidativo nesses animais.

Apesar da variagdo nos niveis de transcritos de GSTmic nao ter
sido observada nas ostras expostas ao pireno, outros processos podem
estar envolvidos na variacdo dessa atividade enzimatica. A atividade de
GSTmic foi ativada por metabdlitos de hidrocarbonetos aromaticos
como benzenotriol e benzoquinona (WALLIN; MORGENSTERN, 1990),
sugerindo que o aumento da atividade GSTmic detectada pode ser
consequéncia de uma ativacdo direta dos metabdlitos do pireno nessa
enzima.

O nivel de transcritos de outro gene de biotransformacgao da fase
Il analisado, SULT-like, foi maior nas branquias dos animais expostos a
200 pg/L de fluoreno dos que nos demais grupos apds 24 h. Os HPAs
sulfatados sdo os principais metabdlitos conjugados gerados em
anfibios, crustaceos e em algumas espécies de peixe (IKENAKA et al.,,
2006; 2013; UEDA et al., 2011) e sdo produtos da biotransformacdo em
moluscos (BEACH; QUILLIAM; HELLOU, 2009; SHOFER; TJEERDEMA,
1993). Ostras C. brasiliana e vieras N. nodosus apresentaram niveis de
transcritos de genes SULT-like maiores quando expostas ao fenantreno
(LUCHMANN et al., 2015; PIAZZA et al., 2016) e a atividade SULT foi
maior em vieras C. farreri expostas aos HPAs: criseno, BaP e a uma
mistura de criseno e BaP (GUO et al., 2017), sugerindo que essa enzima
tenha um papel importante no metabolismo de HPAs em bivalves.

Diversos trabalhos mostram a variacdo em niveis de transcritos
de genes de biotransformagdao em moluscos bivalves expostos aos HPAs,
sugerindo a existéncia de um mecanismo de regulacdo na expressdo
desses genes ativada por HPAs. Entretanto, a participacdo do AHR nessa
regulacdo ainda ndo foi estabelecida. Outros fatores de transcricdo
associados ao controle da expressdo de genes de biotransformacao
também podem estar envolvidos na regulagdo génica. Recentemente,
foram descritos 43 genes de receptores nucleares em C. gigas (VOGELER



155

et al., 2014), dentre eles o grupo NR1J, que pode participar na resposta
do estresse causado por xenobidticos em invertebrados (KING-JONES et
al., 2006; LINDBLOM; PIERCE; SLUDER, 2001). Esse grupo de receptores
poderia ser candidato para regulacdo da expressdo dos genes de
biotransformagdo. A elucidacdo dos mecanismos de regulagdo da
transcricdo de genes de biotransformacdo em resposta a contaminantes
ambientais em bivalves é um desafio que auxiliara na compreensdo do
metabolismo de xenobidticos nesses organismos e podera se tornar uma
ferramenta no biomonitoramento da contaminagdo ambiental.

4.5 CONCLUSOES

Apds exposicdo das ostras da espécie C. gigas aos HPAs pireno e
fluoreno por 24 e 96 h, foram obtidas as seguintes conclusdes:
¢ O tempo de meia-vida do pireno na agua foi menor do que do
fluoreno e a concentragdo de pireno nos tecidos das ostras foi maior do
que o fluoreno, o que possivelmente estd relacionado com a maior
interacdo do pireno com membranas bioldgicas devido a sua menor
solubilidade em dgua e a maior lipofilicidade;
¢ Aatividade EROD nao foi detectada no experimento de exposi¢ao ao
pireno e no tempo de 96 h do fluoreno, indicando que um fator genético
ou fisioldgico possa influenciar na atividade dessa enzima;
¢ A exposicdo ao pireno ndo teve efeito nos niveis de transcritos dos
genes envolvidos no sistema de biotransformacgao analisados;
¢ A atividade enzimatica de GSTmic em branquias de ostras expostas a
100 pg/L de pireno foi maior do que nos demais grupos apds 96 h, o que
sugere um papel protetor dessa enzima contra o estresse oxidativo em
branquias desse grupo de animais;
¢ A exposicdo ao fluoreno ndo teve efeito na atividade das enzimas de
de biotransformacao analisadas;
¢ Os niveis de transcritos dos genes CYP2AU2, GSTQ-like e SULT-like
foram maiores no grupo exposto a 200 pg/L de fluoreno apds 24 h, o que
sugere que os produtos desses genes estejam envolvidos no
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metabolismo desse HPA. O mecanismo pelo qual o fluoreno aumentou
os niveis desses transcritos ndo foi estabelecido, mas pode envolver a
participacdo de outro xenosensor em moluscos que ndo o AHR.
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4.6 INFORMAC()ES SUPLEMENTARES
Andlise dos genes candidatos a gene referéncia

