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RESUMO

A 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) é membro de um grupo de
contaminantes ambientais conhecido como hidrocarboneto aromatico policlorinato e
pode ser formada durante o processo de branqueamento com cloro, utilizado por
fabrica de celulose e papel e como um subproduto da fabricacdo de determinados
produtos quimicos. Uma vez associado a ligantes como a TCDD, o receptor de
hidrocarboneto arila (AHR) é translocado para o nucleo onde ira formar um dimero
com o translocador nuclear do receptor hidrocarboneto arila (ARNT). O heterodimero
AHR/ARNT formado regula a expressdo de uma série de genes envolvidos na
resposta celular a mudangas ambientais e a condigbes de desenvolvimento. Entre
0s genes, esta o que codifica para NTPDase2 (previamente conhecida como ecto-
ATPase). Com isso, torna-se importante avaliar a exposi¢édo aguda (in vivo) da
TCDD sobre a hidrélise de ectonucleotidases em membranas cerebrais de zebrafish.
As ectonucleotidases sao enzimas capazes de hidrolisar os nucleotideos e inativar a
sinalizagcdo mediada pelos nucleotideos extracelulares. Entre as ectonucleotidases,
destacam-se as NTPDases e a ecto-5-nucleotidase. A atividade de NTPDase
demonstrou que né&o houve diferenga significativa na hidrélise de ATP e de ADP,
bem como de AMP em membranas cerebrais de zebrafish. Estas descobertas
parecem ser importantes para reforgar a idéia de que a indugéo do gene que codifica
a NTPDase2 pode nao ser um fator geral da toxicidade de TCDD. No entanto, mais
estudos utilizando doses mais elevadas de TCDD e exposi¢céo a longo prazo sé&o

necessarias.

Palavras chave: dioxina, TCDD, zebrafish, ectonucleotidades



ABSTRACT

The 2,3,7,8-tetrachlorodibenzeno-p-dioxin (TCDD) is a member of a group of
environmental contaminants known as polychlorinated aromatic hydrocarbon and
can be formed during the chlorine bleaching process used by pulp and paper and as
a byproduct of the manufacture of certain chemicals. Once associated with ligands
such as TCDD, the aryl hydrocarbon receptor (AHR) is translocated into the nucleus
where it will form a dimer with nuclear translocator aryl hydrocarbon receptor (ARNT).
The heterodimer AHR/ARNT formed, regulates the expression of a number of genes
involved in cellular response to environmental changes and development conditions.
Among the genes, is the coding for an ecto-ATPase (NTPDase2). Thus, it becomes
important to assess the acute exposure (in vivo) of TCDD on the hydrolysis of
ectonucleotidases in zebrafish brain membranes. The ectonucleotidases are
enzymes capable of hydrolyzing the nucleotides and inactivating the signaling
mediated by extracellular nucleotides. Among the ectonucleotidases, there are the
NTPDase and ecto-5'-nucleotidase. The NTPDase activity showed no significant
difference in the hydrolysis of ATP and ADP, as well as in AMP in menbranes of
zebrafish. These findings seem to be important to reinforce the idea that NTPDase2
gene induction cannot be a general pathogenic factor in TCDD toxicity. However,
further studies using either higher doses of TCDD and long-term exposure are

required.

Keywords: dioxin, TCDD, zebrafish, ectonucleotidades
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1. CAPITULO 1 - INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Zebrafish

O zebrafish ou peixe-zebra € um pequeno teledsteo (3-4cm) de agua doce,
da familia Cyprinidae, que vem sendo considerado um modelo ideal para estudos de
numerosas doengas humanas (Sloman et al., 2003; Best and Alderton, 2008) (Figura
1).

Existem inumeras vantagens para utilizacdo de zebrafish (Danio rerio) como
modelo para estudo experimental toxicolégico (Spitsbergen e Kent, 2003), tais como:
embrides claros o que o torna mais atrativo como modelo de estudo (Hill et al.,
2005), capacidade de absorver rapidamente substancias quimicas diretamente da
agua, baixo custo, requer pouco espagco para manutencdo, alta producdo de
embrides por ano e apresentam maturacao sexual em quatro meses (Dodd et al.,
2009). Além disso, este peixe combina a relevancia de ser um vertebrado com a
escala de estudo de um organismo invertebrado (Goldsmith, 2004; Hill et al., 2005).

O interesse pelo zebrafish pode ser observado pelo grande numero de
laboratorios que utilizam este teleésteo como modelo experimental em suas
pesquisas e pelo crescimento exponencial do numero de estudos publicados que
envolvem esta espécie (Barbazuk et al., 2000; Carvan Ill et al., 2000; Sprague et al.,
2001; Zon and Peterson, 2005; Lieschke and Currie, 2007; Gerlai et al., 2009).

Figura 1 - Zebrafish (Danio rerio).

Adaptado de: www.focusonnature.be/files/images/zebra.preview.jpg
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1.1.2 2,3,7,8-TCDD

A 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) (Figura 2) € membro de um
grupo de contaminantes ambientais conhecido como hidrocarboneto aromatico
policlorinato, que inclui bifenila policlorinato (PCBs), dibenzenofuranos (PCDFs) e
dibenzeno-p-dioxina (PCDDs) (Zodrow et al., 2004).

Esta dioxina pode ser formada durante o processo de branqueamento com
cloro, utilizado por fabrica de celulose e papel e como um subproduto da fabricagéo
de determinados produtos quimicos. Além disso, ela é primeiramente langada para o
ambiente durante a combustdo de combustiveis fésseis (incluindo veiculos a motor)
e madeira, bem como em processos de incineracao (Agency for Toxic Substances
and Disease Registry (ATSDR), 1998).

