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RESUMO

Citocromos P450 formam uma superfamilia de proteinas que metabolizam um

grande numero de subsiratos enddgenos e xenobidticos. O metabelismo de xenobidticos

pelo citocromo P450 € uma importante area da farmacologia molecular e da toxicologia
gue vem sendo usada nas dltimas decadas como feramenta de biomonitoramento contra
os danos causados por poluentes. O obisfivo deste irabalho foi estudar o sistema P450
{fase | da biotransformacao), Glulationa-S-Transferase (GET —fase i da biotranformacao)
e enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) no figado de Curimbata, um peixe brasiieiro,
frente & acdo de irés xenobidticos (Trifluoperazine, Triton X-100 e Tween 80), viabilizando
o uso do citocromo P450 como biomarcador de poluicdo ambiental. A caracterizacdo
espectral do sistema mostrou que Curimbatds ém um componente exira no sistema
microssomal gue se caracteriza por apresentar um maximo de absorcéo em 418420nm e
na presenca de xenobidticos tém suas concentracdes diminuidas sugerindo gue seja uma
hemeproteina de caracteristicas espectrais semelhanies ao do P450. A purificac8o do
citocromo P450 através de uma colunz de hidrofobicidade acoplada em HPLC se mostrou
eficaz, mas nédo foi possivel identificar as isoformas presentes no sistemna. O método
enzimatico detectou apenas a presenca da CYP1A. Todos os xencbibticos ievaram a
diminui¢do do contetdo dos citocromos b5 e P450 dependente do tempo de incubacgao e
da concentracdo do xenobidtico. As enzimas NADPH citocromo P450 redutase & EROD
(CYP1A) foram ativadas pela TFP e marcadamente inibidas pelo Triton X-100 e Tween
80, sugerinde gue 0s xenobidlicos interagem com os componentes da membrana
microssomal. A TFP foi o Gnico xenobidtico a ser parciaimente metabolizado e, além das
alteracbes da membrana, tambeém leva 3 inibicio seletiva de algumas isoformas do P450,
pois foi possivel detectar a ativagio da EROD (CYP1A). A causa desta inibicdo seria a
interacdo de metabdlitos da TFP com o citocromo P450. O Triton X-100 também destrdi o
P450 por alquilagao do grupamento heme, sugerindo um efeito inibitéric do surfactante
ainda que na forma de mondmeros. A GST foi induzida pelos trés xenobidticos indicando
a capacidade de Curimbatd em defoxificar tais compostos. A andlise das enzimas
antioxidantes e dos niveis de peroxidac@o lipidica mostraram que seu uso como
ferramenta de biomarcacdo deve ser sempre associado a atividade de outras enzimas.
Portanto, embora o P450 seja um biomarcador em potencial, deve ser analisado
conjuntamente com cutras enzimas, pois 0s xenobidticos interagem diferentemente com

cada componente do sistema levando a inducdo de algumas proteinas
concomitantemente 2 inibicgo de oufras.



ABSTRACT

Cytochromes P450 constitute a superfamily of hemeproteins that play a

vital role in the metabolism of a wide varietly of compounds such as steroids, fatty
acids, drugs and environmental poliufants. Xenobiotic metabolism and role of
cytochrome P450 are important areas of molecular pharmacology and toxicology,
and of great interest mainly in the studies on prevention of the damage caused by
chemical poliutants. in this work we investigated the interaction of Triflucperazine,
Triton X-100 and Tween 80 with cytochrome P450, phase | and it enzymes and
antioxidants defenses in Curimbatd, a brazilian teleost fish. Spectral
characterization indicated a possible presence of a hemeprotein, with similar
characteristice of cytochrome P450, in liver of Curimbaté; a peak at 418-420nm
(“P4207) decreased in the presence of xenobictics. Purification of cytochrome P450
had been succeded by HPLC on hydrophobic column {u-Boundapak — C18). Only
one isoform of P450 — CYP1A — could be detected in Curimbaté hepatic
microsomes. ERGD and NADPH cytochrome P450 redutase were strongly
inhibited by Triton X-100 and Tween 80 in a time- and concentration-dependent
way. Triton X-100 and Tween 80 inactivated the system by interacting with the
membrane. In the case of Triton X-100, that cause the alkylation in the heme-
moiety, P450 inactivation occurred even in monomers. However these enzymes
were activated by Trifluoperazine (TFP) suggesting that only TFP was being
metabolized by P450 system and that its metabolites couid interact with P450 and
inativeted it. Glutathione-S-Transferase, a phase il enzyme, was activated by the
xenobiotics, suggesting that Curimbata could metabolize these compounds.
Analyses of antioxidant enzymes activities, lipoperoxidation levels and P450
contents showed a non-significative correlation between antioxidant effects and
P450 system. Our results suggested that P450 is a potential biomarker of
xenobiotic exposure, but its use need to be associated with other enzymes
because xenobiotics can distinctly interact with each component of the system
ieading to the activation of some enzymes and inhibition of others.



introducac - 1
1 — INTRODUCAQO |

4.1 — POLUICAC AMBIENTAL E OS CONCEITOS DE
BIOMARCADORES

A crescente expansd@o demogréfica e o desenvolvimento industrial
comprometeram a qualidade dos diferentes ecossistemas do planeta, em especial

os aguaticos, onde ocorre o despejo de diferentes produtos quimicos de origem
industrial e doméstica.

De acorde com a classificacdo da CETESB {Companhia Tecnolégica
de Saneamentc Ambiental) tais despejos podem ser: fisicos, como 0s agenies
corrosivos; guimicos, como o0s residuos tdxicos de origem industrial e os
pesticidas agricolas; e organicos, incluindo os fertilizantes, restos de refinaria,
produtos de esgoto e o lixo doméstico. Os poluentes que compbem estas duas
Uitimas categorias s&o responsaveis por 80% da poluicao aquatica, pois uma vez
lancados aos rios provocam alteragbes de parametros como dureza, pH, turgidez,

oxigénio disponivel, concentracéc de nutrientes etc. {(hitp.//www.cetesb.com br j.

O Brasil, assim como a maioria dos paises, € deficiente em recursos
que previnam e tratem os problemas causados pelo despejc de resjduos toxicos
no ambiente. Coniudo a preocupacio crescente em encontrar meios que
contenham a poluicdo ainda em niveis iniciais e evitar seu confatc com a
populacéo fez crescer, a partir de 1950, as pesquisas em tecnologias para a
prevencao da contaminagao ambiental {Goldafarb et al., 1998).

Muitos autores definem poluicdo como a presenca de quantidades
elevadas de constituinies naturais, ou ndo, no ecossistema. Por serem
substancias estranhas ao meio e aos organismos tais composios s&o chamados
tecnicamente de xenobidticos (xeno = estranho; bidtico = relativo a vida)
{Cousinou et al., 2000).
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Os xenobibticos naturais incluem uma grande variedade de produtos de
origem vegetal — como o0s terpencs e os alcaldides, as toxinas animais e o0s
hidrocarbonetos naturais. Quando existentes em baixas concentracbes no
ecossistema, estes compostos sfo imporiantes desencadeadores de processos

evolutivos que podem levar & adaptacdes fisioldgicas e comportamentais (Calow &
Forbes, 1898, Livingstone, 1398).

Os xenobidticos antropogénicos podem ser dispersos no ecossistema
por varias rotas, dentre elas a atmosférica, descarga direta (lixo industrial ou
esgoto langados diretamente na agua) ou indireta, através da cadeiz alimentar.
Esta ultima forma de dispersdo explica-se pelo faio de gue grande parte dos

xenobibticos € pouco  sollvel em dgua e, portanto, faciimente acumulado nos
organismos {(Livingstone, 1998).

A preocupagdo com 0 meio ambiente intensificou a procura por meios
de monitoramento ambiental mais rapidos e eficientes. Ao enfocar apenas a
andlise quimica dos niveis de poluentes na agua ou no sedimentc, os métodos
tradicionais forneciam pouco ou nenhum indicio do efeito dos poluentes na fauna e
flora, pois tais procedimentos n&o levavam em conta as alteracgfes sofridas pelo
organismo em relagdc as mudancas guimicas no meio (Goldfarb et al., 1998). A
fim de solucionar estes problemas, pesquisas procurando indicadores biolégicos

de qualidade de agua tém crescide exponencialmente nos Gltimos anos.

Indicadores bicldgicos séo definidos como variaveis bidticas que podem
ser medidas informando a presenca de uma resposta a algum agente esiressante
que pode ser desde o derramamento de poluentes até a alteracdo das
concentragles dos gases respiratérios (Adams, 1990). O gque sustenta o uso do
biomonitoramento € o fato de que distirbios conseqientes do contato do
organismc com O xenobidtico levam a perturbacGes mensurdveis no

comportamento, na fisiologia, na bioquimica e na morfologia do organismo.
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Entre as ferramentas usadas no biomonitoramento, duas vem

demonstrando resultados promissores: os bioindicadores e os biomarcadores. Séo

considerados bicindicadores 0s organismos cuja resposta associada ac impacio
de um contaminante seja mensurdvel ao nivel da espécie, analisando-se
parametros comportamentais ou morfolégicos. Quando a resposia € medida em
niveis inferiores de organizacdo biolégica, como por exemplo, as alleracSes da
atividade de uma enzima, uliliza-se o termo biomarcador {(Adams, 1990, den
Besten, 1998, Goidfard et al., 1998).

Os biomarcadores s&o ferramentas de monitoramento em qualquer
ecossistema, em especial no aquatico. No entanio, as respostas séc
potencializadas quando se usa o biomarcador cerio e no local cerlo para que a
resposta mensuravel! seja real (den Besten, 1998). Varios autores demonstraram
que muitos organismos quandc expostos a poluentes sofrem um aumento nas
enzimas da fase | da biotransformacé&o, nas enzimas antioxidantes e na
lipoperoxidag@o. Em longo prazo, € possivel um aumento de neoplasias que
refletem danos na esfrutura do DNA (Ueng et al., 1995, Koblyakov, 1998, Machala
et al., 1998, Quabius ef al., 1998, Williams et al, 1998, Au et al., 1999). As
informacdes obtidas com o uso de marcadores bioldgicos podem ser utilizadas
para sinalizar, confroiar ou prever os efeifos dos poluentes. No entanto, a atividade
desta ferramenta pode ser afetada, ou ndo, por certos tipos de agentes fazendo
com que um numero limitado de biomarcadores seja validos para inclusdes em
programas de monitoramentc {(Thomas, 1990, den Besten, 1938). A Tabela 1

resume os principais tipos de biomarcadores e guais as situagbes em gque eles
podem ser usados.

O papel maléfico dos xenobibticos vem sendo estudado desde a
década de 50. Atualmente € comprovado que tais compostos podem alterar a
atividade de diferentes enzimas, inibindc ou estimulande a producdo de
substancias importantes (comc os hormdnios), e aumentando a producdc de
espécies reativas do oxigénio, alterando assim todo funcionamento do organismo

e desencadeando um quadro de estresse. Esta desesiruturacéo  possivel porgue
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os xenobidticos se ligam as proteinas através de interacbes covalentes ou por

apresentarem estrutura guimica similar 2 de compostos importantes como 0s

hormonios sexuais, podendo desta maneira alterar todo © ambiente celular e os

processos metabdlicos do organismo (Thomas, 19590, Oruc & Uner, 1999, Paolini

et al., 1999).

Tab. 1 - Conceitos e aplicacfes dos principais tipes de biomarcadores *

Conceito Situagio de uso e tipo de resposta Uso ¢ Requerimentos
Exposigio Processos iniciais de contaminagio Biomarcadores de
exposicao com
especificidade para cerlos
tipos de contaminantes.
Diagnostico Sinaliza as possiveis causa e A resposia obtida &

Monitoramento dirigido

{monitoramento continuo)

Monitoramenio de variagic
espacial
(dispersio do

contaminanie)

Andailise de risco

efeitos adversos de um
contaminante em cerlas
populagdes.

Mudanca da resposta (aumentc ou
diminuicdo da inducao) de um
biomarcador a0 longo de um tempo
pré-determinado.

Andlise de um ou mais
biomarcadores em diferentes
pomtos de um mesmo local atingido.

Prever os efeitos do contaminante
em areas de risco, ou seja, sujeitas

a0 despejo continuo.

correlacionada com ¢
“fitness” reprodutivo do
organismo estudado

Medidas repetidas do
mesmof(s} biomarcador{es)
em diferentes periodos

Uso de “espécie sentinels”,

animais comuns da regido.

