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RESUMO 

 

 

O BaP é um contaminante ambiental capaz de causar inflamação e 

desregulação de vias celulares. Pela ação da CYP1a1 e CYP1b1, é 

convertido a metabólitos mais reativos. A literatura mostra que o BaP 

aumenta a expressão de algumas citocinas próinflamatórias, como a IL-1, 

porém, são bem contraditórios os relatos sobre o efeito do BaP no cFOS, o 

qual apresenta papel importante na proliferação, na formação de tumores 

e, possivelmente, na inflamação. O objetivo deste estudo foi de elucidar a 

participação do receptor purinérgico P2X7 sobre a expressão dos genes IL-

1 e cFOS, durante exposição ao BaP. Foi empregado as técnicas de 

qPCR para quantificação de expressão gênica, e testes de correlação e 

regressão entre IL-1e cFOS. A exposição ao BaP induziu a expressão 

dos dois genes, além das enzimas do seu metabolismo. Quando bloqueado 

o receptor P2X7, além de uma menor indução das CYPs, os níveis de IL-

1e cFOS caíram abaixo dos níveis controle, sugerindo a participação do 

P2X7. Os testes de correlação e regressão mostraram uma relação forte 

direta entre IL-1e cFOS, reforçando o papel do cFOS na inflamação. 

 

Palavras-chave: P2X7, benzo[a]pireno, cFOS, CYP1a1, CYP1b1, Danio 

rerio. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

BaP is an environmental contaminant capable to cause inflammation and 

impair cellular pathways. CYP1a1 and CYP1b1 convert it to more reactive 

metabolites. Studies show that BaP enhances some proinflammatory 

citokines expression, like IL-1, yet reports about BaP affecting cFOS, 

which plays important role in proliferation, tumor formation and 

inflammation, are controversial. This work aimed to elucidate whether P2X7 

purinergic receptor plays a role in IL-1and cFOS expression during BaP 

exposure. We applied qPCR techniques to quantify gene expression, 

correlation and regression assays. Our results showed that BaP raised both 

IL-1and cFOS genes expression, besides CYPs ones. Morevoer, when 

blocking P2X7 receptor, IL-1 and cFOS expression dropped under normal 

levels, which suggest P2X7 participation, in addition to a smaller enzymes 

induction. Correlation and regression assays exhibited a strong straight 

relationship between IL-1 and cFOS expression, reinforcing the role of 

cFOS in inflammation. 

 

Palavras-chave: P2X7, benzo[a]pyrene, cFOS, CYP1a1, CYP1b1, Danio 

rerio. 
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1. INTRODUÇÃO: 

As descobertas sobre a atuação de receptores purinérgicos em diversos mecanismos 

celulares e moleculares vêm se intensificando a cada dia. Hoje sabe-se que tais 

elementos participam tanto em eventos de curta duração como de longa duração 

(Ralevic e Burnstock, 1998). Um dos mais notáveis é o receptor purinérgico P2X7, 

pertencente a uma família de canais iônicos ativados por ATP, com papel em 

proliferação, inflamação, carcinogênese (Vasileiou et al., 2010; Alves et al., 2013). Um 

dos processos com participação do receptor P2X7 é a ativação do inflamassomo 

NLRP3, responsável pela ativação da Caspase-1 e da Interleucina-1 (Di Virgilio, 

2007). Dentre várias citocinas próinflamatórias, A IL-1 tem um papel especial no 

recrutamento de neutrófilos e outras células de defesa (Latz, Xiao e Stutz, 2013).  

Diversas moléculas xenobióticas são capazes de causar alteração na produção e 

atividade de moléculas endógenas (IARC, 2010). Um dos xenobióticos mais 

importantes e mais estudados ultimamente é o Benzo[a]pireno (BaP). Altamente 

tóxico e carcinogênico, é apontado também como desregulador de diversas vias 

celulares e, inclusive, dos níveis de citocinas próinflamatórias (IARC, 2012). Além 

disso, estudos de exposição ao BaP indicam uma modulação na produção de cFOS 

(Moreau et al., 2015). Também é mostrado na literatura uma via interligando os níveis 

de cFOS com a IL-1 (Huang et al., 2014). O cFOS é um proto oncogene, que 

apresenta, além de outros diversas funções celulares, inclusive de manutenção, um 

provável papel em inflamação (Yoshida et al., 2012) e carcinogênese (Silvestre et al., 

2010).  

 

1.1. Benzo[a]pireno: 

O Benzo[a]pireno é um composto da família do Hidrocarbonetos Policíclicos 

Aromáticos (HPAs) constituído por cinco anéis benzênicos, gerado pela queima 

incompleta de matéria orgânica como madeira, óleos, combustíveis, entre outros. 