A TCDD tem gerado preocupac¢des devido a sua persisténcia e seu potencial
toxicoloégico, e por ser difundida em concentragbes crescentes, sendo encontrada
em zonas aquaticas perto de centros urbanos (Van Metre et al., 2000; Borghesi et
al., 2008).

Esta dioxina interfere no crescimento e diferenciacdo celular e, em
consequéncia, promove um grande numero de respostas adversas em animais de
laboratério bem como em seres humanos (Poland e Knutson, 1982).

Os principais sintomas agudos a partir da exposi¢gdo de seres humanos a
niveis elevados de 2,3,7,8-TCDD no ar, estédo relacionados com uma condi¢ao de
acne severa que pode ser visivel durante os primeiros meses de exposi¢cédo. Estudos
em humanos principalmente em trabalhadores expostos a 2,3,7,8-TCDD por
inalagdo, encontraram uma associacdao entre a TCDD e céncer de pulméo,
sarcomas de tecidos moles, linfomas e carcinomas do estdbmago (U.S.

Environmental Protection Agency, 1997).
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Figura 2 — Estrutura quimica da 2,3,7,8-TCDD
Adaptado de: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4f/Tcdd2378.png

1.1.3 TCDD e Zebrafish

Os peixes estdo entre os vertebrados que apresentam maior sensibilidade a
toxicidade da TCDD, especialmente durante os primeiros estagios do
desenvolvimento (Peterson et al., 1993). Por esta raz&do, nos ultimos anos, o
zebrafish tem-se tornado cada vez mais, um modelo atrativo para estudar os efeitos
toxicos gerados pela TCDD. Os sinais da toxicidade apresentados durante o
desenvolvimento de zebrafish sdo essencialmente os mesmos encontrados em
outras espécies de peixes e incluem: redugdo do fluxo sanguineo, edema
pericardico, malformagdes craniofaciais, retardo no crescimento, edema no saco
vitelinico, redugdo da capacidade cardiaca, anemia e desbalanco na bexiga
natatoria, seguida de morte (Henry et al., 1997; Belair et al., 2001, Teraoka et al.,
2002; Zodrow et al., 2004).

Em estudo realizado por Bugiak e Weber (2009), foram injetados em
zebrafish adultos, TCDD em concentracdo de 20upg/kg por animal (Zodrow e
Tanguay, 2000; Zodrow et al., 2004). Esses animais foram observados durante 24
horas ap6s a inje¢ao e nenhuma morte havia ocorrido.

A utilizacdo de zebrafish como modelo para estudo da toxicidade de TCDD
foi essencial para identificar e caracterizar vias sinalizadoras de AHR, e hoje, muito

se sabe sobre este composto (Prasch et al., 2003).
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1.1.4 Efeitos da exposi¢dao a TCDD

A TCDD promove também uma toxicidade multisistémica que inclui
imunotoxicidade, cardiotoxicidade, toxicidade reprodutiva (Bugiak e Weber, 2009) e
indugcdo de enzimas envolvidas na metabolizagdo de xenobidticos (Poland e
Knutson, 1982; Safe, 1986). Muitos dos efeitos tdxicos e respostas adaptativas
bioquimicas a TCDD apresentadas por diferentes espécies sdo mediadas pelo
receptor hidrocarboneto arila (AHR) (Safe, 1986; Hahn et al., 1997).

Os efeitos de TCDD nos niveis de AHR sao dependentes da dose, duragéo
de exposi¢do, tecido ou organismo estudado (Franc et al., 2001). Uma vez
associado aos ligantes como a TCDD, o receptor citoplasmatico AHR é translocado
para o nucleo onde ira formar um dimero com o translocador nuclear do receptor
hidrocarboneto arila (ARNT) (Zodrow et al., 2003, Jenny et al, 2009). O heterodimero
AHR/ARNT formado ira interagir com os elementos regulatérios responsivos a
hidrocarbonetos aromaticos (AHRESs) regulando a expresséo de uma série de genes
envolvidos na resposta celular a mudancas ambientais e a condicbes de
desenvolvimento (Gu et al., 2000).

Isoformas de AHR sao designadas como AHR1 e AHR2 (Hahn et al., 1997).
Dados provenientes da analise do padrédo de expressao tecidual e da analise
funcional sugerem que o receptor AHR2 seja responsavel por mediar a toxicidade da
TCDD durante o desenvolvimento de zebrafish (Andreasen et al., 2002). Em
zebrafish, ja foram identificados zfAHR1a, zfAHR1b e zZfAHR2 (Tanguay et al., 1999;
Andreasen et al., 2002; Karchner et al., 2005). Estudos em embrides de zebrafish
sugerem que zfAHR2 e ndo zfAHR1 estd envolvido com o desenvolvimento
toxicoldgico de TCDD (Prasch et al., 2003). Quatro variantes de zZFARNT2 (zf ARNT2
a, b, ¢ e x) foram clonadas e caracterizadas (Mathew et al.,, 2005).
Interessantemente, apenas a forma ARNT2b foi demonstrada por ser
transcricionalmente ativa com o AHR2 e capaz de formar um heterodimero funcional
(AHR2/ARNT2b) in vitro (Tanguay et al., 2000).