Os genes 28S, G3PDH e EF foram selecionados como candidatos a
gene referéncia para normalizar a expressdo dos genes alvo.
Informacdes sobre os iniciadores e sobre os ensaios estdo descritas na
secdo de métodos deste capitulo.

Com o objetivo de verificar se os niveis de transcritos desses
genes variaram entre os grupos expostos a um dos HPAs e o grupo
controle respectivo, em cada periodo de tempo, a variacdo no nivel de
transcritos dos genes foi testada e analisada por meio do método 2
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os dados estdo apresentados relativizados
pelo grupo controle respectivo. As analises estatisticas realizadas estdo
descritas na se¢do de métodos deste capitulo.

O nivel de transcritos do gene 28S foi maior no grupo tratado com
50 pg/L de pireno em relagcdo ao grupo controle e ao grupo tratado com
100 pg/L de pireno, apds 24 h de exposicdo (Figura 37). Os niveis de
transcritos dos genes EF e G3PDH nao variaram entre os grupos expostos
a0 pireno e seus grupos controle respectivos e esses dois genes foram
selecionados como genes referéncia para esse experimento. Dessa
forma, a média geométrica entre os genes EF e G3PDH foi utilizada para
normalizar os dados do experimento de exposicdo ao pireno (24 h:
p=0,35 e 96 h: p=0,76) (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Apesar de ndo haver variagdo nos niveis dos transcritos de 288,
G3PDH e EF entre os grupos de animais expostos ao fluoreno, em 24 e
96 h (Figura 38), optou-se por normalizar os dados pelos niveis de
transcritos dos genes EF e G3PDH (calculados pela média geométrica)
(24 h: p=0,67 e 96 h: p=0,86), assim como no experimento de exposi¢do
ao pireno.
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Figura 37. Niveis de transcritos de 28S, G3PDH, EF e EF+G3PDH em branquias de
ostras C. gigas expostas a 50 pg/L (P50) ou 100 pg/L (P100) de pireno por 24 h e
96 h e o grupo controle (CT) respectivo. Os niveis de transcritos dos genes (2°¢9)
estdo relativos ao grupo controle. Os dados estdo expressos como média +
desvio padrdo (n=10). Letras diferentes representam diferenca significativa
entre os grupos, p<0,05.
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Figura 38. Niveis de transcritos de 28S, G3PDH, EF e EF+G3PDH em branquias de
ostras C. gigas expostas a 100 ug/L (F100) ou 200 pg/L (F200) de fluoreno por
24 h e 96 h e o grupo controle (CT) respectivo. Os niveis de transcritos dos genes
(2¢9) estdo relativos ao grupo controle. Os dados estdo expressos como média
+ desvio padrdo (n=10).

288 G3PDH

1.5
0.5+ i ‘ \
0.0-

CT F100 F200 CT F100 F200

2.0

1.5

:ﬁﬁi

CT F100 F200 CT F100 F200

°
o

Niveis de transcritos relativos
Niveis de transcritos relativos
5
7

24 h 96 h 24 h 96 h

EF G3PDH+EF

ﬁﬁi ﬁﬁi ﬁﬁi

CT F100 FZDU CT F100 F200 CT F100 F200 | CT F100 F200
}

Niveis de transcritos relativos
(=]

Niveis de transcritos relativos
-
o

24 h 96 h 24 h 96 h



160



161

5 CAPITULO V: COMENTARIOS E CONCLUSOES FINAIS

O sistema de biotransformacdo em moluscos e outros
invertebrados é pouco conhecido. Em geral, a fungdo e o mecanismo de
regulacdo desses genes e enzimas ndo foram elucidados em
invertebrados. As informacbGes atualmente disponiveis incluem a
presenga de genes envolvidos nesse sistema em genomas e
transcriptomas e deteccdo de atividade de enzimas de fase | e Il (JENNY
et al., 2016; LIVINGSTONE, 1998; LUCHMANN et al., 2015; REWITZ et al.,
2006; SIEBERT et al., 2017a; ZHANG et al., 2012).