Apresenta altas concentrações na fumaça do cigarro, e pode ser encontrado também 

no solo, ar, água, alimentos e produtos farmacêuticos. Assim, é considerado um 

contaminante ambiental, por ser altamente tóxico e carcinogênico, promovendo 

mutagênese, genotoxicidade, desregulação endócrina, imunológica, e de diversas 

vias de sinalização celular (IARC 2010; 2012). A maioria dos seus efeitos são 

causados pela ativação do Receptor de Hidrocarboneto Aromático (AhR), que induz a 
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expressão de enzimas metabolizadoras de xenobióticos do grupo Citocromo P450 

(CYPs), das quais as CYP1a1 e CYP1b1 são as principais responsáveis pelo 

metabolismo do BAP (Nebert et al., 2004; Nebert e Dalton, 2006). Através de sua 

bioativação por tais enzimas, metabólitos mais reativos são formados, como o 

Benzo[a]pireno - 7,8 - diol -  9,10 - epóxido (BPDE), o qual é responsável por mutações 

e danos no DNA (Baird, Hooven e Mahadevan, 2005). Além disso, o BaP também 

pode causar inflamação em diversos tecidos (Ma et al., 2011; Qamar et al., 2012).  

 

1.2. Receptores Purinérgicos: 

O sistema de sinalização purinérgica, que usa purinas e pirimidinas como 

transmissores químicos, e receptores purinérgicos (ou purinoceptores) como efetores, 

está profundamente enraizado na evolução e no desenvolvimento, e é um fator 

fundamental na comunicação celular (Wilson, 1984). O ATP (além de diversas funções 

celulares, como na parte energética) e seus derivados funcionam como um "sinal de 

perigo" na maioria das formas mais primitivas de vida (Burnstock and Verkharsty, 

2009). Os purinoceptores são receptores de membrana encontrados em todos os tipos 

de células e tecidos, e envolvidos na regulação de diversos processos biológicos 

(North, 2002; Burnstock and Verkharsty, 2010). Estão divididos nas famílias P1, cujos 

membros são ativados por adenosina, e P2 (receptores P2X e P2Y), ativados por ATP 

e nucleotídeos relacionados. Em mamíferos, foram identificados até o momento 

quatro subtipos de receptores P1 (A1, A2A, A2B e A3), sete subtipos de receptores 

P2X (P2X1-7), que são canais iônicos ativados por ligante, e oito subtipos de 

receptores P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14), que são 

receptores acoplados à proteína G (Burnstock, 2007; North, 2002). Evolutivamente, 

os receptores purinérgicos são encontrados em diferentes espécies: peixes como o 

Danio rerio, eucariotos primitivos como o Dictyostelium, em roedores e no homem 

(Burnstock and Verkhratsky, 2009). Além da sinalização purinérgica rápida, envolvida 

na neurotransmissão, neuromodulação e secreção, existe outro tipo de sinalização 

purinérgica a longo prazo (trófica) que envolve proliferação, diferenciação, motilidade 

e morte celular em processos de organogênese e regeneração na maioria dos 

sistemas do corpo (Burnstock and Verkharsty, 2009). 
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1.2.1. O Receptor P2X7: 

O receptor purinérgico P2X7, que é o alvo deste estudo, é um membro muito distinto 

da família de receptores P2X e medeia uma infinidade de funções relacionadas à 

inflamação, imunidade, citotoxicidade, entre outras (Vasileiou et al.,2010; Alves et 

al.,2013). A potencial utilização do receptor P2X7 como um biomarcador, bem como 

de alvo terapêutico em diferentes patologias inflamatórias, osteogênicas, e em 

doenças neurológicas vem crescendo bastante na literatura, colocando-o em papel de 

destaque (Lenertz et al., 2011). A ativação do receptor P2X7 pelo ATP estimula 

múltiplos processos de sinalização, incluindo fluxos iônicos (influxo de Ca2+ e Na+, e 

efluxo de K+), proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), ERK1/2, p38 e 

JNKs, o complexo NADPH oxidase, formação de espécies reativas do oxigênio 

(EROs), fosfolipase D, várias caspases, além da formação de um poro não específico 

permeável a pequenas moléculas (<900 Da) (Lenertz et al., 2011). O receptor P2X7 

aumenta a produção de mediadores ativados por Lipopolissacarídeo (LPS), e pode 

diretamente aumentar a expressão, processamento e/ou secreção de muitos fatores 

imunomodulatórios, tais como interleucina-1-Beta (IL-1), IL-8, ciclo-oxigenase-2 

(COX-2), óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) (Lenertz et al., 2011; Alves et al., 2013). Além disso, o receptor 

P2X7 tem um importante papel como elemento chave de um complexo multiprotéico 

envolvido em inflamação e imunidade inata, conhecido como inflamassomo NLRP3 

(Di Virgilio, 2007). 