Foi realizada a analise do padrédo de expressdo temporal e espacial de
AHR2 e ARNT2 em embrides e adultos de zebrafish. A co-expressao de mRNA de
AHR2, ARNT2a e ARNT2b/c foi identificada 24, 36, 48, 72 e 120 horas apés a
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fertilizag&o (hpf), com ou sem inducao pela TCDD, e em adultos, sem indug&o. Os
transcritos foram identificados em diversos tecidos. Além disto, AHR2 e ARNT2
devem estar envolvidos no desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso, ja
que seus transcritos estdo também presentes no cérebro e 6rgdos sensoriais
(Andreasen et al., 2002).

Além de AHR2, estudos mais recentes sugerem que outra proteina, a
AHR1B, poderia responder eficientemente a TCDD e ativar genes alvo que estéo
sob controle de AHR, em zebrafish (Yin et al., 2008). Em um estudo realizado por
Karchner et al. (2005), demonstrou-se que AHR1B, codifica uma proteina funcional
AHR, expressa durante o desenvolvimento e, portanto, desempenha um papel
fisiologico importante.

No nucleo, o complexo AHR/ARNT atua como um fator de transcrigdo que
altera a expressao de diversos genes como CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1 (Witlock,
1999; Nebert et al., 2000).

Em um estudo realizado por Yin et al. (2008), foi sugerido que CYP1B1 nao
esta envolvido com o desenvolvimento toxicoldgico de dioxina em zebrafish.

O gene CYP1A, que codifica para o citocromo P4501A, é o mais bem
caracterizado gene alvo para o dimero AHR/ARNT. O aumento da expressédo de
CYP1A por TCDD tem sido correlacionado com diversas respostas toxicas durante o
desenvolvimento de zebrafish e o citocromo P4501A postulado como mediador
destas respostas (Andreasen et al., 2002; Dong et al., 2002; Teraoka et al., 2003;
Zodrow et al., 2004). Entretanto, embora participe de algumas das repostas
induzidas pela exposi¢édo a TCDD, foi demonstrado que o citocromo P4501A né&o
representa o principal mediador a toxicidade da TCDD durante o desenvolvimento
de zebrafish. Foi empregada a metodologia “oligonucleotideos morfolino anti-senso”
(sa@o inibidores especificos da tradug¢ao — oligonucleotideos complementares que se
ligam a regides especificas do mMRNA e bloqueiam o acesso aos ribossomos) para
impedir a expressao do citocromo P4501A em embrides de zebrafish. Embora a
estratégia empregada tenha efetivamente impedido a sintese do citocromo P4501A,
ndo ocorreu a prevenc¢ao de muitos dos efeitos finais da toxicidade a TCDD durante
o desenvolvimento de zebrafish. Portanto, deve existir um modelo alternativo a agéo
do citocromo P4501A, no qual o heterodimero AHR/ARNT ativado por TCDD interfira
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no processo normal de crescimento e desenvolvimento pela alteragcado do padrao de
expressao génica ou de fungdo (Carney et al., 2004).

A partir da identificag&o inicial de que a toxicidade a TCDD é mediada pela
ativacdo da via AHR/ARNT, tem sido demonstrado em diferentes sistemas celulares,
a alteragdo da expressdo de inumeros genes envolvidos em diversas fungbes
celulares. Em hepatomas de camundongos, foram estudados novos genes que
podem responder a dioxina. Entre os genes de expressao alterada em resposta a
TCDD, esta o que codifica para uma ecto-ATPase (NTPDase2) em uma linhagem
celular destes camundongos. O gene que codifica para a ecto-ATPase foi
identificado empregando a estratégia de expresséao diferencial (entre células controle
e expostas a TCDD), clonado e caracterizado (Gao et al., 1998).

A idéia da indugéo de uma ecto-ATPase (NTPDase2) da suporte ao conceito
geral de que a TCDD pode produzir (parte) de seus efeitos bioldégicos adversos
através da interferéncia na sinalizagdo celular e rotas metabdlicas criticas para a

manutencédo da homeostase (Gao et al., 1998).

1.1.5 Sistema Purinérgico

Os nucleotideos constituem a mais representativa classe de substancias
sinalizadoras entre os seres vivos, promovendo respostas fisioldgicas em
efetivamente todos os tecidos. Nucleotideos extracelulares modulam multiplas
fungdes teciduais, incluindo desenvolvimento, fluxo de sangue, secrecao, inflamagéo
e reagdes imunologicas (Zimmermann, 2001).

O ATP é uma importante molécula sinalizadora no espago extracelular,
desempenha importantes papéis em condi¢gdes fisiolégicas e patologicas
(Zimmermann, 2001). Uma vez liberado no espaco extracelular, o ATP pode ser
metabolizado pela agdo de ectoenzimas que fazem a conversdo deste nucleotideo
até adenosina (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006; Burnstock, 2009). O ATP e
seus metabdlitos, incluindo ADP e adenosina, afetam a neurotransmissdo e
neuromodulagdo, a agregagdo plaquetaria, a contracdo cardiaca (Ralevic e

Burnstock, 1998), o crescimento celular normal e anormal, a apoptose (Goepfert et



15

al., 2000), a sinalizagéo intracelular (Schlosser et al., 1996), o desenvolvimento
embrionario (Meyer et al., 1999) e a inflamacao (Mariathasan et al., 2006).

Quatro membros da familia NTPDase de mamiferos (NTPDase1, 2, 3 e 8)
séo firmemente ligados @ membrana plasmatica e responsaveis pelo modulagéo dos
niveis extracelulares dos nucleotideos, podendo representar os alvos potenciais da
acao toxica de contaminantes na sinalizagao purinérgica. Na sinalizagéo purinérgica,
existe um eficiente mecanismo de inativagdo, no qual ATP, ADP e AMP s&o
hidrolisados a adenosina por uma cascata enzimatica constituida pela via das

ectonucleotidases (Ribeiro e Sebastiao, 2000).