O mesmo biomarcador em
diferentes organismos gue
habitermn 0 mesmo local.

* Adaptade de den Besten, 1858,
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Normalmente, estudos in vifro se assemelham muito ac monitoramento
dirigido, pois analisam alteracSes na resposta de um biomarcador em diferentes
pericdos de incubac3o. Muitas vezes realiza-se um estudo prévio do biomarcador
a ser analisado através de ensaios in vifro antes de partir para o monitoramento no
campo. Estes estudos sdo necessarios para que se conheca o comportamento do
biomarcador de interesse em diferentes situacbes.

Enzimas, proteinas e cofatores envolvidos na ligagao, bictransformacdo
e excregdo de xenobidticos tém sido propostos para serem usados como
biomarcadores de poluicdo. As enzimas da fase | (sistema microssomal hepatico —
citocromo P450), as da fase !l da biotransformacio (Glutationa-S-Transferase,
UDP-glucuronosii fransferase, acetil transferase) e as enzimas do esiresse
oxidativo (SuperGxido Dismutase, Catalase e Glutationa Peroxidase) sdo
estudadas em diferentes organismos para serem validadas como biomarcadores
de exposicdo a xenobidticos (Jimenez & Stegeman, 1990, Thomas, 1990,
Livingstone, 1998, Paolini et al., 1999).

Tradicionalmente, o processo de biotransformac&o de um xenobidtico é
avaiiado em estudos /in vivo usando animais como modelos. No entanto, estudos
do metabolismo in vifro tém se expandido e sio de interesse da industria
farmacéutica para entender como um dado xencbidtico € metabolizado e quais

W e g

1997).

Embora os testes in vivo permitam avaliar a toxicidade de um dado
xenobidtico no organisme como um todo, os testes in vitro vém ganhando forca
nos ultimos anos devido a sua precisdo, ja que € possivel identificar qual a
resposta do meioc em concentragbies abaixc das detectadas no ambiente. As
espécies apresentam sensibilidade variada &8 um mesmo xenobidtico em um
mesmo ambiente, pois a biotransformacdo é modulada tanto por fatores

endogenos como exogenos. Assim, uma espécie que ndo responda a presenca de
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um dado xencbidtico no ambiente pode apresentar alteracdes enziméticas em
testes /n vilro em virlude do isolamentc das variaveis exiernas, tais como
alimentacio e temperatura (Isomaa & Lilius, 1995).

Atuaimente ha um grande interesse na padronizacfo e viabilizaco de
diferenies espécies como bioindicadores de poluicdo ambiental e no melhor
entendimento dos efeitos dos contaminantes no ecossistema. Para isto, contudo, é
necessaric conhecer quais os danos causados pelos xenobidticos através da

integrac@o entre a toxicologia — testes in vifro — e a ecologia — testes in vivo.

1.2 - BIOTRANSFORMACAC

A biotransformacio € definida como um processo que visa converter
um substrate lipofilicc em um composto mais polar e, consegilentemente, ter seus
metabdiitos rapidamente excretados. As enzimas envolvidas no metabolismo de
compostos toxicos tém uma variedade de substratos e a sua atividade depende da

semelhanca entre os compostos endégenos e o xenaobidtico (Cousinou et al.,
2000, Timbrell, 2000).

A maioria dos xenobidticos atinge o organismo através da via gasiro-
intestinal e, neste sentido, o figado é o principal 6rgéo de biotransformacao devido
a sua posicao, suprimento de sangue e funcBc. As enzimas envolvidas na
biotransformaco estao localizadas principalmente no reticulo endoplasmatice liso
e no citossol das células hepaticas; em nimero menor estdo presentes ainda nas
mitocOndrias e em oufras organelas. (Vrofik et al., 1994, Bainy, 1998, Goksoyr &
Husoy, 1998, Machala et al., 1998, Quabis et al,, 1998, Au et al., 1999, Cousinou
et al,, 2000, Timbreill, 2000).

O metabolismo oxidativo € a primeira etapa do processo de

biotransformacae, sendo catalisado por dois grupcs de monooxigenases: as
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flavoproteinas monecoxigenases e o sistema microssomal P450. Nesia primeira
fase ocorre a ailteracdc da estrutura da molécula original através da adicdo de
grupos funcionais (-OH, COOH, efc) que a tornam menos hidrofdbica (Bainy,
1996, Stegeman & Lech, 1991). A inserc@o destes grupos leva a producio de
metabdlitos com alta solubilidade, podendo provocar ndo 50 a inativagéo do
composto, mas também a ativagio de compostos pro-carcinegénicos (Cousinou et
al., 2000, Stegeman & Lech, 1991, Koblyakov, 1998, Graham & Peterson, 1999).

Na fase ll esta molécula estruturaimente diferente sera conjugada com
compostos endégenos e polares, tornando-a mais hidrofilica, menos tdxica e

faciimente excretave! {(Vrolik et al., 1994, lyer & Sinz, 1998, Timbrell, 2000).

1.2.1 -SISTEMA MICROSSOMAL HEPATICO - P450

As reacbGes da fase | da biotransformacdc s&o catalisadas
principalmente pelo sistema P450 de monooxigenases, localizado na membrana
do reticulo endoplasmatico liso das células. A complexidade desta organeia esté
relacionada a sua superficie bidimensional que possui uma distribuicdo
heterogénica de proteinas e lipidics, sendo a densidade de proteinas
correspondente a 70% do peso total da membrana (Hird et al., 1964, De Pierre &
Ernster, 1977, Peterson & Prough, 1986).

Este sistema enzimatico pode ser isolado em fracbes microssomais, no
caso, vesiculas de aproximadamente 100 nm obtidas através de uma segléncia
de homogeneizacac e ulfracentrifugacbes que levam & fragmentacdo e
resselamento do reticulc endoplasmaticco em vesiculas conhecidas como
microssomas gue mantém as mesmas caracteristicas e composicao do reticulo
endoplasmatico na célula (De Pierre & Ermnster, 1877, Alberts et al, 1984,
Timbrell, 2000). O sistema microssomal hepatico & composio por ftrés
flavoproteinas {NADPH-citocromo P450 redutase, NADH-citocromo bS-redutase e

N-oxidase) responsaveis pela transferéncia de eléirons e, duas hemeproteinas, ©
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citocromo P450, uma monooxigenase, e o citocromo b5, que quando reduzido &
capaz de doar seus eiétrons para o oxi-P450 (Estabrook, 1978).

Microssomas hepaticos catalisam uma grande variedade de reacdes de
oxidacao, como por exempio, a hidroxilagdo de compostos aromaticos e alifaticos,
a N-oxidagdo de drogas, elc. Todas estas reaches sZo possiveis gragas a
associaclo dos diversos componentes do sistemna microssomal e sdo catalisadas
pelo citocromo P450, em especial os da subfamilia 1A e 3A (Estabrook, 1978,
Vrolijk et al., 1994, Riviere & Cabanne, 1987, Koblyakov, 1995, lyer & Sinz, 1999,
Omura, 1999).

O termo “citocromo P450” foi usado pela primeira vez em 1962 para
identificar uma hemeproieina com caracteristicas Onicas, valendo-ihe ¢ nome de
pigmentc microssomal ligante ao monéxido de carbono {(*microsomal carbon
monoxid-binding pigment”) (Omura & Sato, 1984a, Omura & Sato, 1984b,
Bernhardt, 1995, Omura, 1989). A caracteristica classica dos P450 é a posicéo
peculiar do seu pico de Soret em 450 nm como resultado da formacgdo do

complexc Fe(ll}-CO — surgindo desta constatagio o nome P450 (Omura & Sato,
1964a, Omura & Sato, 1964b, Mansuy, 1998).

O grupamento heme do citocromo P450 € derivado da protoporfiring 1X,
0 gue parece contribulr para as suas caracteristicas espectrais Unicas (Mansuy,
1998, Omura, 1999). Tais caracteristicas espectrais também sio atribuidas 3
presenca da cisteina, histidina e do anion tiolato ligados ac ferro-heme. O 5°
ligante do ferro-heme € o responsavel por gerar o espectro caracteristico do P450
reduzido e complexado com mondxido de carbono e gracas aos avangos das
téecnicas de cristalografia de proteinas e da biologia molecular hoje se sabe que

este quinto ligante do ferro é o anion tiolato de um residuc de cisteina (Omura,
19889).
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Quando a estrutura do P450 é perturbada por agentes como os
surfactantes, o anion tiolato do residuo de cisteina € faciimente deslocado junte
com o anel imidazol do residuo de histidina, deslocando o pico de 450nm para
420nm — semelhante & hemoglobina - e gerandc a forma P420 que & inativa
{Omura & Sato, 1964a, Omura & Sato, 1964b, Nebert & Gonzalez, 1987, Graham-
Lorence & Peterson, 1996, Graham, & Peterson, 1999, Omura, 1999). O citocromo
P420 pode ser gerado n&o sé por alteragBes no microambiente do grupamento
heme; a desestabilizacdo da membrana do reticulc endoplasmatico também &
responsavel por deslocar ¢ pico de 450nm para 420nm, o que demonstra a grande

influéncia do ambiente lipidico para o funcionamento do citocromo P450 (Nebert &
Gonzalez, 1987, Benhardt, 1985, Omura, 1999).

Os avangos na area de biologia moiecular permitiram o enriquecimento
no conhecimento da estrutura e da seqléncia de aminoacidos de diferentes P450,
0 gue exigiu a criacdo de uma nomenclatura particular para especificar os
diferentes tipos de P450s baseada na homologia estrutural. P450s de diferentes
fontes, mas com mais de 40% de homologia entre as seqiiéncias s3o incluidos na
mesma familia, que € identificada por um aigarismo arabico. Quando a homologia
€ superior a 55% as proteinas s&o incluidas na mesma subfamilia, identificada por
uma letra de forma capital. Por exemplo: CYP1A, identifica os genes dos
citocromos P450 da familia 1 e subfamilia A, a identificacdo da enzima & a
mesma, mas sem o italico (Coon et al., 1992).

P450s s&o essenciais para todos os organismos vivos, tanto
procariontes quanto eucariontes. Neste Gltimo grupo sua importancia € ainda
maior por estar envolvido ativamente na sintese de esterdides e acidos graxos,
indispensaveis para a composicdo da membrana plasmatica. Devido z esta
constatacao acredita-se que o P450 teve um papel importante na transicdo de
procariontes para eucariontes, quando passou a desempenhar outros papéis além
da sintese de compostos biologicamente ativos (Nebert & Gonzalez, 1987, Nebert
et al., 1989).
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Em organismos eucariontes, os P450 se encontram embebidos
principalmente na membrana do reticulo endoplasmatico liso e na membrana
interna da mitocdndria. Em ambos os casos esta ancoragem na membrana se da
através de residuos de aminoacidos hidrofobicos. No entanto, a composicdo do
sistema das monooxigenases no reticulo endoplasmatico é diferente da
mitocondrial, conferindo a estes P450s diferentes fungdes. Enguanto o P450
mitocondrial esté envolvido na sintese de esterdides e clivagemn de colesterol. o

P450 microssomal atua principalmente na biotransformacdo de xenobidticos
(Biack, 1992, Coon et al.,, 1992, Omura, 1999).

O P450 € capaz de realizar uma série de reacdes de oxidacdio, como
demonstrado na Figura 1. Isto & possivel gracas a duas propriedades desia heme-
proteina: (i) habilidade do ferro em apresentar um grande nimero de estados de
oxidagao com diferentes reatividades, (i) acessibilidade do seu grupamento ferro a
um grande numero de substratos (Mansuy, 1998).