 

1.2.2. Ligantes do receptor P2X7: 

Diversos tipos moleculares conhecidos como agonistas ou antagonistas são 

empregados na ciência para inibir ou ativar receptores. O receptor P2X7 é ativado por 

altas concentrações de seu agonista endógeno ATP (EC50 > 100M), enquanto seu 

agonista sintético mais potente utilizado hoje em dia, o 2’(3’)-O-(4-

Benzoylbenzoyl)adenosina-5’-trifosfato (BzATP; Figura 1.a), apresenta uma EC50 = 

20 M (Soltoff, McMillian e Talamo, 1992; Jacobson, Jarvis e Williams, 2002; Donnelly-

Roberts et al., 2004). Quanto a seus antagonistas, a literatura apresenta variadas 

opções, como GSK1482160 (Arulkumaran, Unwin e Tam, 2011), AZD9056 (Keystone 

et al., 2011), o-ATP (Murgia et al., 1993), Brilliant Blue G (Friedle, Curet e Watters, 

2010), A438079 (Donnelly-Roberts e Jarvis, 2007), entre outros. O A438079 (Figura 
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1.b; 3-(5-(2,3-diclorofenil)-1H-tetrazol-1-il)metil-piridina) tem sido apontado como o 

antagonista competitivo mais seletivo entre eles, não apresentando ação sobre outro 

receptores P2, pouca ou nenhuma atividade em uma vasta diversidade de outros 

receptores de membrana, e com potente bloqueio sobre a ação do BzATP nas 

concentrações intracelulares de Ca2+ (IC50 = 100 e 300 nM, para ratos e humanos, 

respectivamente) (Nelson et al., 2006). 

 

                

Figura 1.a BzATP.                                                      Figura 1.b A438079.  

(Donnelly-Roberts e Jarvis, 2007). 

 

1.3. CYP1a1 e CYP1b1: 

O metabolismo de xenobióticos é um processo vital realizado pelos organismos com 

o objetivo de eliminar compostos tóxicos que poderiam causar danos a níveis 

celulares, moleculares, ou até teciduais. De modo geral, infecções e inflamações 

estão correlacionadas à desregulação de enzimas e transportadores ligados ao 

metabolismo de xenobióticos, os quais tem relação direta com a depuração, 

biodisponibilidade e toxicidade de tais compostos (Renton, 2004; Aitken, Richardson 

e Morgan, 2006; Morgan, 2009). 

O Citocromo P450 (CYP) é uma extensa superfamília de enzimas de fase 1 do 

metabolismo de xenobióticos e hormônios (Guengerich, 2008). As principais enzimas 

CYPs responsáveis pelo metabolismo de xenobióticos pertencem à família 1, as quais 

convertem tais compostos em substâncias mais eletrofílicas, facilitando sua reação 

com a água e consequente eliminação, mas tornando-a, também, mais reativas. 
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Inclusas nesta família estão as isoformas CYP1a1 e CYP1b1 (Guengerich e Shimada, 

1998). Ambas são encontradas, em humanos, principalmente em órgãos extra 

hepáticos como timo, próstata, útero, intestino e pâncreas, sendo a CYP1b1 

superexpressa em tecidos tumorais (Shimada et al., 1996; Sankhwar e Sankhwar, 

2014). Em situações normais a CYP1a1 é constitutivamente expressa, enquanto a 

CYP1b1 é induzível (Aitken, Richardson e Morgan, 2006; Voncrácek, Umannová e 

Machala, 2011). Entretanto, a conversão à metabólitos mais reativos de HPAs como 

o BaP, realizada pela CYP1b1, ocorre em taxas maiores do que pela isoforma 1a1 

(Kim et al., 1998; Shimada et al., 1999).  

Recentemente tem sido mostrado que citocinas próinflamatórias podem desregular o 

metabolismo de HPAs como o BaP (Voncrácek, Umannová e Machala, 2011). Por 

exemplo, Umannová e colaboradores (2008; 2011) demonstraram o papel do Fato de 

Necrose Tumoral Alfa (TNF- em alterar o metabolismo do BaP, promovendo 

aumento dos níveis de seus metabólitos tóxicos, como o BPDE. Em outro trabalho do 

grupo, Smerdová e colaboradores (2013) observaram aumento de genotoxicidade do 

BaP, em células alveolares de pulmão de rato, após exposição das células a um meio 

condicionado obtido de uma linhagem celular de macrófagos contendo uma série de 

mediadores inflamatórios. Os autores demonstraram que esses efeitos são causados 

por uma menor produção de enzimas da família CYP1a, o que está de acordo com 

outros trabalhos (Bleu et al., 2003). Estudos também relatam que o TNF- causa o 

aumento da expressão da enzima CYP1b1 induzida por BAP, enquanto que o 

tratamento com ambos (TNF- e BaP) induz aumento ainda maior da CYP1b1 

(Umannová et al. 2011). 