1.1.6 Ectonucleotidases

As ectonucleotidases sao enzimas capazes de hidrolisar os nucleotideos e
inativar a sinalizagdo mediada pelos nucleotideos extracelulares. Entre as
ectonucleotidases, destacam-se as nucleosideo trifosfato difosfoidrolases
(NTPDases) que hidrolisam nucleosideos trifosfatados e difosfatados a seus
equivalentes monofosfatados e fosfato inorganico, e a ecto-5’-nucleotidase, que
catalisa a hidrélise de nucleosideos 5-monofosfatados. Membros da familia das
NTPDases possuem cinco regides conservadas caracteristicas de apirase (ACR1-5),
um ou dois dominios transmembrana e necessitam de cations divalentes (Ca** ou
Mg®*) para sua atividade (Zimmermann, 2001). Esta familia de enzimas é composta
por oito membros, sendo que quatro das NTPDases estao localizadas na superficie
das células, com um sitio catalitico extracelular (NTPDases1, 2, 3, 8), as
NTPDases5 e 6 apresentam localizagdo intracelular e as NTPDases4 e 7 sao
enzimas intracelulares cujos centros ativos estdo direcionados para o lumen das
organelas citoplasmaticas (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006).

A NTPDase1 (CD39) hidrolisa tanto ATP quanto ADP da mesma maneira
(1:1) enquanto que a NTPDase2 (CD39L1) tem afinidade por trifosfonucleosideos
(em uma razédo de 30:1), motivo pelo qual € reconhecida como ecto-ATPase. A
NTPDase3 (CD39L3, HB6) e a NTPDase8 preferem ATP em relacdo ao ADP em

uma relacdo de 3:1 e de 2:1 respectivamente. Os outros membros da familia
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NTPDase sao associados com membranas de organelas intracelulares (NTPDase4-
7). ANTPDase4 (hLALP70) prefere UTP como substrato e esta ancorada através de
dois dominios transmembrana no Complexo de Golgi. A NTPDase5 (CD39L4) e a
NTPDase6 (CD39L2) tém preferéncia por nucleosideos difosfatados e possuem um
unico dominio transmembrana perto da por¢cédo N-terminal da proteina. A NTPDase5
esta ligada ao reticulo endoplasmatico e a NTPDase6 ao Complexo de Golgi. A
NTPDase7 (LALP1) prefere nucleosideos trifosfatados como substrato e esta
localizada em vesiculas extracelulares (Lavoie et al., 2004).

A ecto-5"-nucleotidase, também conhecida como a proteina linfocitaria CD73
em associagdo a NTPDase, realiza a hidrolise do AMP até a produgé&o de adenosina
(Zimmermann, 1998). Em SNC, a ecto-5-nuclecotidase esta predominantemente
associada a glia, mas varias evidéncias tém demonstrado que esta atividade
também esta associada a neurdnios (Zimmermann, 1996; Zimmermann et al., 1998;
Zimmermann, 2001). A participagcdo da ecto-5"-nucleotidase na via das
ectonucleotidases exerce um papel modulador sobre a producdo de adenosina
extracelular, sendo a enzima marcapasso desta cascata enzimatica (Zimmermann,
1996; Cunha, 2001).

1.1.7 Zebrafish e Ectonucleotidades

A linha de pesquisa intitulada “Ectonucleotidases e Sistema Purinérgico em
Sistema Nervoso Central de Zebrafish (Danio rerio)” vem sendo desenvolvida na
Faculdade de Biociéncias da Pontificia Universidade do Rio Grande do Sul. Os
projetos vinculados tém por objetivo a caracterizagdo das atividades enzimaticas que
participam na modulacado dos niveis do ATP extracelular e sua utilizagdo como um
modelo de estudos farmacoldgicos e toxicolégicos (por exemplo, como marcador
biolégico de contaminacdo aquatica). Neste sentido, as atividades de hidrélise de
ATP e ADP (Rico et al., 2003) e de AMP (Senger et al., 2004) foram caracterizadas
em membranas cerebrais de zebrafish. A caracterizacdo destas atividades
enzimaticas tem permitido investigar a agdo toxica de diversos contaminantes

ambientais sobre a neurotransmissao purinérgica nesta espécie, bem como, melhor
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compreender o seu papel no sistema nervoso central. Desta forma, até o momento,
foi avaliada toxicidade dos pesticidas Carbofuram e Malation (Senger et al., 2005),
dos metais neurotéxicos zinco e cadmio (Senger et al, 2006a), do metanol (Rico et
al., 2006) e do etanol (Rico et al., 2007), dos metais pesados mercurio e chumbo
(Senger et al, 2006b), além do cobre (Rosemberg et al., 2007).

Rico et al (2006), realizou uma analise filogenética com o objetivo de
identificar genes ortélogos (de mesma fungdo) no genoma de zebrafish. Quando as
sequéncias deduzidas de aminoacidos das NTPDases1-3 e 8, tanto de Homo
sapiens quanto de Mus musculus, foram utilizadas “como sequéncias de busca”, a
ferramenta de procura “NCBI Blast Searches” teve como resultado quatro
sequéncias “EST — Expressed Sequences Tag” completas de zebrafish. A analise
filogenética demonstrou que uma delas é ortbloga a NTPDase1 (DrNTPDase1) e as
outras trés ortblogas a NTPDase2 (as paralogas DrNTPDase2_mg,
DrNTPDase2_mq e DrNTPDase2_mv) de mamiferos. Em estudo recente, dez
NTPDases ortélogas (NTPDAse 1-6 e 8) foram caracterizadas em zebrafish através
da analise filogénica. Um estudo anterior do mesmo laboratorio ja havia identificado
a presenca de trés genes independentes entpd2 no zebrafish (entpd2_mg,
entpd2_mq e entpd2_mv) (Rico et al., 2006). Porém, aqui, pela primeira vez, duas
entpd5 (entpd5_ms e entpd5_me), entpd6 e entpd8 sequiencias também foram
identificados no genoma do zebrafish (Rosemberg et al., 2010). Foi verificado por
RT-PCR (PCR em tempo real) a presenca de atividade de NTPDase nos tecidos do
zebrafish e identificagdo de membros distintos desta familia de enzimas nesta

espécie, no cérebro, figado e coragdo (Rosemberg et al., 2010).