R MONOORIGEHASE .
SG=0+Ho ROH DESIDROGENAGOES
B - i \‘{:“c -
+RRC=H-OH fRH AN
REAGOES DO TIPO HO SINTASE . i _,,,/"
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+H < CHO -~ i R Mh“‘ﬁ" H H.,B
#~ : i . \
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R4 d y
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e @S

o rd \\Rq. \:J..rsOH
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DESFORMILAGOES OXIDATIVAS OH T Moy

Fig.1 - Esquema das reagfes catalisadas pelo citocromo P450 {adaptado de Mansuy, 1998).
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A reacao classica do P450 envolve a fransferéncia dos seus atomos
de oxigénio para o subsirato — dai ser denominada monooxigenacio. A ativacao
deste sistema necessita de dois equivalentes reduiores que chegam aié o P450
por dois passos redutores distintos. No primeiro, o elétron é transferido do NADPH
para o citocromo P450 através da enzima NADPH citocromo P450 redutase. Ja o
segundo elétron pode vir de varias fontes, embora © doador mais comum seja o
citocromo b5 através da enzima NADH citocromo b5 redutase. Estas
transferéncias geram espécies reativas do oxigénio na forma de anion superdxido
{02 7) e peroxido de hidrogénic (H.0;) (Fig.2), que por sua vez podem causar
danos ao organismo por serem precursores do radical hidroxil (Coon et al., 1992,
Guengerich et al., 1885, Guengerich et al., 1998, Koblyakov, 1998, Omura, 1999).

A NADPH citocromo P450 redutase € uma flavoproteina que foi
iniciaimente identificada pela sua habilidade em oxidar o NADPH e reduzir o
citocromo ¢. E£sta enzima tem dois dominios: um hidrofébico e outro hidrofilico. A
NADPH citocromo P450 redutase € reduzida em quatro etapas que transferem um
elétron por vez, gerandc no fim do processo um espectroc com méaximo de

absorgao em 585nm (Peterson & Prough, 1986, Sevrioukova & Peterson, 1995).
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Fig.2 - Ciclo catalitico do citocromo P450. (1) Ligagio do substrato (RH) ao citocrome P450 (Fe™);
(2) redug@o monoeletrénica do complexo enzima-substratc pela enzima NADPH citocromo
P450redutase (NCR), (3) ligagio do oxigénio molecular {O.) a0 complexc enzima-substrato.
Enguanto um atomo do oxigénio molecular é introduzido no substrato, o outro 4 reduzido até sgua
gerando espécies reativas do oxigénio, tais como o &nion superoxido (0,) e o perdxidoe de
hidrogénio (H,0.); (4) transferéncia do segundo elétron para o complexo enzima-substrato através
do citocromo b5; (5) protonagic do compiexo enzima-substrato com liberaciio de peroxido de
hidrogénio; (6) clivagem da ligacdo O-O gerando um intermnedidric reativo; (7) insergio de um
atomo de oxigénio no substrato (monooxigenagdo); (8) dissociacdo do produtc e liberacio do
citocromo P450; (9) reacdo de hidroxilacdo sem a necessidade de equivalentes redutores. Em
destaque as espécies reativas geradas pelas redugdes do ciclo (adaptado de Benhardt, 1995).

Varios estudos afirmam gque na presenca de substratc ha uma
interacao entre o P450 e a sua redutase através de uma mudanca conformacional
no grupamento heme desta proteina. O papel da NADPH citocromo P450 redutase
¢ crucial para ativagdo do P450 porque qualquer alteracio nesta etapa do ciclo
catalitico pode provocar a inativagic do P450 devido & diminuico da interagdo
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entre estes dois componentes (Nebert & Gonzalez, 1987, Nebert et al., 1889,
Yamada et ai., 1599).

O citocromo b5 € uma hemeproteina infrinseca localizada na face
externa da membrana microssomal. Esta proteina, um polipeptidioc com massa
molecular ao redor de 16.000Da, & composta por dois dominios. um globular e
hidrofilico no qual enconira-se o grupamenic heme e, um segundo fragmento
composto por amino&cidos hidrofébicos responsaveis pele ancoramento do
citocromo na membrana microssomal {Robinson & Tanford, 1975, Garda &
Brenner, 1984, Peterson & Prough, 1986).

Além de atuar como doador do segundo elétron necessdério para a
reducd@o do citocromo P450 durante seu ciclo catalitico, estudos recentes
demonstraram que ha uma interacdo na membrana microssomal entre ¢ citocromo
b5 e algumas formas de P450 formando um heterodimero que, além de aumentar
a velocidade da detoxificacdo, também impede as taxas de fosforilacao do P450,
reacao que poderia levar a sua destruicdo (Chiang, 1981, Jansson et al., 1990,
Jansson & Schenkman, 1996). Quando reduzida esta hemeproteina apresenta um
maximo em 423-424 nm, caracteristico do citocromo (Garda & Brenner, 1984,
Peterson & Prough, 1986). Além de participar dos processos de oxidagdo de
drogas, o b5 também participa da sintese de aiguns fosfolipidios, o que explica o
fatc deste citocromo ser amplamente distribuido entre os tecidos e localizados em
diversos compartimentos celulares (Peterson & Prough, 1986).

C papel do citocromo b5 na oxidagdo de drogas peloc sistema
microssomal vem sendo pesquisado ha muito tempo através de estudos cinéticos,
imunogquimicos e sistemas reconstituidos de proteinas purificadas. Tais estudos
procuram provar que o bS também pode ser usado como biomarcador
microssomal de oxidacdo de drogas e, por conseqiéncia, um biomarcador de
exposicdo a xenobidticos (Chiang, 1981, Peterson & Prough, 1986, Guengerich et
al., 1895, Jansson & Schenkman, 1996).
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A inducio da resposta dos P450s a um dado xenobidtico, em especial
aos policiclicos aromaticos em sistemas in vivo, € mediada através de um receptor
citossdlico {Ah) que ao interagir com o xencbidtico, forma um complexo receptor-
xenobidtico gue se liga em seguida em regides especificas do DNA provocando o
aumento da transcricBo de RNA mensageiro. O tempo de inducdo varia entre os
organismos estudados e o agente indutor, ¢ que torna pertinente um estudo prévic
do organismo que se pretende utilizar como bioindicador (Coon et al. 1996,
Omura, 1898). Em estudos paralelos desenvolvidos neste laboraidrio, observamos
que peixes coletados em locais poluidos apresentavam niveis de P450 e b5 até 7
vezes maiores quando comparados com peixes coletados em criadouros artificiais
(Leitdo et al., 2000). As subfamilias 1A e 2B s#o as principais responsaveis pelo
metabolismo de xenobidticos. Estas isoformas estdo localizadas nos tecidos que
estdo em contato direto com as substancias vindas do aexterior, como o trato

gastro-intestinal, o figado, a pele, os rins, etc (Vrolijk et al., 1994, lyer & Sinz,
1899).

Em estudos in vifro de biomarcacdo ndoc se estuda a inducao do
sistema uma vez que ©s microssomas constituem um sistema desprovide de
nucleo e RNA mensageiro, responséveis pela sintese “de novo” de proteinas.
Nestes casos analisa-se a capacidade do sistema microssomal em catalisar as
reacOes de oxidagdo e biotransformacio de compostos {6xicos.

1.2.2 — ENZIMAS DA FASE li - GLUTATIONA -S - TRANSFERASE

As duas enzimas de maior atuacdo durante a fase H da
biotransformacao sao a Glutationa — S — Transferase (GST) e a UDP-glucuronosil
transferase (UGT). Ainda que ambas trabalhem na conjugacdo dos compostos
gerados na fase | da biotransformacgo, se diferenciam quanto & localizagdo
celular. Enquanto a UGT encontra-se na membrana microssomal, a GST é uma
enzima citossélica (lyer & Sinz, 1999, Timbrell, 2000},
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A Glutationa — S — Transferase é uma enzima constituida por duas
supunidades com massa molecular entre 24.000 e 28.000Da e se caracieriza por
desempenhar um imporiante papel fisioldgico na neulralizacdo dos epdxidos
gerados na fase | da biotransformagao, tormnando-os mais hidrofilicos. Quando a
solubilidade do composto € alta, as interacbes covalentes entre estes epdxidos e
moleculas importantes como o DNA e as proteinas diminuem, reduzindo assim o

potencial carcinogénico de muitos xenobidticos {Habig et al., 1974, Le & Franklin,
1997, Van Bladeren, 1997, Hu et al., 1988).

Em mamiferos s@c sencontradas vérias isoformas da GST, que
comumente sao divididas em guatro classes — alfa, u, pi e teta - conforme suas
estruturas, propriedades catalificas, especificidade por substrato e localizagéo
tissular. No figado a conceniracao intracelular da GST gira em torno de 0,1mM,
revelando sua importancia nc metabolismo de vérios xenobidticos (Habig et al.,

1974, Kolm et al., 1995, Rompelberg et al., 1996, Van Bladeren, 1997, Hu et al.,
19298, Cummings et al., 2000).

A estrutura quimica do xenobidtico influencia muito na magnitude da
resposta da enzima. Compostos nitroheterociclicos se caracterizam por levarem a
uma inducao seletiva da GST, enquanto que os fendlicos, originados de plantas
normalmente inibem a atividade da enzima (Oetari et al., 1996, Le & Frankiin,
1897).

O uso da GST como biomarcador de poluicdo ambiental vém crescendo
nos ultimos anos guando se intensificaram as pesquisas que enfocavam as
enzimas da fase ll da biotransformac@o. Atuaimente se sabe que uma aita
atividade da GST na presenga de um dado composto pode indicar seu poder

carcinogénico, mesmo gue as enzimas da fase | ndo apresentem um alto grau de
indugao.
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1.3 - A GERACAQC DE ESPECIES REATIVAS DO
OXIGENIO PELO SISTEMA P450

A bioguimica dos intermedidrios do oxgénio (02 é um importante
campo da biologia, uma vez que o O; & um componente essencial para os
organismos vivos. Todos os tecidos aerdbicos produzem espécies reativas do
oxigénio em varios tipos de reacbes, mas quando essa produgdo & excessiva cria-
se um quadro de estresse oxidativo que pode ser gerado néc sé por alteragbes
enddgenas do organismo, mas também por fatores antropogénicos, como ©
contato com poluentes através daz inalacSo de gases tdxicos, absorgdo pela

epiderme ou ainda pela ingest@o de alimento e dgua contaminados (Gracy et al,
1959).

A caracteristica cinética do oxigénio é a principal responsavel pela
geracac das espécies reativas. Esse processo pode ser catalisado por metais de
transicéo como ¢ Fe efou Cu que também apresentam elétrons desemparelhados

no orbital mais externo (Cadenas, 1989, Storey, 1996, Qian & Buettner, 1999,
Timbreil, 2000).

Diferentes autores definem espécies reativas do oxigénio como um
atomo ou molecula que contém um ou mais elétrons ndo pareados no orbital mais
externo. Para adqguirirem estabilidade tais elétrons unem-se a uma molécula,
chamada portadora, que passa a adquirir uma alta reatividade {Cadenas, 1989,
Storey, 1996, Mates, 2000). Esses intermediarios surgem porgue 0s dois € gue o
oxigénio necessita sC podem ser recebidos um por vez, levando a redugbes
seglenciais como as mosiradas abaixo.

Oz B (o = H:0o » MO # Mo
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Embora as mitocdOndrias sejam uns dos principais sitios de producio
de especies reativas do oxigénio devido & cadeia de transporte de eiétrons, outras
partes da célula teambém podem produzi-las, entre elas as membranas
microssomais alraves do ciclo catalitico do P450 e a peroxidaco lipidica. Esta
geracio continua de espécies reativas do oxigénio faz com gue todos os
organismos possuam uma gama de defesas antioxidanies enzimaticas e néo
enzimaticas (Cadenas, 1988, Pérez-Campo et al., 1993, Siorey, 1996, Hermes-
Lima, 1998, Gracy et al., 1999). )

O citocromo P450 € o principal produtor de espécies reativas do
oxigénio nas células hepaticas. Durante ssu ciclo catalitico ha diferentes reacfes
gue podem gerar espécies altamente reativas (Fig.2), como por exemplo, o radical
anion superoxido (037}, formado durante a primeira reducdo monceletrdnica, e ©
peréxido de hidrogénio (H202), formado depois da protonacéo do oxi-P450 ou pela
dismutacado do Oy (Benhardt, 1995, Puntarulo & Cederbaum, 1996, Puntarulo &
Cederbaum, 1998, Bayol-Denizot et al., 2000).

A reacdo enire o anion superdxido e o perdxido de hidrogénio gera o
radical hidroxii {(OH), que também pode ser formado através das reacdes
catalisadas pelo P450. Todas estas moléculas tém grande imporiancia fisiologica
e patoiogica, j& que a alta reatividade destas espécies faz com gque elas se liguem
fortemente a macromoiécuias importantes como as proteinas, o DNA e os lipidios.
Essas ligagbes podem iniciar uma cascata de reacbes que ativara fatores de
transcricdo génica responsaveis pela sinalizacdo de genes iniciadores de
processos mitdticos que, futuramente, poderdo provocar o surgimentc de
neoplasias (Cadenas, 1989, Junqueira et al., 1997, Kobiyakov, 1998, Gracy et al |
2000).