 

1.4. IL-1 e Inflamassomo NLRP3: 

A IL-1 é uma das principais citocinas próinflamatórias, pertencente à família 1 das 

interleucinas (IL-1), atuando no recrutamento de neutrófilos e outras células de defesa 

(Latz, Xiao e Stutz, 2013). Células dendríticas, monócitos e macrófagos são 

considerados os principais produtores de IL-1, embora também seja produzida por 

outros tipos celulares (Dinarello, 2009). Por intermédio da ativação do fator de 

transcrição NF-B é induzida a transcrição da pró-IL-1. Tal molécula é inativa, 

devendo ser clivada para se tornar funcional, processo que ocorre através da ação de 

inflamassomos (Latz et al., 2013).  
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Os inflamassomos são conjuntos multiproteicos intracelulares que consistem 

basicamente em uma molécula sensorial reconhecedora de padrão, uma proteína 

adaptadora ASC e uma caspase (Ting et al., 2008; Latz et al., 2013). Cada um desses 

complexos ativam a respectiva caspase associada, liberando citocinas na circulação. 

Para cada tipo de resposta imune, um tipo de inflamassomo pode ser ativado. No caso 

da IL-1, o tipo de inflamassomo que realiza o processo é o NLRP3, do inglês NOD-

like receptor protein 3, por utilizar uma molécula de reconhecimento do tipo NOD 

(Schroder e Tschopp, 2010; Latz et al., 2013). Quando ocorre alguma ameaça à 

homeostase celular, tal como infecção, dano tecidual ou mesmo um desequilíbrio 

metabólico, moléculas conhecidas como Padrões Moleculares Associado a 

Patógenos (PAMPs) ou Padrões Moleculares Associados a Perigo (DAMPs) podem 

ligar-se à molécula receptora do inflamassomo, ativando-o (Martinon, Burns e 

Tschopp, 2002; Gross et al., 2011). O inflamassomo NLRP3 também é ativado pelo 

receptor purinérgico P2X7 (Perregaux e Gabel, 1994; Sutterwala et al., 2006; 

Mariathasan e Monack, 2007; Qu et al., 2007). Concentrações extracelulares de ATP 

são mantidas em baixas concentrações fisiológicas pelas ectonucleotidases, mas 

estas concentrações aumentam em condições de infecção ou inflamação (Lazarowski, 

Boucher e Harden, 2003; Robson et al., 1997). O ATP, ao se ligar no receptor P2X7, 

gera um efluxo de potássio na célula, ativa o inflamassomo NLRP3 (Gross et al., 2011) 

e consequentemente a caspase-1, que irá clivar a pro-IL-1, gerando a forma madura 

da IL-1 (Schroder e Tschopp, 2010).   

 

 

1.5. cFOS: 

O cFOS é uma das quatro principais proteínas da família de proto oncogenes Fos, 

além de FosB, Fra-1 e Fra-2 (Greenberg and Ziff, 1984; Cohen and Curran, 

1988; Zerial et al.; 1989; Nishina et al.; 1990), os quais podem se heterodimerizar com 

membros da família Jun formando fatores de transcrição conhecidos como Proteínas 

Ativadoras 1 (AP-1) (Hughes e Dragunow, 1995), que ligam-se em uma sequência 

específica TGACTCA na região regulatória de genes alvos, como os responsáveis 

pelo início da síntese de DNA, induzindo ou suprimindo a transcrição (Rauscher et a., 

1988; Angel e Karin, 1991). Sua expressão é muito baixa em células normais, porém 

pode ser rapidamente induzido como resposta nuclear a diversos estímulos como 
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fatores de crescimento, estímulos sensoriais e por neurotransmissores (Curran e 

Morgan, 1987; Kovary e Bravo, 1992; Hughes e Dragunow, 1995; Caputto e Guido, 

2000). É ainda capaz de regular o crescimento celular, não apenas como fator de 

transcrição, mas também agindo independentemente do AP-1 como ativador 

citoplasmático da biossíntese de lipídeos, tanto em estado normal quanto durante 

processos celulares patológicos (Caputo, Cardozo-Gizzi e Gil, 2014; Silvestre et al., 

2010). Além disso, o cFOS é encontrado em altas taxas citoplasmáticas em células 

tumorais, sendo que, quando bloqueada sua expressão, a proliferação celular é 

suprimida (Silvestre et al., 2010). Por fim, o cFOS também age suprimindo a produção 

de algumas citocinas, como TNF-, IL-12 e IL-23, ao mesmo tempo que induz a IL-

1, IL-10 e IL-2, em células dendríticas expostas à lipopolissacarídeos (LPS), 

demonstrando uma forte participação em inflamação e processos imunológicos 

(Yoshida et al., 2012). 