1.1.8 Agado da TCDD sobre o Sistema Nervoso de zebrafish

Foi mostrado, através da analise quantitativa de tecidos cerebrais de larvas
de zebrafish expostas a TCDD, que ocorre uma reducgéo substancial da capacidade
de desenvolvimento embrionario do cérebro, causando uma deficiéncia de 30% do
numero total de neurénios em cérebros de larvas com 168 horas apos a fertilizagao.

Interessantemente, apesar do retardo do crescimento e da redugédo do numero de
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neurénios no cérebro, foi mostrado que a exposigcdo a TCDD né&o afeta a estrutura
de olhos e regides cerebrais. Por esta raz&o, foi sugerido que a exposi¢gdo a TCDD
poderia levar primeiro a desorganizagéo e enfraquecimento da transdugéo de sinal
com perda de fungéo cerebral e que, a perda do padrdo neuronal poderia resultar no
aumento da apoptose observada mais tarde no desenvolvimento (Hill et al., 2003).
Embora zebrafish adultos, no que diz respeito a malformacdes
macroscopicas sejam consideravelmente menos sensiveis aos efeitos téxicos da
TCDD quando comparados aos estagios iniciais do desenvolvimento, foi mostrada a
acumulagédo da dioxina (ao redor de 1% do total) apés 20 dias, em cérebros de
fémeas adultas submetidas a exposi¢do na dieta (Heiden et al., 2005). Se o acumulo
da TCDD e a exposicdo continuada induzirem persistentemente a atividade de
hidrolise de ectoenzimas, sabidamente expressas em cérebro de zebrafish, as
consequéncias da toxicidade poderiam, pelo menos em parte, ser causada pela

mudanga no metabolismo dos nucleotideos.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a inducdo da(s) atividade(s) ectonucleotidasica(s) poderia(am)
representar uma nova rota geral para as agdes toxicas da TCDD em sistema

nervoso central utilizando zebrafish adultos como modelo de estudo.
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1.2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a exposi¢éo aguda (in vivo) do TCDD (15 ug / kg de TCDD) sobre a

hidrolise de ATP e ADP em membranas cerebrais de zebrafish adultos;

- Avaliar a exposi¢ao aguda (in vivo) do TCDD (15 ug / kg de TCDD) sobre

a hidroélise de AMP em membranas cerebrais de zebrafish adultos;
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ABSTRACT

The 2,3,7,8-tetrachlorodibenzeno-p-dioxin (TCDD) is a member of a group of environmental
contaminants known as polychlorinated aromatic hydrocarbon. The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a
ligand-activated transcription factor that dimerizes with nuclear translocator aryl hydrocarbon receptor (ARNT)
to mediate responses to TCDD. CYPIA gene, which encodes for cytochrome P4501A4, is the most well
characterized target gene for the heterodimer AHR/ARNT. The increased expression of CYPI/4 by TCDD has
been correlated with several toxic responses and cytochrome P4501A postulated to mediate these responses.
However, additional mechanisms are essential to elucidate the complete scenario of TCDD toxicity. It has been
demonstrated previously that TCDD exposure causes the induction of NTPDase2 gene in hepatomas of mice and
suggested that TCDD produces part of their adverse biological effects by interfere in cell signaling. For this
reason, the aim of this study was to evaluate ATP and ADP (induction of NTPDase2) and AMP hydrolysis in
brain of adult zebrafish after TCDD acute exposure (in vivo). There were no significant changes in ATP, ADP
and AMP hydrolysis in zebrafish brain membranes. These findings seem to be important to reinforce the idea
that NTPDase2 induction cannot be a general pathogenic factor in TCDD toxicity. However, further studies

using either higher doses of TCDD and long-term exposure are required.

Keywords: dioxin, TCDD, zebrafish, ectonucleotidases, NTPDase2
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Introduction

Popularly known as dioxin, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzeno-p-dioxin (TCDD) is a member of a group of
environmental contaminants known as polychlorinated aromatic hydrocarbon (Zodrow et al. 2004). This dioxin
is a carcinogenic and teratogenic product emitted during combustion processes, chlorine bleaching (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) 1998) oil refining and can also be found in cigarettes
(Planchart and Carolyn 2010).

Many of the toxic and biochemical adaptive responses to TCDD displayed by different species are
mediated by the AHR (aryl hydrocarbon receptor) (Safe 1986; Hahn et al. 1997; Witlock 1999). Once associated
with ligands such as TCDD, the AHR is translocated into the nucleus where it will form a heterodimer with
nuclear translocator aryl hydrocarbon receptor (ARNT) (Zodrow and Tanguay 2003; Jenny et al. 2009). CYPIA
gene, which encodes for cytochrome P4501A, is the most well characterized target gene for the heterodimer
AHR/ARNT. The increased expression of CYPIA by TCDD has been correlated with several toxic responses
and cytochrome P4501A postulated to mediate these responses (Andreasen et al. 2002; Dong et al. 2002;
Teraoka et al. 2003; Zodrow et al. 2004).