Os metais de transicdo também podem provocar a iniciagdo de
processos oxidativos, como a peroxidacdo lipidica, ao se conjugarem com o

radical anion superdxido {Reacdo de Haber-Weiss) € com o peroxido de
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hidrogénio (Reacdo de Fenion), como podemos observar na Figura 3 (Timbrsli,
2000).

GERACAO DE RADICAIS LIVRES

%@@\\&

0, + H* ————® H,0,

G HADP- .
s/ =
GR5G
H0 = O, Gy s MADPH
Reacas de
Fermton Ho( = Tip
Fe~?
L 4
fe’ s OH +HO— 3 peroxidacio
v Reagdo de Haber\ibiss
+3
- Fe .
g, = H:0; p 0.+ OH =« HO

Fig.3 - Reacbes de geracfo e detoxificagdo das principais espécies reativas do oxigénio
{adaptads de Storey, 15996).

A alta concentracéo de espécies reativas do oxigénic produzidas pelc
ciclo pode levar a inibicdo do mecanismo catalitico do P450; tal constatacio
ocorre apenas em situagbes especiais, como, por exempio, quando ha altas
concentragbes de xenobidticos no meio. Uma das hipdteses para explicar esta
inativacdo seria a interagdo do radical anion superéxide com o grupamento heme
dos componentes do SMH, o que leva a inativac@o da proteina porgue sltera seu

estado de oxidac&o (Benhardt, 1995, Farombi, 2000).
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Estudos recentes tém demonstrado que existe uma certa relacio entre
os niveis de inducao do P450 e 0 aumento das especies reativas do oxigénio,
detectadas pelo aumenio da atividade das enzimas antioxidantes, falor que
viabiliza assim © seu usc como marcadores de esiresse oxidative causado por
xenobidticos (Puntarulo & Cederbaum, 1996, Jungueira et al., 1997, Dwivedi et al.,
1998, Puntaruic & Cederbaum, 1998, Farombi, 2000).

1.4 - DEFESAS ANTIOXIDANTES EM PEIXES

Segundo a definicho de Sies (1893), um antioxidante € gualguer
substancia que presente em baixas conceniracdes, quandce comparado com um
substrato oxidave!, pode inibir ou diminuir a oxidacéo do mesmo.

A detoxificagdo de uma espécie reativa do oxigénic pode ocorrer
através de dois mecanismos: (i) nao_enzimatico, séo substancias sintetizadas

pelas celulas e incorporadas pela dieta, apresentando caracteristicas hidrofébica

ou hidrofilica; (ii) enzimaticos, presentes principalmente nas céiulas eucariticas.
Entre os antioxidantes enzimaticos os mais conhecidos sdc Superoxido
Dismutase, Catalase e Giutationa Peroxidase (Sies, 1993, Wilheim-Filho &
Marcon, 1996, Fraga et al., 1996, Matés, 2000).

A Superoxido Dismutase {SOD — EC 1. 15.1.1) € considerada uma das
enzimas mais importante pelo fato de atuar sobre o radical 0., o primeirc a ser
formado no processo de reducdo do O, até H,O e na primeira reducdo do
citocromo P450 (Fig.2 e Fig.3). A sintese desta enzima € induzida quando ha um
aumento da produgdo do radical anion superoxido por situagdes de mudanga de
p0, (hiperdxia ou hipoxia) ou pela acio de xenobibticos. Além disto, Perez-Campo
et al. (1993) demonstraram que a SOD tém uma atividade mais expressiva em

endotérmicos do que em ectotérmicos devido as diferencas de taxas metabdlicas
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(Fridovich, 1978, Fiohé & Otting, 1984, Livingstone et al., 1993, Benhardt, 1995,
Marcon, 1996, Hermes-Lima, 1998, Matés, 2000).

A Catalase (CAT ~ EC 1.11.1.6) & responsavel por degradar o H.0»
produzido pelo organismo naturalmente e/ou aguele originado da dismutacdo do
radical 07" (Fig.3) (Aebi, 1984, Boveris & Bermudez, 1996, Matés, 2000). No
centro ative da CAT ha uma flavo ou hemeproteina que parece estar presente em
todos os organismos aercbicos, & excecdo de algumas bactérias e algas azuis
{Marcon, 1996, Wilhelm- Filho, 1998, Hermes-Lima et al., 1898). Ainda que sua
atividade seja constatada em diferentes tecidos, é principalmente no figado que a
CAT se mosira atuante, sendo inclusive influenciade pela capacidade aerdbica do
orgao (Perez-Campo et al.,, 1993, Wilhelm-Filho, 1896). A localizacdo da CAT é
citossolica, encapsulada nos peroxissomos. O Hx0- localiza-se no citossol e passa
giravés da membrana peroxés_somai. O conteudo da CAT € regulado pela

concentracao de H.0; livre e pelos niveis intraperoxissomais de CAT (Boveris &
Bermudez, 1996).

A Glutationa Peroxidase (GPx) € uma peroxidase que atua
principalmente nos perdxidos organicos e no H,O, gerados na peroxidacéo lipidica
{Fig.3). Com um grupamenic heme no seu centro ativo, a GPx parecer ter sua
atividade complementar & da CAT e esta ligada a funcéo fisiologica, ja que s6 age
contra peroxidos organicos € em situagdes de baixos niveis de estresse oxidativo,
A CAT, contudo, ndo tem esta especificidade, pois age principalmente em
situagbes severas de esiresse oxidativo {Fridovich, 1978, Flohé & Gunzier, 1984,
Perez-Campo et al., 1993, Matés, 2000).

Assim como outros vertebrados, os peixes itambém possuem
antioxidantes enzimaticos com caracteristicas funcionais e estruturais bastante
semelhantes (Storey, 1993, Fraga et al., 1996, Marcon, 1996, Wilhelm Filho, 1995,
Wilhelm-Filho & Marcon, 1996, Hermes-Lima et al., 1998). No entanto, as

diferencas s@o marcantes quande se realiza uma comparacdo em termos
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quantitativos: os niveis de enzimas antioxidantes chegam a ser 20X menores do

que em mamiferos (Fraga et al, 1996, Marcon, 1996, Wilhelm-Filho & Marcon,
1896, Boveris & Bermudez, 1896).

1.5 -~ PERCXIDACAC LIPIDICA EM MEMBRANAS
MICROSSOMAIS

Definida como um processo degenerative dos acidos graxos da
membrana provocada por um radical livre, a peroxidacdo lipidica é um dos
primeires sinais de que uma célula estd sofrendo danos oxidativos. O aumento
dos niveis de peroxidacdo lipidica pode ainda estar ligade com a idade, contato

com poluentes e aigumas patologias (Ohkawa et al., 1979, Storey, 1996, Hermes-
Lima et al., 1998, Timbrell, 2000).

A primeira etapa desta cascata (Fig. 4) é a abstracdo de um dtomo de
hidrogénio do acido graxo insaturado formandc um radical lipidico (2). Ocorre

entdo o rearranjo das duplas ligagbes gerando dienos conjugados (3) que serdo
atacados pelo oxigénio molecular e resultardo num radical peroxilipidico (LOO")
(4). Este radical pode sequestrar um atomo de hidrogénio de cadeias adjacentes
gerando um radical lipidio hidroperéxide (LOOH) (5) ou formar um radical
endoperoxido (6). Este endoperdxido contém pontes de metileno interrompidas por
duplas ligagbes que, no final do processo, podem gerar malonaideido (7) — um
radical capaz de se ligar aos aminodcidos das cadeias laterais das proteinas,
alterando sua conformacgio e conseqlente atividade e podendo ievar a danos

celular (Buege & Aust, 1984, Fraga et al., 1996, Spiteller, 1996).
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Fig.4 - Esquema das reagdes de peroxidacio lipidica em membranas microssomais {Adaptado de
Buege & Aust, 1984},
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O principal efeito da peroxidacéo lipidica é a destruigdo da integridade
e da fluidez da membrana, ja gue os sitios de insaturagbes esido sendo
destruidos. Aléem disso, os produlos da peroxidacdo também s&o habeis em
interagir com outros lipidios ou macromoléculas o gue provoca alteracdes na
fluidez da membrana {Spiteller, 1998, Timbrell, 2000).

As membranas estdo sujeilas acs danos causados pela peroxidacio
lipidica devido ac grande numerc de acidos graxos polinsaturados. Esta
caracteristica, aliada a presenca de ferro no centro ativo das proteinas que
compdem o SMH e a necessidade de NADPH para as reacfes de detoxificacio,
faz com que as membranas microssomais aumentem as taxas de peroxidacao
lipidica de natureza enzimatica (Levin et al., 1973, Buege & Aust, 1984, Ohyashiki
et al, 1998  Puntarulo & Cederbaum, 1998, Timbrell, 2000).

Aiguns xencbidticos sdo conhecidos por aumentarem as taxas de
peroxidacao lipidica apds serem metabolizados pelo sistema P450. A peroxidacéo
lipidica também pode levar a destruicdo do citocromo P450 e de outros
componentes do SMH através da ligagao dos seus produtos com grupamento
heme desta proteina, podendo causar danos no tecido hepatico (Levin et al., 1973,
Buege & Aust, 1984, Farombi, 2000}.

1.6 — A BIOTRANSFORMACAQO EM PEIXES E SEU USO
COMOQ BIOMARCADOR DE POLUICAQO AMBIENTAL

Peixes representam aproximadamenie metade das espécies de
vertebrados existentes, divididos em 200 familias, 32 ordens e 3 classes dentro do
subfilo Vertebrata. Esta grande diversidade permite que eles ocupem um numero
muito grande de nichos no ambiente aquatico, além de representarem uma
significativa fonte de proteina para os humanos (Wootion, 1992).
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Peixes foram escolhidos como modelo biolbgico por estarem expostos a
niveis subletais de contaminantes, temperatura e concentragdc de oxigénio que,
quando sdo desfavoraveis efou flutuantes, causam um estresse fisioldgico e
comporiamental no organismo impedindo a realizacdc de algumas funcies
importantes, como o fendbmeno da piracema. A resposta fisiologica acontece em
situagbes de medo, desconfortc ou dor, sugerindo gue a origem da inducéo é
psicogénica, ou seja, a resposta € molecular ou bioquimica. Na maioria das vezes
os efeitos s&o acumulativos. Isto ocorre quando o agente estressor é um poluente
orgénico que faz com qgue os peixes exercam ¢ papel de “deposite” devido 3 alia
lipofilicidade da maicria dos poluentes (Schreck, 1990, Williams et al, 1998,
Sandbacka st al., 2000).

Os citocromos P450 desempenham um papel essencial na
biotransformacéc de compostos exogenos e endégenos. Muitos poluentes séo
capazes de induzir a2 sintese de P450 em peixes, onde o substrato lipofilico
gerado & convertido pelas enzimas de conjugagdo a um produto mais poiar e
soluvel em agua e facilmente excretado através da urina e branquias (Gilewicz et
al., 1984, Stegeman & Lech, 1991, Vrolilk et al., 1994, Krishnakumar et al., 1995,
Gokoyr & Husey, 1998).

Atualmente diferentes formas de P450 tém sido descritas para vérias
especies de peixes marinhos e dulciolas. Em todos eles a forma mais importante
para a biotransformacdo € a CYP1A. Os genes CYPIAT e CYP1A2 estdo
separados em aproximadamente 250 milhdes de anos. Peixes e mamiferos
divergem em 400 milhGes anos anteriores & separagéo dos genes CYP1A
sugerindo, portanto que © gene da subfamilia de peixes & ancestral a de
mamiferos (Nebert et ai., 1989, Gokeyr & Husgy, 1998, Buhler & Wang-Buhler,
1998, Watson ef al.| 1998).