 

1.6 Danio rerio: 

O zebrafish (Danio rerio), popularmente conhecido como "paulistinha", é um peixe 

ornamental de água-doce, cujo seqüenciamento do genoma completo está disponível 

(Howe et al., 2013) e é considerado um organismo modelo para pesquisa (Berghmans 

et al., 2005). A facilidade de procriação, aliada a importantes características como 

pequeno tamanho e relativo baixo custo, fazem desse animal um importante modelo 

para diferentes estudos mecanísticos e de "screening" de fármacos e compostos 

tóxicos (Chakraborty et al., 2009; Hill et al., 2005), bem como para estudos de uma 

ampla diversidade de patologias (Goldsmith e Jobin, 2012). Talvez a mais 

impressionante característica do Danio rerio que o torna tão singular para estudos 

desse tipo é apresentar grande correlação com vias de sinalização e mecanismos 

relacionados à fisiologia e fisiopatologia humanas. Neste trabalho foram utilizados 

exemplares adultos de zebrafish. 

 

1.7. Objetivo: 

Assim, o objetivo do presente trabalho é de demonstrar a participação do receptor 

purinérgico P2X7 quanto à expressão da IL-1durante exposição ao BaP.  Apesar da 

literatura descrever de certa forma o papel do P2X7 em relação à IL-1, vale salientar 

que não há estudos sobre a atuação do receptor durante exposição ao BaP, e mesmo 



13 
 

 

na relação BaP-cFOS os dados são por vezes contraditórios. Aqui sugerimos, 

inclusive numericamente, que tais de que forma age o receptor, e qual o seu efeito, 

junto à exposição do BaP, na IL-1e no cFOS. 

 

2. DESENVOLVIMENTO: 

2.1. Materiais e Métodos: 

2.1.1. Experimento: 

Peixes da espécie Danio rerio foram mantidos no Laboratório de Biomarcadores de 

Contaminação Aquática (LABCA), do IBILCE/UNESP (São José do Rio Preto, São 

Paulo), na proporção de 5 animais/3L de água, em temperatura entre 26 e 28°C, com 

aeração constante, durante um mês antes do experimento, sendo alimentados uma 

vez por dia. Durante a aclimatação, a água foi trocada a cada 3 dias, mas sem trocas 

durante o experimento. Não houve mortalidade. Os reagentes benzo[a]pireno, 

A438079 e BzATP foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. No total, foram 

utilizados 4 grupos experimentais: (1) grupo controle, exposto à acetona (veículo 

usado para diluir o BaP; 1mL/aquário de 3L, mesma quantidade adicionada com o 

BaP nos grupos expostos), com injeção intraperitoneal de 20L de salina (veículo 

usado para o A438079 e BzATP; mesmo volume injetado nos peixes que receberam 

BzATP ou A438079); (2) grupo BaP, exposto ao contaminante, com injeção 

intraperitoneal de 20L de salina; (3) grupo BzATP, exposto ao contaminante, com 

injeção intraperitoneal do agonista do receptor P2X7, o BzATP; (4) grupo A438079, 

exposto ao contaminante, com injeção intraperitoneal do antagonista do P2X7, o 

A438079. A concentração de BaP usada foi de 100 g/L. As doses de agonista e 

antagonista do receptor P2X7 usadas foram de 140 g/g e 160 g/g, respectivamente. 

As injeções foram feitas 1 hora antes da exposição. O experimento durou 6 dias, 

quando então os peixes foram sacrificados, coletadas as brânquias e imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido, e posteriormente armazenadas a -80°C até as 

análises. As injeções intraperitoneais e a anestesia foram feitas de acordo com Kinkel 

e colaboradores (2010). 

 

2.1.2. Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR): 

O RNA total foi isolado das brânquias com uso de TRIZOL (Life Technologies, Grand 

Island, NY, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Um alíquota de cada 
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extração foi usada para espectrofotometria (NanoDropTM 1000, Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, EUA) para avaliação da concentração e qualidade do RNA. Em 

seguinda, 5 µg to RNA total de cada amostra foi usado para gerar o cDNA através de 

transcriptase reversa com kit High-Capacity cDNA Archive (Life Technoligies), de 

acordo com o protocolo. As taxas de transcrição do RNA foram medidas por PCR em 

tempo real (qPCR) através do ABI Step One Plus (Life Technologies). O qPCR foi feito 

com solução de 25 μL contendo 1 μL de cDNA, SYBR Green Master Mix (Life 

Technologies), e 0,3 μL de cada primer específico (a tabela 1 apresenta as sequências 

utilizadas. (Bugiak e Weber, 2009; Leite et al., 2013; Moore e Whitmore, 2014; Cruz 

et al., 2013). Os ciclos de reação foram formados de uma fase de pré incubação de 2 

minutos a 50°C, fase de desnaturação de 10 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de 

desnaturação de 15 segundos a 95°C e de anelamento/extensão de 1 minuto cada a 

60°C. Foi aplicado o método comparativo 2−ΔΔCT para quantificação relativa da 

expressão gênica, adotando para a normalização a expressão do gene EF1- como 

padrão endógeno. 