Although studies on CYPIAI have revealed important aspects of dioxin action, additional mechanistic
issues remain to be analyzed. For instance, in zebrafish embryos, MO-based knock-down of CYPIA4 does not
prevent TCDD-induced developmental toxicity (Carney et al. 2004), suggesting that alternative mechanisms are
responsible for toxicity. In this sense, the heterodimer AHR/ARNT changes the expression of numerous genes
other than CYP14 which are involved in diverse cellular functions (Nebert et al., 2000) contributing to a greater
effect on downstream toxicity (Volz et al. 2006).

Gao and colleagues (1998) using a differential expression strategy demonstrated the induction of an
NTPDase? (previously known as ecto-ATPase) gene expression in mouse hepatoma cells after TCDD exposure.
The idea of the induction of an NTPDase2 gene supports the concept that TCDD produces part of their adverse
biological effects by interfere in cell signaling and metabolic pathways critical for maintaining homeostasis (Gao
et al. 1998). Take into account the diversity of extracellular nucleotide effects and their resemblances to some of
the components of the TCDD toxicity syndrome, a role for disturbances in extracellular nucleotide signaling in
TCDD toxicity is of substantial interest (Wood et al. 2002). The induction of NTPDase2 gene represents an

additional aspect of dioxin toxicity that is far to be completely understood.
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ATP is an important signaling molecule in the extracellular space, plays important roles in physiological
and pathological conditions (Zimmermann 2001). Once released into the extracellular space, the ATP can be
metabolized by the action of ectoenzyme that make the conversion of this nucleotide to adenosine (Zimmermann
2001; Robson et al. 2006; Burnstock, 2009). The ATP and metabolites, including ADP and adenosine affect
neurotransmission and neuromodulation, platelet aggregation, heart contraction (Ralevic and Burstock 1998), the
normal and abnormal cell growth, apoptosis (Goepfert et al. 2000) intracellular signaling (Schlosser et al. 1996),
embryonic development (Meyer et al. 1999) and inflammation (Mariathasan et al. 2006).

NTPDases hydrolyze triphosphonucleosides and diphosphate with different abilities. The NTPDasel
(CD39) (Kaczmarek et al. 1996; Wang and Guidotti 1996) hydrolyzes ATP and ADP in the same way (1:1)
while NTPDase2 (CD39L1) (Kegel et al. 1997; Mateo et al. 1999) prefers trifosfonucleosideos (in a ratio of
30:1), that is why it knows as ecto-ATPase. The NTPDase3 (CD39L3, HB6) (Chadwick and Frischauf 1998;
Smith and Kirley 1998) and NTPDase8 prefer ATP then ADP at a ratio of 3:1 and 2:1 respectively. Other
members of the NTPDase family are associated with membranes of intracellular organelles (NTPDase4-7).

Fish are among the vertebrates that are more sensitive to the toxicity of TCDD (Peterson et al. 1993).
The zebrafish (Danio rerio) is a small teleost widely used in toxicological and neurochemical studies (Rico et al.
2006; Castro et al. 2009; Richetti et al. 2011). This species combines the relevance of a vertebrate with the
scalability of an invertebrate (Goldsmith 2004; Hill et al. 2005). For this reason, the zebrafish has also become
an increasingly attractive model for study the toxic effects generated by the dioxins (Prasch et al. 2003; Teraoka
et al. 2003; Mehta et al. 2008; Alexeyenko et al. 2010).

Considering that (i) TCDD causes a large number of apparently unrelated biological effects; (ii) the
induction of an NTPDase?2 gene supports the concept that TCDD produces part of their adverse biological effects
by interfering in cell signaling and (iii) zebrafish is a model widely used in toxicological and neurochemical
studies from whom the NTPDase family genes were identified and their expression profiles in brain were
determined (Rosemberg et al. 2010), the goal of this study was to investigate whether TCDD acute exposure (in
vivo) was able to induce ATP and ADP hydrolysis hydrolysis (induction of NTPDase2) and AMP hydrolysis in

brain of adult zebrafish aiming to contribute to better understand the complete scenario of TCDD toxicity.
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Materials and Methods

Chemicals

2,3,7,8-teracholorodibenzeno-p-dioxin (0,001 ng/uL in toluene), toluene (Merck 99%), trizma base,
malachite green, ammonium molybdate, polyvinyl alcohol, EDTA, EGTA, sodium citrate, Coomassie Blue G,
bovine serum albumin, calcium chloride, magnesium chloride, and nucleotides (ATP, GTP, ADP, GDP, AMP,
and GMP) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other reagents used were from

analytical grade.

Zebrafish maintenance

Adult wild-type zebrafish (Danio rerio, Cyprinidae) of both sexes (3-6 months-old) were obtained from
a specialized supplier (Redfish Agroloja, RS, Brazil). Animals were kept at a density of up to five animals per
liter in 50 L housing tanks with tap water that was previously treated with Tetra’s AquaSafe™ (to neutralize
chlorine, chloramines, and heavy metals present in the water that could be harmful to fish) and continuously
aerated (7.20 mg O,/L) at 26 + 2 °C, under a 14/10 h light/dark controlled photoperiod. Animals were acclimated
for at least two weeks before the experiments and were fed three times a day with TetraMin Tropical Flake fish
food”. The fish were maintained healthy and free of any signs of disease and were used according to the “‘Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals” published by the US National Institutes of Health. All procedures
in the present study were approved by the Animal Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of Rio

Grande do Sul (PUCRS), protocol number 10/00187-CEUA.