Nas primeiras pesquisas de biotransformaco acreditava-se gue peixes
nac apresentavam um sistema microssomal dependente de NADPH e capaz de
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detoxificar xenobibticos, ja gque os niveis de atividade enzimatica eram menores. A
principio esta baixa atividade era atribuida 4 deficiéncia de alguns componentes
do sistema das monooxigenase, mas com 08 avancos das pesquisas e
tecnologias, se descobriu que esta caracteristica esta relacionada & influédncia de
fatores externos ao metabolismo dos animais, como a temperatura, modo de

forragiamento, tipo de alimenio etc. (Buhler & Rasmusson, 1968),

A realizagéo de testes in vivo revelou o grande poder de metabolizacéo
deste sistema, que € atuanie ndo s6 no figado, mas também em outros drgdos
exira-hepaticos, como o intestino, as branquias e os rins. Em virtude do modo de
vida dos peixes, tais Orgdos eniram em coniato direto com os xenobidlicos &
estimulam a atividade das familias CYP1A, CYP2A, CYP2B & CYP3A (Buhler &
Rasmusson, 1968, Riviere & Cabanne, 1987, Stegeman, 1989, Buhier & Wang-
Buhier, 1998).

Embora a estrutura dos componentes do sistema P450 e ¢ modo de
inducdo do sistema em peixes e mamiferos sejam bastante semethante, a2 sua
regulac@o nos dois organismos ¢ bem diferente (Klotz et al., 1983, Stegeman &
Lech, 1991). Enquanto que em mamiferos a regulagcdo ¢ influenciada
primordialmenie por fatores endbégenos (Nebert & Gonzalez, 1987, Halpert, 1995),
em peixes os niveis de P450 sdo mais baixos e influenciados tanto por fatores
endogenos como por fatores exogenos. Temperatura, fotoperiodo, mudancas
sazonais, dieta, estagio de desenvolvimento e maturacdc sexual influenciam na
magnitude da resposta do P450 e parecem ser essenciais para as defesas contra
a toxicidade de compostos quimicos {(Buhler & Rasmusson, 1968, Riviere &
Cabanne, 1987, Stegeman, 1983, Buhler & Wang-Buhler, 1998, Gokeyr & Husoy,
1998, Quabius et al., 1998).

Diversos estudos demonstraram que as alteragBes dos niveis de
inducao do P450 em peixes refletem muitas vezes os niveis de contaminantes no

ambiente. No entanto, muitas vezes durante o processe de biotransformacéo o
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xenobidtico pode ser ativado, aumentando seu potencial carcinogénico (James,
1889, Livingstone et al,, 1989, Stegeman, 1989, Stegeman & Lech, 1991, Beyer &
Gokoyr, 1893, Washburn et al., 1994, Vrolijk et al., 1994, Buhler & Wang-Buhler,
1998, Gokoyr & Husgy, 1998, Watson et al., 1998, Willlams et al., 1998, Omura,
1999, Pesonem et al., 2000). Gracas a esta constatacdo, é possive! afirmar que os
niveis de neoplasias podem estar relacionados & inducio do P450, porém, em
estagios avancados de neoplasias os figados “doentes” apresentam baixos niveis

de P450, pois a capacidade de metabolizacio do 6rgao é menor (Pesonem et af
2000).

3

1.7 — ECOLOGIA DO Prochilodus scrofa (PISCES,
CHARICIFORME, PROCHILODONTIDAE).

Pertencente a familia Prochilodontidae, os curimbatés (Fig.5) estdo
distribuidos restritamente & América do Sul, em especial nas bacias hidrogréaficas
brasileiras das regides Sudeste e Ceniro-QOeste.

Os curimbatés séo peixes ilidfagos, isto &, ingerem substratos formados
por lodo e areia que por si 80 ndc é alimento, mas sim o local de vida das
diastomaceas, uma taldfita que compde sua maior fonte de nutrientes. Em
decorréncia estes peixes apresentam estdmago musculoso capaz de digerir a
carapaca de silica das diastomaceas (Godoy, 1975, Fernandes et al., 1995).
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¥ig.5 - Prochifodus sorofa (Steinndachner, 1881), fotografado no Ric Sucur, Bonito - Mato Grosso
do Sui, BR.

Os curimbatas s8o encontrados em ambientes lodosos com baixas
pressbes de oxigénio e, portanto, muito resistentes a situacfes de hipdxia,
apresentando um ‘regulador de oxigénic”, cuja funcdo & aumentar o volume
respiratorio. E um peixe reclifico, ou seja, que scbe os rios para se reproduzir
quando stinge a maturidade sexual, o que lhe exige numercsas adaplagbes
fisiologicas. Sua resisténeia tambem € nolada em situacbes de baixas
temperaturas, tolerando viver entre 5 & 10° C guando no seu habitat a temperatura
normal & 25°C {Godoy, 1975, Fernandes et a8, 1895),

Cutra peculiaridade do género Prochifodus € a presenga de um numerc
dipidide de cromossomos 2n= 54, enguanio que o normal & 2n=40, sendoc que 0s
cromossomos  exiras s&8c lodos metacéntricos e submetacéniricos. Esta
caracteristica ocorre principalmente nos exemplares da Bacia do Parang que,

segundo Godoy (1975). & uma populacdo isolada de Prochilodus scrofs,
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explicando ainda gue o0 numerc extra de cromossomos seria uma caracteristica

populacional {Pauls & Bertolic, 1950}

1.8 =~ CARACTERISTICAS DOS XENOBIOTICOS
ESTUDADOS

Dentre os xencbidticos gue mais comumente atingem o meio aguatico
estdo os herbicidas (sm especial ¢ DTT), os policiclicos bifenis, os policiclicos
aroméaticos, as dioxinas e os surfactantes. Enquanio os gquatros primsiros sdo

normalmente estudados, os surfactantes, em especial 08 ndo-iBnicos, ndo tem

recebido muita atenc8o dos pesquisadores (Sandbacka et al., 2000).

Os irés compostos estudados neste trabalho apreseniam uma alta
lipofilicidade e baixos valores de CMC, como podemos observar na Tabela 2, ¢
que thes confere caracteristicas de surfactantes. A Figura 8 mosira a estrutura

guimica dos trés xencbidticos estudados naste trabalho.

Tab. 2 - Fropredadss fisico-guimnicas dos Xenobidticos estudados

Surfacianie CMC (M) HLEB MM {g/il)
Triflucperazina {TFP° 4,2 %1107 ad 480 4
Triton X-100 25x10" 125 8250
Tween 80 ™ 12xip” 15,0 13100

CMC — Concentragao micelar critica. HLE ~ Balango Hidrofilico- Lipofilico, MM —Massa
molecular, nd - ndo determinado.
Dados retirados de a) Matheiros et al., 2000, b) Preté, 2000,

Surfactantes se caracterizam por possuirem na mesma molécula ums
regifo pelar, ou seja, hidrofilica, & uma regifio apolar, ou seja, hidrofobica. A

cabega polar pode ter carga negativa, positiva, ou ainda ser uma cauda de
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polioxietileno. A parte hidrofdbica normalmente apresenta uma cadeia de
hidrocarbonetos. Esta caracteristica anfipatica & a responsavel pelos fendmenos
de surfactacdo, micelizacio e solubilizaco (Attwood & Florence, 1983

1.8.1 —~ TRIFLUOPERAZINA (TFP)

Os fenoliazinicos sdo conhecidos agenies neurolépticos, anti-
histaminicos, anticolinérgicos, antidopamina e antiadrenérgicos largamente
utilizados na clinica médica (Ruggiero & Meirelies, 1998, Tateishi et al., 1999,
Malheiros et al., 2000, Otani & Aoshima, 2000). A Trifluoperazina (Fig.BA) é um
derivado de fenotiazinico conhecido por ser um dos agentes antipsicoticos mais
eficientes, além disso, previnir a necrose induzida por CCl; e € um antagonista da
calmodulina (Pereira & Vercesi, 1992, Ruggiero & Meirelies, 1998, Malheiros et al.,
2000).

A escolha da Trifluoperazina (TFP) como xenobidtico foi feita em virtude
da sua estrutura. Este antipsicotico possui um grupamento altamente eletrofilico e
uma alta lipofilicidade capaz de desestabilizar membranas bioclégicas; estas
caracteristicas da TFP s&c muito semelhantes aquelas apresentadas por muitos
poluentes. (Marroum & Curry, 1993, Alvarez et al., 1992, Pereira & Vercesi, 1992,
Ruggierc & Meirelles, 1998, Maiheiros et al., 1998, Maiheiros et al., 2000).

A estrutura da TFP é a principal responsavel pelas suas caracteristicas
fisico-quimicas: o CF3 e o enxofre (S) sé@o os principais responsaveis pela sua
hidrofobicidade e o anel piperazinico € sensivel ao pH, fazendo com gue esta
molécula em pH 7,4 se apresente protonada. Com isto 2 TFP passa a agir como
um surfactante catidnico em suspens@o de membranas (Attwood & Florence,
1983; Malheiros et al., 1998; Malheiros et al., 2000).
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Varios estudos demonstraram que agentes antipsicoticos séo
metabelizados por diferentes enzimas, gue ndo s6 o sistema P450. Ensaios in
vitro demonstraram que os fenotiazinicos induzem o receptor Ah, responsavel peia
ativacao da familia CYP1A1 e CYPZB, sugerindo gue os fenotiazinicos induzem
diferentes isoformas do P450 (Guengerich, 1997, Tateishi et al., 1999, Otani &
Aocshima, 2000).

1.8.2 - SURFACTANTES NAO IONICOS — TRITON X-100 E TWEEN

Segunde a Companhia Tecnoldgica de Saneamentc Ambiental
(CETESB), os surfactantes tém uma concentracio dita segura no ambiente
aquatico. Contudo, a empresa diz que: “O principal inconveniernte dos detergentes
na agua se relaciona aos fafores estéticos, devido & formacédc de espuma em
ambientes aerobicos” e ndo a toxicidade destes compostos para os organismos
que entrarem em contato com ela. A conceniracdo permitida pela CETESE é de
0,5 mg/L independente da classe de consumo a qual o ric se destina (www.
cetesb.com.br}, no entanic em regides proximas a favelas e industrias esta

concentragac pode chegar a ser proximas a 0,3 g/l, acima da Concentracio
Micelar Critica de muitos detergentes.

Os surfactantes sdo muito utilizados na area bioquimica para a extracio
de proteinas e na area de quimica analitica, mas também extensamente usados
em produtos domeésticos, na agricultura e na indastria alimenticia (le Maire et al |
2000, Berthod et ai,, 2001). Enguanto aiguns deles, como o SDS (dodecil suifato
de sddio), podem solubilizar a membrana e desnaturar as proteinas, os
surfactanies nao-idnicos, come o Triton X-100 e o Tween BQ, solubilizam a

membrana, mas nao desnaturam as proteinas (Jones, 1999; le Maire et al., 2000}
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Fig.6 - Estrutura dos xenobidticos estudados. (&) Trifluoperazina, (B) Triton X-100 e (C) Tween 8C.

Q Triton X-100 (polietoxietanol f-octiffenoxi) e o Tween 80
(Polioxietileno-sorbitol monooleato) (Fig.6B e 8C, respectivamente) sdo dois
surfactantes nao-idnicos, ou seja, em solugdo aguosa nao se dissociam formando
ions. Caracterizam-se por apresentar a porgdo hidrofilica formada por
grupamentos de polioxietileno (PEG) e a porcéo hidrofobica formada pela cabeca
apolar (Attwood & Florence, 1983, Berthod et al.,, 2001).
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Ambos s@c largamente utilizados nas indastrias alimenticias, em
produtos domésticos e na agricuitura {(Berthod et al, 2001). FEstudos
demonstraram gue tais surfactantes podem aumentar a permeabilidade do trato
gastro-intestinal a substéncias téxicas e com alto poder carcinogénico, como os
barbituratos e derivados do enxofre. Além disso, podem diminuir a viscosidade do

sangue e aumentar a liberaglo de histamina (Attwood & Florence, 1983, Jones,
1988, le Maire et al, 2000).

A maioria das pesquisas sobre os efeitos téxicos dos surfactantes
demonstrou a sua interacdo com membranas, em especial a membrana de
eritrGcitos (Banghan & Lea, 1978, Carafa et al., 1999, Galembeck et al., 1998,
Ruggierc & Meirelies, 1998, Malheiros et al., 1998, Malheiros et al., 2000, Preté,
2000). No entanto, ndo ha praticamente nenhum estudo que esclareca os efeitos
de surfactantes no cicio de reacéo do citocromo P450. isto acontece porgue os
surfactantes s&o usados apenas nos processos de purificacdo deste citocromo
(Omura e Sato, 1964a, Nakhgevany et al. 1996). As pesqulésas existentes nesta
area dizem respeilc a4 acdc de surfactantes usados na fabricagdo de
espermicidas em P450 da mucosa vaginal e a algumas das consegiéncias

decorrentes da exposicdo do ser humano ao produto da degradacdo microbial
destes surfactantes (Hosea & Guengerich 1998).