 

Tabela1. Sequências de Primers para os genes utilizados no qPCR. 

CYP1a1 forward 5’-TGCCGATTTCATCCCTTTCC-3’ 

CYP1a1 reverse 5’-TTCGGTCTTCGCAGTGGTTGA-3’ 

CYP1b1 forward 5’-AGACCTGACCACCAACGTGC-3’ 

CYP1b1 reverse 5’-ATGTTCCTACCAAGCTGTCC-3’ 

IL-1 forward 5’-TCGCCCAGTGCTCCGGCTAC -3’ 

IL-1 reverse 5’- GCAGCTGGTCGTATCCGTTTGG-3’ 

cFOS forward 5’-CAGCTCCACCACAGTGAAGA-3’ 

cFOS reverse 5’-GCTCCAGGTCAGTGTTAGCC-3’ 

EF1- forward 5’-CTGGAGGCCAGCTCAAACAT-3’ 

EF1- reverse 5’-ATCAAGAAGAGTACCGCTAGCATTAC-3’ 

 

 

2.1.3. Análises Estatísticas: 

Os dados do qPCR foram analisados pelo teste de variância Kruskal-Wallis para 

dados não-paramétricos, seguido pelo teste de múltiplas comparações Student-

Newman-Keuls, com uso do software Bioestat 5.3 (Instituto Maniraua, Manaus, Brasil). 
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Os valores de p considerados significantes para diferença estatística foram < 0.05. Os 

testes de Correlação de Spearman (para dados não paramétricos) e Regressão Linear 

Simples (para duas variáveis) entre Interleucina-1 e cFOS foram feitos através do 

mesmo software.  

 

2.2. Resultados:  

Gráfico 1.a. Expressão gênica relativa da CYP1a1. 

  

Gráfico 1.b. Expressão gênica relativa da CYP1b1. 
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Gráfico 1.c. Expressão gênica relativa da IL-1.

 

Gráfico 1.a. Expressão gênica relativa da CYP1a1.

 

 

A tabela 2 mostra os resultados da expressão gênica relativa analisados pelo teste de 

variância Kruskal-Wallis, empregado em seguida o teste Student-Newman-Keuls 

como post-hoc.  
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Tabela 2. Expressão gênica relativa.  

GRUPOS CYP1a1 CYP1b1 IL-1 cFOS 

 

CONTROLE 

1.08367 

(±0.09574) 

1.01431 

(±0.01901) 

1.01834 

(±0.02019) 

1.00186 

(±0.00152) 

 

BaP 

266.42070 

(±55.34451) # 

20.08971 

(±7.54929) # 

3.45161 

(±1.00484) # 

3.64389 

(±2.78581) # 

 

BzATP 

150.07820 

(±32.27547) # 

8.54647 

(±2.29873) # 

2.14979 

(±0.88341)  

2.77360 

(±1.24551) # 

 

A438079 

89.12869  

(±15.71319) $ 

2.48956  

(±1.27780) $ 

0.21665  

(±0.02768) $,£ 

0.40385 

(±0.12076) $,£ 

Análise de variância pelo teste Kruskal-wallis. Os dados estão expressos em “média (±desvio padrão)”. 
Os símbolos a seguir indicam diferenças estatísticas (p<0.05): # em relação ao grupo controle; $ em 
relação ao grupo BAP; £ em relação ao grupo BzATP. 

 

2.2.1 CYP1a1 e CYP1b1: 

As isoformas 1a1 e 1b1 da família de enzimas Citocromo P450 são as principais na 

primeira fase do metabolismo do Benzo[a]pireno. Assim, como esperado, ambas 

apresentaram aumento de expressão, tanto no grupo BaP como no grupo BzATP em 

relação ao grupo controle. Já no grupo A438079, esse aumento foi significativamente 

menor em relação ao grupo BaP. 

 

2.2.2. IL-1:  

A expressão de IL-1 mostrou-se maior nos grupos tratados com BaP em relação ao 

grupo controle, exceto no grupo A438079, onde sua expressão foi reduzida em cerca 

de 5 vezes em comparação ao estado normal, o que está dentro do esperado devido 

ao bloqueio do receptor P2X7 pelo antagonista. 