Animal procedures

After the adaptation phase, the fishes were weighed and those weighing between 0.7g — 0.9g were used
for experiments. The fish were then transferred to 3-L aquarium in groups of five, where they remained for 24
hours for subsequent experiments. Intraperitoneal injections were conducted using a 3/10-mL U-100 BD Ultra-
Fine™ Short Insulin Syringe 8 mm (5/16"”) x 31G Short Needle (Becton Dickinson and Company, New Jersey,

USA) according to the protocol established by Phelps et al. (2009). Briefly, each fish was weighed prior to the
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intraperitoneal injection and the volume injected in each animal was adjusted to achieve the doses of toluene
(vehicle) and TCDD (15 pg/kg according to Bugiak and Weber 2009). The animals of the control group received
the same volume of saline solution. Anesthesia of the animals prior to the injection was obtained by its
immersion in a solution of benzocaine (1 mM in MeOH 1%) until the animal showed a lack of motor
coordination and reduced respiratory rate. The anesthetized animal was gently placed in a water-soaked gauze-
wrapped hemostat with the abdomen facing up and the head of the fish positioned at the hinge of the hemostat
(the pectoral fins were used as a landmark on the abdomen). The needle was inserted parallel to the spine in the
midline of the abdomen posterior to the pectoral fins. The injection procedure was conducted in such a way as to
guarantee that the animal did not spend more than 10 s out of the water. After the injection the animals were
placed in a separate tank with highly aerated unchlorinated tap water (25 + 2 °C) to facilitate recovery from the
anesthesia. Saline solution was used as control. All the animals that recovered within 2-3 min following the
injection continued in the experiment, while animals that did not recover during this period were discarded. One

hour after the injection the animals were euthanized.

Membrane preparation

Brain membranes were prepared as described previously (Barnes et al. 1993). Zebrafish were
cryoanaesthetized and euthanized by decapitation. Their brains were removed by dissection and briefly
homogenized in 60 volumes (v/w) of chilled Tris-citrate buffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH
7.4, with citric acid) in a motor driven Teflon-glass homogenizer. The samples were centrifuged at 1000 x g for
10 min and the pellet was discarded. The supernatant was then centrifuged for 25 min at 40,000 x g. The
resultant pellet was frozen in liquid nitrogen, thawed, resuspended in Tris—citrate buffer, and centrifuged for
20 min at 40,000 x g. This freeze—thaw—wash procedure was used to ensure the lysis of the brain membranes.
The final pellet was resuspended and used in the enzyme assays. All samples were maintained at 2-4 °C

throughout preparation.

Nucleotide hydrolysis assay

The conditions for the NTPDase and 5'-nucleotidase assays have been described previously (Rico et al.

2003 and Senger et al. 2004). Briefly, zebrafish brain membranes (3—5 pg protein) were added to the reaction
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mixture containing 50 mM Tris—HCI (pH 8.0) and 5 mM CacCl, (for NTPDase activity) or 50 mM Tris—HCI (pH
7.2) and 5 mM MgCl, (for ecto-5'-nucleotidase activity) in a final volume of 200 uL. The samples were
preincubated for 10 min at 37 °C and the reaction was initiated by the addition of substrate (ATP, ADP, AMP) to
a final concentration of 1 mM. The reactions were terminated after 30 min with the addition of 200 pL of 10%
trichloroacetic acid and immediately placed on ice for 10 min. The inorganic phosphate (Pi) released was
determined by colorimetric assay (Chan et al. 1986). To ensure that the concentration of Pi was within the linear
range, aliquots of 13 and 50 pul. were diluted to a final volume of 100 puL for assaying the ATP and ADP
hydrolysis, respectively, whereas aliquots of 100 pL were performed for AMP substrate. Each sample was mixed
to 250 pLL of Malachite Green solution and the nucleotide hydrolysis was measured in a microplate reader at
630 nm after 20 min. Controls with the addition of the enzyme preparation after incubation period were used to
correct non-enzymatic hydrolysis of substrates. Incubation times and protein concentrations were chosen to
ensure the linearity of the reactions. The ectonucleotidase was expressed as nmol Pi min ' mg protein ' and nmol
NH; min "' mg protein !, respectively. All enzyme assays run in duplicate of at least four independent

experiments.

Protein determination

Protein was measured by the Coomassie blue method (Bradford 1976) using bovine serum albumin as

standard.

Statistical analysis

Data were expressed as means + S.E.M. The activity of ectonucleotidases for each substrate (ATP, ADP

and AMP) was assessed by analysis of variance one-way (one-way ANOVA), followed by Tukey test, where

P<0.05 indicated significant difference.
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Results

In this study, we verified the effects of acute TCDD exposure on ectonucleotidases (NTPDase and 5'-
nucleotidase), responsible for regulating the extracellular concentrations of purine and pyrimidine nucleotides.
To evaluate the in vivo effect of TCDD on ectonucleotidase activities, animals were intraperitoneally injected
with saline solution, toluene or TCDD and the experiments have been performed one hour after. There were no
significant changes in ATP (Fig. 1A), ADP when comparing toluene and TCDD (Fig. 1B) and AMP (Fig. 1C)
hydrolysis after TCDD exposure. Thus, the ADP hydrolysis inhibition obtained was consequence of the vehicle

used other than TCDD.