Outros estudos também demonstraram que em humanos os
surfactantes podem ser oxidados pelo sistema P450. Estes compostos também
podemn causar a inibicdo do mecanismo catalitico, a solubilizacéc do sistema e a
conseqliente destruicdo do P450 quando em altas concentracdes. Mudancas
conformacionais do cifocromo P450 e a alteracdo da atividade catalitica das
enzimas associadas também ja foram detectadas na presenca de surfactantes em

P450 de humanos (Yun et al., 1997, Guengerich et al., 1998, Hosea & Guengerich,
1988).
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Estudar o efeito de detergentes em microssomas de peixes, bem como
a acdo de um xenobidtico qualquer sobre este sistema permitira que sejam
desenvolvidos modelos de biomarcadores de poiuicdo ambiental e, no futuro
através de modelos “in vivo”, comprovar se realmente as informagdbes da
CETESE sao verdadeiras.
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2 - 0OBJETIVOS

@

Purificac@o parcial e caracterizacio especirofotométrica do P450 em
Prochilodus scrofa

Verificar o comportamento espectral dos componentes do sistema
microssomal hepatico (SMH) de Prochilodus scrofa: citocromos
P450, P420 e b5, enzimas NADPH-ciiocromo P450-redutase e
Glutationa — S ~ Transferase e enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
GPx) frente a acdo de irés xenobidticos estruturalmente diferentes:
Trifluoperazine, Triton X-100 e Tween-80 em funcdo do tempo de
incubacio.

Verificar a dependéncia dos processos de bictransformacéo dos trés

xenobidticos por cofatores e os seus efeitos no sistema.

Verificar a interacdo dos xenobidticos com os componentes do SMH

& sua inferferéncia na acdo do P450 e em enzimas associadas.

Observar se os xenobidticos s3c capazes de gerar mudancas na

estrutura e na carga total dos componentes do SMH.

identificar guais isoformas do P450 s&o induzidas pelos
xenobidticos.

Relacionar o efeito dos xenobidticos estudados com as enzimas
antioxidantes (Superdxido Dismutase, Catalase e Glutationa
Peroxidase) e correlaciona-los com os niveis de atividade do P450

nas mesmas situacdes.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAL BIOLOGICO

Durante o periodo de fevereiro de 1997 e outubro de 2000 foram
coletados 44 peixes Curimbatéd {Prochilodus scrofa, Pisces, Prochiiodontidae),
machos e fémeas adultos no Ceniro de Treinamentc em Aghicultura
(CEPTA/IBAMA) em Pirassununga, SP, Brasil. Os peixes eram criados em

tanques especiais desprovidos de poluicdo e alimentados apenas com racao
especial.

O tamanho médio dos peixes foi em tormo de 33,0+ 100 cme o DEsSo
medio entre 4.5 + 1.0 kg. Esta variacéo é dada pela diferenca de sexo e de idade
dos peixes coletados. Comoe Prochilodus scrofa ndo apresenta dimorfismo sexual
externo, ¢ sexo dos peixes coletados sé era determinado quando o animal era
aberto.

Em cada coleta foram capturados de 6-12 animais. Os peixes eram
morios por decapitagdo e tinham seus figados lavados em solucio salina para

remover o excesso de sangue. Os microssomas foram preparados em “pools” de
seis figados.

3.2 - PREPARACAO DOS MICROSSOMAS

Os figados foram lavados com Tampéao Fosfato de Potéassio 0,1M e pH
7,5 preparado com 0,1M K;HPO, (dibasico) e 0,1M KH.PQ. {monobasico); 0,15M
de KCi e 1mM de EDTA (para evitar a peroxidago lipidica) e sempre mantidos no
gelo durante a preparacao para garantir 2 manutencéo da integridade enzimatica
dos microssomas. As amostras de tecido foram cortadas e homogeneizadas no

Potter Eivehjen por 15 segundos em uma razéo 1:5 (v/v) de tampéo gelado.
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O homogeneizado foi submetido a uma centrifugacac de 12.000 x g
durante 20 minutos, da qual se retirou o sobrenadante que foi submetido a duas
novas centrifugagbes de 105.000 x g durante 60 minutos (rotor Beckman Ti 80)
que resultaram no isolamento das proteinas citossélicas no sobrenadante e as
microssomais no pellet. O precipitado microssomal foi suspenso em Tampao
Fosfato de Potassio 0,2M pH 7,5 com glicerc! (mesma metodoiogia do tampéo de
iavagem, mas acrescido de 20% de glicerol para a conservacéo dos microssomas)
em uma razéc de 1.3 (v/v). As amostras foram colocadas em eppendorffs e

armazenadas a - 70°C para gue ndc houvesse perda da atividade enziméatica
(Vrolijk et al., 1994),

3.2.1 - DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentraco das proteinas foi determinada pelo método modificado
de Lowry e colaboradores (1951) usando BSA (Soro Albumina Bo:;iuna) tmg/mi
como padréo. Os valores da concentracéo fotal de prote'ihas microssomais sdo
expressos em mg/ml. As amostras foram lidas em triplicatas a 750 nm em um
espectrofoidmetro Beckman DU70.

3.3 - CARACTERIZACAO ESPECTRAL DOS CITOCROMOS
b5, P420 E P450.

A suspensac microssomal foi diluida até uma concentracdo final de
img/mi para entdo acrescentarmos uma pequena quantidade de cristais de
Ditionito de Sodio, ¢ que permitiu a visualizagao do citocromo b5. Nesta situacéo a
amostra foi lida contra uma solugo de microssomas. A concentracdo deste
citocromo foi obtida segundo a equacéo abaixo:

Cys {mmoles/mg prot.) = Abs™* - Abs™® / £ “**3/ Imicrossomal],
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onde
g 8 = 185mM cm ™,

Abs** = intensidade de absorbancia em 424nm,

Abs*® = intensidade de absorbancia em 413nm,

imicrossoma] = concentracéo de proteinas microssomais {em mg/mi)
obtidas através do método de Lowry (1951).

Embora o citocromo b5 {ambém possa ser reduzido utilizando-se
NAD(P)H, optou-se em fazer sua redugao com Ditionito de Sodio j@ que na
guaniificacdo do citocromo b5 utiliza-se preferencialmente este composto,

padronizando, assim, o método de quantificacBo dos principais componenies do
SMH.

- Os citocromo P450 e P420 s&o identificados através da geracgdo de um
composto formado entre os microssomas reduzidos com Ditionito de Sédio e
borbuthados com 50ul de Monéxido de Carbonc (CO} na suspensio de
microssomas 1mg/mi reduzidos com Ditionito de Sodio. Nesta situac&o a mistura
de reac&o foi lida contra uma suspenséac de microssomas 1mg/ml reduzidas com
Ditionito de Sodic (Omura e Sato, 1964a; Omura & Sato, 1964b).

O método classico de Omura & Sato {1964a) utiliza Ditionito de Sédio
na reducac do citocromo P450 para minimizar a interferéncia de hemoglobina no
espectro final. Além disto o P450 € reduzido parcialmente na presenca de
NAD(P)H (10-30% a menos de P450 é reduzido na presenca deste cofator quando
comparado a reducdo com Ditionito de Sodio, segunde Matsubara e
colaboradores (1976)). O NAD(P)H € um bom agente redutor apenas em
condicbes anaerdbicas (Omura & Sato, 1964a). Este experimento permite a
quantificacdo do citocromo P450 através da diferenca espectral entre o complexo
formado entre o P450 reduzido e ligado ao CO e o P450 reduzido. Assim

guantificac@o do P450 e do P420 s&o feitas segundo as eguacdes abaixo:
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Craso (mmoles/mg prot.) = Abs™ — Abs™/g®™*Y imigrossomal,
onde
g T = o mm e,

Abs™ = intensidade de absorbancia em 450nm.
Abs™ = intensidade de absorbancia em 490nm,
[microssoma] = concentragao de proteinas microssomais (em mg/mi)

obtidas através do método de Lowry e colaboradores (1951).

Craze (mmoles/mg prot.} = Abs™ — Abs™ /e Imicrossomal,

onds
g = 111mmM e,

Abs™ = intensidade de absorbancia em 420nm

Abs™ = intensidade de absorbancia em 490nm,

[microssoma] = concentragéo de proteinas microssomais {em mg/mi)
obtidas através do método de Lowry e colaboradores (1951).

As medidas foram feitas em um Espectrofotdmetro Beckman DU70 efou
Hitachi 2010 em uma faixa de absorgdo de 400 - 700nm. Os ensaios foram
realizados sempre a 23°C.

34 - METABOLISMO E INCUBACAO  DOS
XENOBIOTICOS

O metabolismo dos xenobidticos (Triton X-100; Tween 80 e

Trifluoperazina) pelo sistema microssomal hepatico foi monitorado através dos
citocromos b5, P450 e P420.
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A suspensao microssomal {(img/mi} em um volume final de 10 mi foi
incubada com ou sem Sistema Regenerador de NADPH por 20 minutos em
banho-termostatizado a 23°C. No chamado Tp {0 minuto de incubacdo) uma
aliguota de 1mi era transferida para uma cubeta de guartzo de 1cm e 2 dosagem
do citocromo de interesse era feita segundo o protocolo descrito no item 3.3. Apds
3 minutos de incubacao (1) adicionava-se 0,1; 0,2 ou 0,5 mM de Trifluoperazing,
Triton X-100 ou Tween 80. A suspens@c era levemente agitada e uma nova
aliguota de 1ml era retirada e a dosagem do citocromo de interesse era feita como
jé& descrito. A cada 3 minutos uma nova aliquota era retirada da suspensio e a

dosagem do citocromo realizada.

O Gistema Regenerador de NADPH era constituido de 10mM de
Glicose-6-Fosfato;, 1mM de NADP® e 05-10 Uml de Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (Fent & Bucheli, 1994). Neste sentido, portanto, foram feitos dois
tipos controle: um com NADPH e o outro sem a presenca deste cofator. As ieituras
foram feitas durante 20 minutos em temperatura de 23°C numa faixa de absorcéo
de 400-700nm.

3.5 - CARACTERIZACAO ELETROFORETICA DO
SISTEMA MICROSSOMAL HEPATICO

3.5.1 — ELETROFORESE EM CONDICOES DESNATURANTES (SDS-

PAGE}

A analise do perfil de massa molecular das proteinas foi feita segundo
Laemmii (1970). O gel de poliacrilamida foi preparado a 12,5% (proporgdo 30:0,8
de acrilamidarbisacrilamida). O gel de corrida foi preparado em tampéc Tris-HCI
0,4M pH 8,8, contendo, SDS 0,2%, PSA 0,025% (100 mg/mL) e TEMED 0,05%,

em volume final de 8mL para cada gel. Apds a polimeralizag@o do gel de corrida,
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foi preparado o gel superior para a aplicacdo das amostras, usando-se acrilamida
3% em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 6,8, contendo 0,5% de SDS, 25 ul de PSA
{100 mg/mL) e 0,1% de TEMED, em um volume final de 2 mL. A elelroforese

PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de placas SE 250 Mighty Smail
{Hoefer Scientific instruments, San Francisco, USA).

As amostras {100ug/mi) foram dissolvidas em tamp&o Tris-HC! 0,08M pH
6,8 contendo 10% de glicerol, 0,02% de bromofeno! e 2% de SDS. As amostras
foram reduzidas com 6M de B-mercaptoetanol no mesmo tampéo, aquecidas por
15 minutos a 100°C e, em seguida, aplicadas em volume méximo de 40pl. A
corrida eletroforética foi desenvolvida em temperatura ambiente, em tamp3o
Glicina/Tris-HCI 0, 18M/0,025M, pH 8,3, contendo 0,1% (m/v) de SDS com duracio

aproximada de 2 horas sob voltagem constante de 60 mV para o gel de aplicacdo
e 100 mV para o gel de corrida.