Estudos abordando a biotransformacdo em invertebrados, na
maioria das vezes, assumem que pelo menos parte da fun¢do desses
genes e enzimas seja conservada entre esses organismos e o0s
vertebrados. A razao da comparagdao com os grupos vertebrados, em
geral, ndo apresenta uma base evolutiva, mas ocorre devido a ampla
literatura disponivel sobre os vertebrados em comparag¢do aos demais
grupos animais. Portanto, é preciso considerar que ao longo do processo
evolutivo novas fun¢des podem ter sido adquiridas por genes envolvidos
no sistema de biotransformacdo e, da mesma forma, a regulacdo da
transcricao desses genes pode diferir dos grupos vertebrados.

Em vertebrados, as enzimas CYP1 ja foram caracterizadas em
relacdo a sua atividade e especificidade (com o uso de diversos
substratos) e regulagdo génica (por meio de AHR e seus elementos de
resposta no DNA e caracterizagdo de agonistas/antagonistas). Em
moluscos, ha genes CYP1-like cuja identidade com CYP1 de vertebrados
pode representar evidéncia de genes homadlogos ou uma convergéncia
evolutiva (caso CYP1 e CYP1-like ndo tenham se originado a partir de um
gene ancestral comum). Existe também a evidéncia da presenca de AHR,
cujos genes alvos e agonistas permanecem desconhecidos.

Tendo em vista o descompasso entre os estudos com vertebrados
e invertebrados, a adaptacdo de ensaios enzimaticos de vertebrados
para invertebrados é uma abordagem comum, mas que nem sempre
representa o ensaio/substrato mais apropriado. E importante ressaltar
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que o uso desses ensaios em invertebrados tem sua importancia no
campo da Bioquimica e Fisiologia Comparada e Biologia Evolutiva.

A atividade enzimatica de EROD foi detectada em C. brasiliana e
C. gigas (Capitulo Il e lll). Em C. brasiliana, essa atividade esta presente
em glandula digestiva e branquias, enquanto que em C. gigas essa
atividade estd presente apenas nas branquias. Em C. brasiliana a
atividade EROD é dependente apenas de NADPH, enquanto em C. gigas
essa atividade pode ser demonstrada na presenca de NADH. Além disso,
inibidores classicos de CYP1 foram capazes de inibir essa atividade
enzimdatica em ambas as espécies. Em C. brasiliana, o inibidor ELP inibiu
a atividade EROD e em C gigas o CTZ. O fato da atividade EROD ser
inibida por inibidores classicos de enzimas CYP1 de vertebrados indica
uma relagdo de funcdo/estrutura conservada entre as enzimas desses
dois grupos. Ja a presenca de atividade em tecidos diferentes e respostas
as coenzimas e aos inibidores distintas, sugere que essas enzimas
possam ter atuagGes diferentes em C. brasiliana e C. gigas. A abordagem
de modelagem molecular permitiu sugerir genes candidatos para a
atividade EROD em C. gigas, CYP1-like 1 e CYP1-like 2. A auséncia de
informacdes sobre sequéncias completas de genes CYP1-like em C.
brasiliana inviabilizou a realizagdo da mesma andlise nessa espécie.

Em C. gigas, a atividade EROD ndo foi detectada no experimento
de exposicdo aos HPAs pireno e fluoreno (Capitulo 1V), incluindo o grupo
controle. Como a auséncia de atividade EROD em C gigas ja foi relatada
na literatura cientifica, atribui-se essa variacdo a diferengas em nivel de
populagdo (que incluiria diferengas genéticas entre as populagdes) e de
individuo (parametros fisioldgicos que podem incluir estado alimentar,
estagio de desenvolvimento, entre outros). Dessa forma, mais estudos
precisam ser realizados para caracterizar a atividade EROD em func¢do de
fatores genéticos, reprodutivos, abidticos e nutricionais.