 

2.2.3. cFOS: 

O gene cFOS apresentou aumento de expressão semelhante ao IL-1 nos grupos 

BaP e BzATP em relação ao grupo controle. Porém, assim como a referida citocina, o 

grupo tratado com A438079 apresentou uma redução de expressão, desta vez em 

cerca de 2.5 vezes em relação à normalidade. 
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2.2.4. Teste de Correlação de Spearman e Regressão Linear Simples: 

Foi aplicado o teste de Correlação de Spearman nos valores da expressão gênica 

relativa dos genes IL-1 e cFOS, e segundo os dados, há uma relação direta forte (rs 

= 0.8720; p < 0.0001 – o valor de rs varia de -1.0 a 1.0, indicando relação direta quando 

positivo, e inversa quando negativo; quando menor que -0.6 ou maior que 0.6, tal 

relação é considerada forte) entre suas expressões. Em seguida, foi feito do teste de 

Regressão Linear Simples, segundo o qual rejeitou-se a hipótese de nulidade (F = 

24.4387; p < 0.0002), aceitando a hipótese de relação direta, indicada pelo teste de 

Correlação de Spearman, entre IL-1 e cFOS. Ainda segundo o teste de regressão, 

55.23% da variação na expressão do cFOS pode ser explicada pela variação na 

expressão da IL-1 (R2 ajustado = 0.5523), havendo influência de outros fatores. 

Devido à complexidade na regulação da expressão desses genes, múltiplos fatores 

podem estar envolvidos, incluindo as ações de ligantes no receptor P2X7 e os efeitos 

do BaP. 

 

Tabela 3. Análise de Correlação de Spearman e Regressão Linear Simples para os 

genes IL-1 e cFOS: 

CORRELAÇÃO DE SPEARMAN REGRESSÃO LINEAR SIMPLES 

rs = 0.8720 F = 24.4387 

p < 0.0001 p < 0.0002 

 R2 (ajustado) = 0.5523 

Análise de Correlação de Spearman e Regressão Linear Simples para os genes IL-1 e cFOS. RS: 
coeficiente de correlação de Spearman; F: regressão; R2 (ajustado): coeficiente de determinação 
ajustado. 

 

2.3. Discussão: 

O receptor purinérgico P2X7 é uma proteína de membrana relacionado a uma 

variedade de funções relativas à inflamação, imunidade, citotoxicidade, proliferação, 

entre outras (Vasileiou et al., 2010; Alves et al., 2013). Ao ser ativado pela ligação do 

ATP, ele é capaz de estimular o influxo de Ca2+ e Na+, o efluxo de K+, proteínas 

quinases ativadas por mitógenos (MAPK) ERK 1/2, p38 e JNKs, o complexo NADPH 

oxidase, a geração de espécies reativas de oxigênio, fosfolipase D, caspases, e a 

formação de um poro não específico permeável a moléculas menores que 900 Da 

(Lenertz et al., 2011). Além disso, Muñoz-Planillo e colaboradores (2013) mostraram 

que diversos meios de ativação do inflamassomo NLRP3 se dão pelo efluxo de K+, 
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sendo este movimento então o efetor, fazendo assim uma relação direta entre NLRP3 

e P2X7. Já Yaron e colaboradores (2015) demonstraram o papel, não só do efluxo de 

K+, mas também do influxo de Ca2+ gerado pelo receptor P2X7 na ativação do NLRP3. 

Tal inflamassomo é responsável pela ativação da Caspase-1, a qual cliva a forma 

imatura da Interleucina-1-Beta, liberando-a (Latz et al., 2013).  

Foi observado ainda que a ativação do receptor P2X7 em linhagem de macrófagos é 

uma via responsável pelo aumento de expressão de cFOS, através da fosforilação de 

MAPK e, subsequentemente, CREB, sendo tais eventos gerados, pelo menos em 

parte, pelo influxo de Ca2+ (Gavala, Pfeiffer e Beltics, 2008). Ainda, Huang e 

colaboradores (2014) demonstraram aumento na expressão da MAPK p38 e, 

consequentemente, de cFOS, em resposta a IL-1. Assim, evidencia-se a forte 

relação entre a atividade do receptor purinérgico P2X7 e a expressão de IL-1 e cFOS.  