3.5.2 - ELETROFORESE EM CONDICOES NATIVAS

A andlise das proteinas foi feita segundo Laemmii (1970). O gel de
poliacrilamida  foi preparado sob 75% (proporcic  30:08 de
acrilamida:bisacrilamida). O gel de corrida foi preparado em tampao Tris-HC! 0,4M
pH 8,8, contendo, PSA 0,025% (100mg/mL) e TEMED 0,05%, em volume final de
8mL para cada gel. Apds a polimeralizacéo do gel de corrida foi preparado o gel
superior para a aplicagdo das amostras usando-se acrilamida 3% em fampéo Tris-
HCI 0,1 M, pH 6, 8, 25u! de PSA 0,025% (100mg/mL) e 0,1% de TEMED, em um
volume final de 2mL. A eletroforese foi realizada em um sistema duplo de placas

SE 2350 Mighty Small (Hoefer Scientific instruments, San Francisco, USA).

As amostras (100pg/mi) foram dissolvidas em 15 ulL tampdo Tris-HC!
0,08M pH 6,8, contendo 10 % de glicerol e 0,02% de bromofencl. A corrida
eletroforética foi desenvolvida em temperatura ambiente, em tampso Glicina/Tris-
HCI 0,18M/0,025M, pH 8,3, com duracdo aproximada de 9 horas e 30 minutos sob
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voltagem constante de 60 mV para o gel de aplicacdo e 100 mV para o gel de
corrida. Ap0s © horas de corrida foi trocado o tampdo Glicina/Tris-HCI

0,18M/0,025M, pH 8,3, por uma amostra mais nova para aumentar a forca idnica

3.5.3 - COLORACAQ DO GEL — METODO COOMASSIE BLUE R250

Ambos os géis foram corados pelo méiodo de Coomassie Blue R-250.
ApGs a corrida, eles eram retirados das placas e colocados em uma solugéo
contendo Coomassie Biue R-250 0,25% em metanol, 4cido acético e agua
(40:10:50, viv), para a coloracdo das proteinas. A descoloracdo dos géis, para a
remocao do excesso de corante e visualizacBo das bandas de proteinas, foi
efetuada por lavagem na mistura de metanol, acido acético e agua (40:10:50, viv).

3.6 - PURIFICACAO PARCIAL DO CITOCROMO P450
ATRAVES DE CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA (VIA HPLC).

A frac&o microssomal contendo o P450 foi analisada em coluna de fase
reversa (HPLC). 200 ul de suspensao microssomal 9,98mg/ml foi ressuspendido
em TFA 0,1 % (solvente A) e submetido a uma cromatografia em fase reversa em
coluna u-Boundapak C18 (3,9 x 30 cm) acoplada ao HPLC (Waters).

A coluna foi equilibrada em solucéo de TFA 0,1 % em agua obtida por
sisterna MILLI Q (solvente A). A eluigio foi realizada por gradiente de TFA em
ACN (solvente B) sob fluxo constante de 2,0 mi / min de acorde com a Tabela 3. O
material proveniente da C18 (HPLC) foi liofilizado para ser analisado em gel de

poliacrilamida em condicdes desnaturantes.
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Tab. 3 -~ Gradiente ufilizadoc no HPLC para eluigho do material aplicado & coluna de
u-Bondapack C18.

Tempo {min} Solvente A%} Solvente B{%}
5 100 0
20 50 50
40 30 70
45 25 75
85 o 100
80 0 108
&1 100 o
70 100 o

3.7 - DOSAGEM DAS ENZIMAS DE
BIOTRANSFORMACAQ

3.7.1 — ATIVIDADE DA NADPH-CITOCROMO P450-REDUTASE

A suspensac microssomal {1mg/ml) em um volume final de 1mi foi
incubada por 20 minutcs em banho-maria a 23°C. No chamado Tg (0 minuto de
incubagdo) uma aliquota foi transferida para uma cubeta de quarizo de 1cme a
dosagem da enzima NADPH-citocromo P450 redutase foi feita segundo o
protocolo descrito abaixo. Apos 3 minutos de incubagdo (T1) 0,1; 0,2 ou 0,5 mM
de Trifluoperazina, Triton X-100 ou Tween 80 era adicionadc e a suspensao era,
entdo, levemente agitada. Uma nova aliguota era retirada e a dosagem realizada
como descrita a seguir. A cada 3 minutos uma nova aliquota era retirada da

suspensao para a dosageimn da enzima.

A atividade da enzima NADPH-citocromo P450 redutase foi medida
segundo o métode utilizado por Vrolik e colaboradores (1994), alterando-se
apenas a quantidade de proteinas microssomais para otimizar a reacdo. A mistura
de reacao continha 0,1M de tampao fosfato de potassio pH 8,5; 71ul de citocromo

¢ {Sigma) e de 0,05 & 0,07mg de proteina microssomal, em um volume final de 1.0
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mi. Esta solugco é usada na calibracdo do aparelho. A reacdo inicia-se com a
adicdo de NADPH (Sigma) (0,6 mM na concentracdo final) ou de Sistema
Regenerador de NADPH (10mM Glicose-6-fosfato; 1mM NADP® e 0,5U/ml de
Glicose-6-Fosfato Desidrogenase).

Nesta situacdo o que estamos observande € o efeito dos xenobidticos
na atividade da enzima NADPH citocromo P450 redutase em uma reacdo analoga
a que ela realiza no ciclo do citocromo P450: a redugdo do citocromo ¢. A reacdo
fol acompanhada pelo aumento do pico de absorcdo de 550nm, correspondente
ao citocromo ¢ reduzido (coeficiente de extingdo molar de 21mM’cm™). Os
experimentos foram realizados a temperatura de 23 -24 °C. As amosiras foram

lidas durante 20 minutos em intervaios de 2 minutos.

3.7.2 — ATIVIDADE DA GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

A suspensdc microssomal {1mg/ml) em um volume final de 1,0 ml foi
incubada por 20 minutos em banho-termostatizado a 23°C. Em chamado Ty uma
aliquota era transferida para uma cubeta de quartzo de 1icm e a dosagem da
enzima Giutationa-S-Transferase feita segundo ¢ protocolo descrito abaixo. Apods
3 minutos de incubacao (T) G,1; 0,2 ou 0,5 mM de Trifluoperazina, Triton X-100
ou Tween 80 era adicionada a suspensio que era, entdo levemente agitada e uma
nova aliquota era retirada para a dosagem da enzima. A cada 3 minutos uma nova

aliquota era retirada da suspensao e a atividade da enzima dosada.

A atividade da Glutationa-S-Transferase foi dosada pelo método
utilizado por Vrolijk e colaboradores (1994), otimizando-se as misturas de reacéo.
O ensaio era feito utilizando-se GSH 2mM e 1-cloro-2 4-dinitrobenzeno (CDNB)
1mM correspondente a 5% do volume final da mistura de reac3o; esta soiucdo foi
utilizada como “pranco” do aparelho. A reacéo foi iniciada pela adicio de 0,05 —
0,06 mg de proteina citossélica. A atividade foi medida pelo aumento da absorcéo

em 340nm, correspondente ao CDNE (coeficiente de extingo molar de 9,8 mii-"



Material e Métodos - 44

cm™’) em temperatura de 23°C. As amostras foram lidas a cada 3 minutos durante
20 minutos de incubacao.

3.8 ~ DETECCAO DAS ISOFORMAS DO CITOCROMO
P450 E OS EFEITOS CAUSADOS PELOS XENOBIOTICOS
ESTUDADOS EM CADA UMA DELAS.

O metabolismo de diferentes derivados da resorufing, como a 7-
etoxiresorufina e a 7-pentoxiresorufina & mediado por isoformas especificas do
citocromo P450 presentes no intestino & no figado de diferentes organismos. As
reacbes catalisadas por estas enzimas s&o de O-desalquilacao da etoxiresorufing
e pentoxiresorufina através das enzimas Eloxiresorufina-O-desetilase (EROD) e
Pentoxiresorufina-O-desetilase (PROD) respectivamente. Esta propriedade do
P450 faz com que a medida das resorufinas sejam validas para descrever
quantitativa e qualitativamente a indu¢&o do sistema P450 por certos tipos de
xenobidticos (Pohl & Foutts, 1980). A aparente especificidade das isoformas do
citocromo P450 para estes substratos O-eliis e a sensibilidade do método
flucrimétrico tornam a atividade de desalguilacao do P450 um método conveniente
e alternativo na avaliacdo dos efeitos de diferentes xenobidticos na atividade
detoxificante das isoformas citocromo P450 (Prough et al., 1978, Pohl & Fouls,
1980).

As isoformas analisadas foram as CYP1A, através da EROD, e a
CYP2B através da PROD. A suspensdo microssomal (1mg/mi) em um volume finai
de 10 m! foi incubada por 20 minutos em banho-termostatizadc a 23°C. No
chamado To uma aliquota de 1mi era transferida para uma cubeta de fiuorescéncia
de 1cm e & dosagem da EROD e da PROD feitas segundo o protocolo descrito
nos itens 3.8.1 & 3.8.2 respectivamente. Apds 3 minutos de incubacéo (T} 0,1; 0,2

ou 0.5 mM de Triflucperazina, Triton X-100 ou Tween 80. A suspenséo era
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levementie agitada e uma nova aliquota de 1mi era retirada. A cada 3 minutos uma

nova aliquota era retirada da suspenséo e a dosagem realizada.

As analises foram feitas em regime de “repeated scan” em temperatura
ambiente. Na primeira leitura (0 minuio) foi dosada a intensidade da fluorescéncia

sem a presenga da droga, que somente foi adicionada aoc sistema apds 3 minutos.

Tantc no ensaic da EROD quanio no da PROD ajustou-se o apareiho
para comprimento de onda de excitacio e emissio para a resorufing, o produto da
reacao, foram 530 e 580 nm, respectivamente. Os ensaios foram realizados em
espectroflucrimetro Hitachi 4500,

3.8.1 — ETOXIRESQRUFINA — O — DESETILASE

O envolvimento da isoforma CYP1A na biotransformacdo dos
xenobidticos estudados foi analisado através de alteracdo na intensidade da 7-
etoxiresorufina em adaptagdo do método de Pohl & Fouts (1980). A mistura de
reacac continha 1uM de 7-etoxiresorufina, 0,1mg/mi de suspensdc microssomal,
sistema regenerador de NADPH (10mM de Glicose-8-Fosfato; 1mM de NADP™ ¢
0,5-1,0 U/mi de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase) e Tampéac Tris-HCI 0, 1M pH7, 4
em um volume final de 1mi (Prough et al., 1978, Pohl & Fouts, 1980). Neste ensaio
mede-se 0 aumento da intensidade da fluorescéncia em 580 nm, referente ao

produto desta reacdo, a resorufina.

3.8.2 — PENTOXIRESORUFINA — O — DESETILASE

O envolvimento da isoforma CYP2B nc metabolismo da TFP, Triton X-
100 e Tween 80 foi analisado através de mudancas na intensidade de
fluorescéncia da 7-pentoxiresorufina em microssomas, adaptacdo ac método de
Connor e colaboradores (1995). A mistura de reagdo continha 50 uM de 7-

pentoxiresorufina, 1 mg/ml de suspensdo microssomal, 10mM de Glicose-6-
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Fosfato, 1mM de NADP® 05-1,0 U/mi de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase e
completou-se o volume para 1 ml com Tampé&o Tris-HC! 0,1M pH 7, 4 (Prough et
al., 1978, Comnor et al., 1995). Neste ensaio mede-se o aumenic da intensidade
da fluorescéncia em 580 nm, referente ao produto desta reacdo, a resorufina.

3.9 - DOSAGEM DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A producio de espécies reativas do oxigénio nos microssomas de
Prochilodus scrofa tratados com 0,1mM, 0.2mM ou 0.5mM dos xenobidticos
estudados (TFP, Triton X-100 & Tween 80) foi determinads através da atividade
das enzimas antioxidanies.