Discussion

The TCDD promotes a multisystem toxicity which includes wasting, edema, tumor promotion, cardiac
contractile dysfunction, increased intracellular Ca™, disturbances in glucose metabolism, and immune system
dysfunction (Poland and Knutson 1982; Canga et al. 1993). TCDD toxicity is mainly dependent on the AH
receptor (Staples et al. 1998; Teraoka et al. 2003). Binding of TCDD by cytosolic AHR causes activation,
nuclear translocation, and dimerization with aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT). Although
the understanding of the mechanism of dioxin action is based largely upon studies of CYPIAI induction, the
heterodimer AHR/ARNT also changes the expression of numerous genes which are involved in diverse cellular
functions (Nebert et al. 2000).

Among others, an induction of the NTPDase2 gene was identified in mouse hepatoma cells after TCDD
exposure (Gao et al. 1998) suggesting a new pathway for TCDD actions where adverse biological effects
through sustained disruptions of cellular signaling and metabolic pathways (critical for maintaining homeostasis)
take place. More recently, controversial results dealing with NTPDase2 gene induction as a consequence of the
TCDD exposure were published. Wood and colleagues (2002) demonstrated that ectonucleotidase induction by
TCDD is limited to NTPDase2 gene and occurs in a cell-type specific manner (using cell cultures from different
sources). Our results showed no significant changes in ATP, ADP and AMP hydrolysis in adult zebrafish brain
membranes after TCDD acute exposure (in vivo) and reinforce the idea that NTPDase2 induction cannot be a
general pathogenic factor in TCDD toxicity. However, further studies using either higher doses of TCDD and

long-term exposure are required.
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Figure Legend

Figure 1: In vivo effect of acute treatment with TCDD (14ug/kg) on ATP hydrolysis (A), ADP hydrolysis (B)
and AMP hydrolysis (C) in zebrafish brain membranes. Bars represent the mean = S.E.M. of at least three
different experiments, each one performed in triplicate. The asterisk (*) indicates a significant difference when
compared to the control group (one way ANOVA, followed by Tukey’s test as post-hoc, p < 0.05).The specific

enzyme activity is reported as nanomole of inorganic phosphate released per minute per milligram of protein.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Essa dioxina (TCDD) é um hidrocarboneto aromatico policlorinato que
modula o crescimento celular e diferenciacdo e, em conseqiéncia, promove um
grande numero de respostas adversas (Zodrow et al., 2004). Os sinais da toxicidade
apresentados durante o desenvolvimento de zebrafish incluem: redugdo do fluxo
sanguineo, edema pericardico, malformagdes craniofaciais, retardo no crescimento,
edema no saco vitelinico, redu¢do da capacidade cardiaca, anemia e desbalanco na
bexiga natatoria, seguida de morte (Henry et al., 1997; Belair et al., 2001, Teraoka et
al., 2002; Zodrow, et al., 2004). A utilizacdo de zebrafish como modelo para estudo
da toxicidade de TCDD foi essencial para identificar e caracterizar vias sinalizadoras
de AHR, e hoje, muito se sabe sobre este composto (Prasch et al., 2003).

Uma vez associado a ligantes como a TCDD, o receptor de hidrocarboneto
arila (AHR) é translocado para o nucleo onde ira formar um dimero com o
translocador nuclear do receptor hidrocarboneto arila (ARNT) (Zodrow et al., 2003,
Jenny et al, 2009) O heterodimero AHR/ARNT formado regula a expressdo de uma
série de genes envolvidos na resposta celular a mudangas ambientais e a condigbes
de desenvolvimento (Gu et al., 2000) Entre os genes, esta o que codifica para
NTPDase2 (previamente conhecida como ecto-ATPase). A idéia da indugao de uma
ecto-ATPase da suporte ao conceito geral de que a TCDD pode produzir (parte) de
seus efeitos bioldgicos adversos através de interferéncia na sinalizagdo celular e
rotas metabdlicas criticas para a manutensao da homeostase (Gao et al., 1998).

No capitulo 2, foi testada a hipétese na qual a indugdo da atividade
ectonucleotidastica poderia representar uma nova rota geral para as agdes toxicas
da TCDD em sistema nervoso central utilizando zebrafish adultos como modelo de
estudo. As ectonucleotidases sao enzimas capazes de hidrolisar os nucleotideos e
inativar a sinalizacdo mediada pelos nucleotideos extracelulares. Entre as
ectonucleotidases, destacam-se as nucleosideo trifosfato difosfoidrolases
(NTPDases) e a ecto-5-nucleotidase. A atividade de NTPDase e ecto-5-
nucleotidase, demonstrou que n&o houve uma diferenca significativa na hidrélise de

ATP e ADP e AMP em membranas cerebrais de zebrafish.
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que, nas condigbes
testadas, a exposicdo a TCDD n&o induziu a atividade ectonucleotidasica em
membranas cerebrais de zebrafish.

Embora a TCDD seja um produto comercial (por exemplo, consta no catalogo
da Empresa Sigma) e, portanto possa ser comprada, ha uma série de limitagdes e
restricbes para o processo de comercializagcdo. Apenas agentes/instituicbes
credenciadas obtém a licenga necessaria. Depois de muitos esfor¢cos e contatos, a
TCDD foi obtida em uma concentragdo muito baixa (concentracdo padréo para
afericao de equipamentos envolvidos no diagnéstico ambiental). Por esta razéo, foi
necessario implantar no laboratério uma metodologia de injecdo intraperitoneal em
adultos de zebrafish, previamente descrita na literatura (Phelps et al., 2009).

Estudos adicionais avaliando outras rotas de exposigcéo, por exemplo, com a
TCDD dissolvida na agua e doses mais elevadas devem ser realizados.
Adicionalmente, sera importante avaliar a exposi¢cao crbénica a dioxina para, de forma

mais definitiva, refutar a hipétese testada.
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