Ostras C. gigas expostas ao fluoreno tiveram maiores niveis de
transcritos dos genes de biotransformagdo CYP2AU2, GSTQ-like e SULT-
like. Outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa tém demonstrado
maiores niveis de transcritos de genes envolvidos no sistema de
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biotransformacdo em resposta a exposi¢cdo aos HPAs em bivalves (DOS
REIS et al., 2015; FLORES-NUNES et al., 2015; LUCHMANN et al., 2014,
2015; PIAZZA et al., 2016; MEDEIROS et al., 2008a, 2008b; PESSATI et al.,
2016; RODRIGUES-SILVA et al., 2015; SERRANO et al., 2015; ZACCHI et
al., 2016) e sugerem que exista um xenosensor (fator de transcri¢do)
dessas moléculas nesses organismos. Comparando-se com vertebrados,
o principal candidato para xenosensor seria o AHR, entretanto, a
participacdo desse receptor nesse mecanismo em bivalves ndo esta
clara. Além disso, a fun¢do dos produtos dos genes de biotransformacao
no metabolismo de HPAs nao foi completamente esclarecida.

Varias questdes sobre a atividade CYP1-/ike e o efeito de HPAs na
biotransformac¢do de ostras do género Crassostrea ainda precisam ser
elucidadas. Das quais, destacam-se: qual a relagao evolutiva de CYP1-like
de C. gigas, C. brasiliana e a familia CYP1 de vertebrados? Existem
fatores genéticos ou fisioldgicos que influenciam na atividade EROD em
C. gigas? O AHR é um fator de transcricdo que estd atuando na regulacdo
de genes do sistema de biotransformagao?

Assim, pontuam-se as conclusdes deste trabalho:

e A atividade EROD foi demonstrada na fracdo microssomal de
branquias e glandula digestiva de C. brasiliana e de branquias de C.
gigas;

e Em C  brasiliana, as condicbes de pH e temperatura foram
estabelecidas em 7,4 e 30 °C, respectivamente;

¢ Aatividade EROD detectada estd acima do limite de quantificacdo do
método e apresenta velocidades semelhantes as observadas para outros
grupos de animais;

e Os parametros cinéticos da atividade EROD em C. brasiliana e C. gigas
revelaram perfis tipicos de enzimas que apresentam uma cinética de
Michaelis-Menten, com baixa Vmax € alto Kmapp €m comparagdo com a
atividade EROD de outros animais, o que poderia explicar o alto
potencial de bioacumulag¢do de HPAs nesses animais;
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¢ O NADPH é a principal coenzima que transfere elétrons para a
atividade EROD em C. brasiliana e C. gigas;

e 0 estudo in vitro com inibidores de CYP1 indicaram que uma enzima
CYP1-like provavelmente é responsavel pela deetilagdo da 7-ER em C.
brasiliana e C. gigas;

e Os produtos génicos de CYP1-like 1 e CYPI1-like 2 sdao candidatos
plausiveis para realizar a atividade EROD observada em branquias de C.
gigas;

¢ Aatividade EROD nao foi detectada no experimento de exposi¢ao ao
pireno e no tempo de 96 h do fluoreno, indicando que um fator genético
ou fisioldgico influencie na atividade dessa enzima em C. gigas;

¢ A exposicdo ao pireno ndo teve efeito nos niveis de transcritos dos
genes envolvidos no sistema de biotransformagdo analisados,
entretanto, a atividade GSTmic foi maior em branquias de ostras C. gigas
expostas a 100 pg/L de pireno por 96 h em relagdo aos demais grupos
expostos por esse periodo, o que sugere um papel protetor dessa enzima
contra o estresse oxidativo em branquias desse grupo de animais;

¢ Os niveis de transcritos dos genes CYP2AU2, GSTQ-like e SULT-like
foram maiores nos animais expostos a 200 pg/L de fluoreno por 24 h em
relagdo aos demais grupos expostos pelo mesmo periodo. O mecanismo
pelo qual o fluoreno aumentou os niveis desses transcritos ndo foi
estabelecido, mas pode envolver a participagdo de um xenosensor em
moluscos;

¢ A exposicdo ao fluoreno ndo teve efeito na atividade das enzimas de
biotransformacdo EROD, GST total e GSTmic.
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