É constante na literatura relatos sobre as ações do BaP em gerar inflamação, em 

diversos órgãos, tantos em humanos como em modelos animais (Dreij et al., 2010; 

Dutta et al., 2010; Garçon et al., 2001; Ma et al., 2011; Podechard et al., 2008; Qamar 

et al., 2012), bem como causar mutagênese, genotoxicidade e desregulação de 

diversas vias de sinalização celular (IARC 2010; 2012). Diversos estudos mostram a 

capacidade do BaP de aumentar a expressão de citocinas próinflamatórias como IL-

1, IL-8, TNF- e NF-B, além de gerar Espécies Reativas de Oxigênio (Hur, Jeon e 

Hong, 2013; Ji et al., 2013; Martini et al., 2012; Laknaur et al., 2015). Seu metabolismo 

é feito principalmente pelas enzimas CYP1a1 e CYP1b1, induzidas através do 

Receptor de Hidrocarbonetos Aromáticos (AhR) e seu translocador nuclear (ARNT) 

(Nebert et al., 2004; Nebert e Dalton, 2006). Os resultados do presente estudo 

mostram o aumento das taxas de CYP1a1, CYP1b1 e IL-1 pela exposição ao BaP. 

Por outro lado, com o bloqueio do receptor P2X7 pelo A438079, foi obtido uma 

redução nos níveis do gene IL-1 em cerca de 5 vezes em relação ao grupo controle 

(Tabela 2), sugerindo que sua expressão induzida pela exposição ao BaP é 

diretamente afetada pelo funcionamento do P2X7. Condizente com os dados da 

literatura sobre a relação da expressão de cFOS e IL-1, ambos os grupos de 

exposição ao BaP onde o receptor purinérgico não foi bloqueado (grupos 2 e 3) 

apresentaram aumento de ambos os genes, em contraste com a redução nas 

expressões quando utilizado o antagonista do P2X7. Tal relação foi também 

demonstrada inclusive numericamente neste trabalho, com o teste de Correlação de 
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Spearman, o qual mostrou uma relação forte e direta entre as expressões de IL-1 e 

cFOS (rs = 0.8720, p < 0.0001), pelo valor de rs ser maior que 0.6 e positivo. A 

Regressão Linear Simples indicou que 55.23% (R2 ajustado = 0.5523) da expressão 

do cFOS pode ser explicada pela expressão da IL-1, devendo-se também à influência 

de outros fatores. 

Um outro ponto notado neste estudo foi a diminuição na indução das enzimas CYP1a1 

e 1b1 por meio do bloqueio do recepto P2X7 pelo tratamento com o antagonista 

A438079. É conhecido que o A438079 é capaz de inibir diretamente a atividade de 

enzimas do Citocromo P450 (Xie et al., 2013), porém não há estudos relacionando a 

atividade do P2X7 ou o uso do antagonista com a expressão de enzimas CYPs.  

Outro resultado interessante foi o fato do grupo tratado com B-ATP ter apresentado 

expressões dos genes estudados menores que o grupo BaP, o qual não foi tratado 

com o agonista. O resultado esperado seria o inverso, considerando que a ativação 

direta do receptor P2X7 induziria maior expressão da IL-1, por exemplo. É conhecido 

que o BzATP é capaz de ativar diferentes subtipos de receptores purinérgicos, além 

do receptor P2X7 (Khakh et al., 2001; Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007; 

Carrasquero et al., 2009; Suplat-Wypych, Dygas e Baranska, 2010), e até mesmo 

reagir com outras moléculas (Hedden, Benes e Soltoff, 2011). Assim, é possível que 

outros subtipos de receptores purinérgicos (ou ainda outras classes de receptores ou 

biomoléculas), quando ativados pelo agonista, podem ter causado efeitos contrários 

ao do P2X7, resultando em tais dados, apesar de não terem mostrado diferença 

estatística significante. No entanto, em nosso modelo não podemos descartar ou 

afirmar tal possibilidade sem o uso concomitante de antagonistas seletivos para outros 

receptores supostamente envolvidos para “eliminar” possíveis efeitos de interferência, 

deixando apenas as ações sobre o receptor P2X7. 

 

3. CONCLUSÃO: 

Conclui-se então, a partir dos dados deste estudo, e embasado na literatura, que o 

aumento na expressão da IL-1 durante a exposição ao BaP possa ser influenciado 

pelo funcionamento do receptor P2X7, consequentemente interferindo na expressão 

do cFOS. Sobre a expressão das enzimas CYPs notada neste trabalho, nossa 

hipótese, embasada também no trabalho de Xie e colaboradores (2013), é a de que o 

composto A438079 ligue-se diretamente ao AhR, gerando tal efeito, de forma que 
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necessita-se de estudos mais aprofundados, com outros antagonistas do receptor, 

para confirmar tal raciocínio. Caso contrário, ainda, essa expressão pode ser devida 

à ativação/bloqueio do P2X7. Por fim, sugere-se também estudos sobre os efeitos do 

agonista BzATP na ativação de outros receptores purinérgicos, e mesmo em relação 

aos efeitos sobre outras moléculas dos quais se acredita serem gerados pelo 

funcionamento do receptor P2X7. 
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