A suspensaoc microssomal foi diluida até a concentracdo de 1mg/ml e
fratada com diferentes concentragbes do xenobidticos e incubadas durante 20
minutos em temperatura ambiente (23-25°C). A cada 5 minutos, aliquotas desta
suspensac eram retiradas e adicionadas a mistura de reagdo do ensaio de cada
enzima para observar-se a linearidade da reacfo. Os experimentos foram
realizados na auséncia de SRNADPH devide a influéncia desde cofator nos
comprimenios de absorcdo de luz utilizados nos ensaios. Os ensaics foram
realizados em um espectrofotdmetro Beckman DU-70 e Hitachi 2010,

3.9.1 - SUPEROXIDO DISMUTASE (EC 1.15.1.1)

Os niveis de Superdxido Dismutase (SOD) foram determinados de
acordo com o método de Misra e Fridovich (1872) e Boveris e colaboradores
(1983). O mélodc se baseia na formacdo do adrenocromo (cromdforo rosa)
durante a auto-oxidacaoe da adrenalina promovida pelo anicn superoxide em meio
alcalino. A reacdo tem inicio com a adicdo de 50ul de solucao de adrenalina 60mM
pH 2,0 em 1ml de tampé&o glicina 50mM pH 10,2. Acompanha-se a velocidade de

formacdc espontdnea do adrenocromo por 1 minuio em intervalos de 10
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segundos. Aliquotas de 0,2mg/mi da suspenséo de microssomas img/mi, tratados
ou ndo foram adicionadas a mistura de reacdo para avaliar o grau de inibigao
promovido pela enzima na formacio do adrenocromo em 480 nm {g4s0 =4,0 nM’

cm™') por 1 minuto em intervalos de 5 segundos.

Curvas com 3 a2 5 ponlos foram obtidas para cadz amosira e as
atividades enzimaticas da S0OD foram eni@o determinadas indiretamente. Neslas
condigbes, 1 unidade de SOD equivale a 50% de inibicdo gue a enzima promove
na velocidade de formacao espontanea do adrenocromo {Flohé & Otting, 1984).
Os valores de SOD foram expressos em U/mg prot para facilitar a comparacac
enire 0s diferenies dados literarios.

3.9.2 - CATALASE (EC 1.11.1.6]

A atividade da Catalase (CAT) foi obtida pela sua ca;gécidada de
decompor © peroxido de hidrogénio (H20,). A decomposig;éo do HyO» pode ser
acompanhada diretamente pela diminuicdo da absorbancia em 240 nm (Beers &
Sizer, 1952: Aebi, 1984). A mistura de reacdo era composia por 10mM de
peréxido de hidrogénio 30% (w/w) em tampdo fosfato 50 mM pH 7,0. A
concentracdo de Hx0; & fundamental para o andamento do ensaio, j& gque a
reacdc € de pseudoprimeira ordem. A esta solucdo foi adicionado 0,2mg/m! de
suspensac microssomal, acompanhando-se o decréscimo da absorgdo por 1

minuto em intervalos de 10 segundos.

A atividade da CAT foi calculada segundo LGck (1965) baseado na
diminuic@o da absorbancia, segundo mostrado em (1)

k = (2,3/At) log AbSiiciall ADSfinai (1)
onde,
2,3 & o fator de conversdo de In para log.

Absinicial € 0 valor da absorbancia no tempo zero
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Abssng € o valor da absorbancia apos 1 minuto de leitura

O valor de k é entfo convertido para unidades de catalase. Segundo
Bergmeyer (1965 1UB (Unidades Bergmever) é definida como a quantidade de
catalase que libera a metade do oxigénic de uma solucdo de perdxido de
hidrogénio de gualquer concentraco no intervalo de tempo de 100 segundos. A
equacao de convers@o de k para UB/mi é demonstrado em (2);

UBs =k /0,693 {2}
Os valores das atividades da CAT foram expressos em nmolesimg
prot. para fins de comparacdo com a literatura especializada; assim 1nmol de

catalase equivale a 33UB (Wilhelm-Filho & Marcom, 1996).

2.9.3 - GLUTATIONA PEROXIDASE (EC 1.11.1.9)

A atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) foi monitorada através da
taxa de consumc de NADPH em 340 nm {(Floché & Gunzler, 1984). A reacdo
acontece em pH fisioldgico e foi iniciada pela adicdo de 3,4 mM de GSH em
tampéoc fosfato 10mM pH 7, 5, NADPH 0,12mM, Glutationa Redutase 0,24 U/mi
{(solucdo estoque 12 U/ml) e tert-butilhidroperdxido 10mM em um volume final de
1iml. Acompanha-se um decréscimo lentc na absorbancia por 1 minuto em
intervalos de 10 segundos. A seguir adiciona-se uma aliquota de 0,1mg/m! da
suspensac microssomal 1mg/mi, tratadas ou ndo com os xenobidticos, e observa-

se um decréscimo acentuado na absorcdc por 2 minufos em intervalos de 10
segundos.

A diminuicdo nas concentragbes de NADPH, AJNADPHVmin, foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar apropriado, no caso 8,5
mM " cm™. A taxa de reacdo da GPx ¢ obtida através da diferenca entre a reacéo

nao-enzimatica (sem microssomas) e reacdc enzimatica. Como a Glutationa
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{GSH) e regenerada continuamente pela Glutationa Redutase, a concentragéo de
GSH € mantida em seus niveis iniciais de 3,4 mM e deve ser levada em
consideracic durante os calculos para gue os resultados possam ser comparados
com agueles feitos em oufros sistemas gue ndc somente os dependentes de fert-
butilhidroperdxido (Flohé & Gunzler, 1984). Assim o consumo real do NADPH
{mmoles/mi} foi calculado segundo descrito em (3):

A = 0,B68(AINADPHVIGHS] (VilVs) (3}
Onde,
AINADPH] € a diferenca na concentracéo de NADPH entre a reacdo
enzimatica & ndo enzimatica,
[GSH] é a concentracdo (mM) de Glutationa utilizada no ensaio,
Vi & o volume final da mistura de reacdo,

Vs € o volume de amostra utilizado.

O contetdo de GPx foi expresso em pmoies/img de proteina. Nestas
condicoes 1pmol de GPx corresponde a umoles NADPH/mi (Marcon, 1996).

3.10 ~ ANALISE DOS NIVEIS DE PEROXIDAGCAQ
LIPIDICA ~ (TBARS)

Os niveis endbgenos de peroxidacdo lipidica foram dosados
indiretamente através dos produtos derivados da oxidacgéo de lipidios com o acido
tiobarbitdrico (TBA) através do método espectrofotométrico adaptade de Ohkawa

e colaboradores (1979) em 535 nm {esas = 153 mM™ cm™).

As suspensbes microssomais foram diluidas até 0, 5mg/ml em tampéo
fosfato 0,2 mM pH 7.4, Separou-se diversas aliguotas de 1ml desta suspensao
gue foram incubadas com O0,1mM, 0,2mM e 0,5mM de TFP, Triton X-100 ou
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Tween 80 na presenca e auséncia de sistema regenerador de NADPH durante 20
minutos em temperatura ambiente (23-25°C). A seguir foi adicionadc 2 esta
suspensao 500 ul de acido tricloroacético (TCA) 25% para precipitar as proteinas
microssomais. Retirou-se 1 mi do sobrenadante ac qual colocou-se 1mi de TBA
(0,1g TBA/ 9mi NaCl 0,5 M). Esta mistura foi incubada durante 80 minutos em
banho-maria a 100°C. Diversos autores j& observaram gue em tempos de
incubacao inferiores g este podem nfo permitir o desenvolvimento completo dos
produtos do TBA, subestimando assim os valores reais de lipoperoxidacéo.

Apds a incubacdo as amostras foram esfriadas e as absorbancia
correspondentes lidas em espectrofotdmetro Beckman DU-70. As conceniractes

foram expressas em nmoles de substdncias reativas ao &cido ticbarbitGrico
{TBARS)mg prot.

3.11 - DESLOCAMENTO DO PICO DE TRIPTOFANO

A medida do deslocamento do pico de Triptofano (Trp), um dos
principais aminoacidos que compde o sitio ativo do citocromo P450, podendo
indicar se esta havendo alteragGes na conformacao da proteina, levando a perda
de sua atividade.

As suspensdes microssomais foram diluidas até a concentracio final de
1.0 — 1.5mg/ml em tamp&o PBS e incubadas por 20 minutos na auséncia ou na
presenca de 0,1 mM, 0,2mM e 0.5mM dos xencbidticos estudados. As
suspensdes foram excitadas em 295nm em uma faixa de emissdo de 305-580nm
{Yun et al,, 1997; Ruggiero & Meirelles, 1998).
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3.12 ~ INTERACAQ ENTRE O CITOCROMO P450 E 0OS
XENOBIOTICOS

FracBes microssomais contende 0.5 mM de TFP, Triton X-100 ou

Tween 80 foram incubadas durante 20 minutos e posteriormente analisadas em

coluna de fase reversa (HPLC). 200 ul de suspensdo microssomal 7,98 mg/mi fol
ressuspendido em TFA 0,1 % {(solvente A) e submetido a uma cromatografia em
fase reversa em coluna p-Boundapak C18 (3,9 x 30 com) acoplada ao HPLC
(Waters).

A coluna foi egquilibrada em solucdo de TFA 0,1 % em agua obtida por
sistema MILLL Q (solvente A). A eluicBo foi realizada por gradienie de TFA em
ACHN (solvente B) sob fluxo constanie de 2,0 ml / min de acordo com a Tabela 3.

Comparou-se o perfil obtido nas fragBes microssomais. puras com
agueles obtidos para os diferentes xenobidticos estudados a fim de se observar
possiveis interacbes entre os componentes do sistema microssomal e 0s
xenobidticos através de alteragfes na forma e na intensidade dos picos da

amostra controie.

Controles foram feitos utilizando-se apenas a droga na conceniracéo de
05 mM no mesmo padrdo que as amosiras anteriores. Estes controles séo
necessarios devide 2 presenga de anéis aromaticos na estrutura guimica dos
xenobidticos estudados. Tais anéis absorvem em 280nm, podendo influenciar na
interpretacdo dos dados.

3.13 — ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados apresentados s2o expressos em média + desvio padrio
da média.
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Os niveis de significancia entre as amostras foram analisados segundo
Analise de Multivaridncia (ANOVA), através do software GraphPad, utilizando-se
como base p<0,05 (GraphPad Software, Inc, San Diego Califérnia USA).
Correlagbes entre as diversas varidveis analisadas foram obtidas através do uso
de analise de regresséo linear, cuja significancia foi considerada (Zar, 1996)
{GraphPad Software, Inc., San Diego Califérnia USA).
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - CARACTERIZACAQO DOS COMPONENTES DO
SISTEMA MICROSSOMAL HEPATICO (SMH) DE Prochilodus
scrofa.

O ambiente aguatico € o ponio final de acdo de muitos xenobidticos,
fazendo com que peixes e oufros organismos tenham um contato direto com estas
substancias. Devido & extrema fioxicidade, fais compostos podem causar
alteracbes no metabolismo do organismo, transformando-oc em uma via de
escoamento para esies xenobidticos (de Moraes et al, 1987, Willlams et al,
1998).

Comparados aos mamiferos, os peixes apresentam um grande numero
de adaptagbes morfoldgicas e fisiologicas por habitarem diversos nichos do
ambiente aquatico (Wootton, 1992). Esta grande variabilidade faz com gue o
contetido de P450 em peixes que nao foram submetidos a nenhum tipo de
estresse fisico ou quimico varie entre as espécies, as linhagens, 0s sexos, a

sazonalidade, a dieta, elc.

A Tabela 4 mostra a conceniracdo de proteinas microssomais €
citossolicas de P. scrofa, bem como a concentracdc toial dos principais
componentes do SMH: citocromos b5 & P450. Os niveis de P450 em peixes
parecem ser menores do que em marmiferos (Tab. 5). Outro dado importante €
qgue em Prochilodus scrofa o conteudo de P450 & cerca de 9 vezes maior do que ©
encontrado em outros teledsteos brasileiros de agua doce com habitos
alimentares diferentes (Tab. 5). Comparado a teleosteos de agua doce do
hemisferic norte e com teledsteos marinhos esta diferenca € de 10 e 3 vezes,
respectivamente, maior em F. scrofa (Tab. 5). Estes dados mostram que o SMH

se adapta ac modo de vida de cada animal, uma vez gue entre todos os
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organismos comparados na Tabela 5, P.scrofa € o Unico detritivoro e por isto estar
mais susceplivel & acBo de compostos antropogénicos (Stegeman, 1989,
Stegeman & Lech, 1991, Vrolik et al., 1994, Degterev et al., 1999 e Lsitdo ot al.,
2000).

Tab. 4 — Concentragio de proteinas de Frochifodus scrofa (Curimbata). Os valores sio expressos

em média + desvio padric da média. O ndmero entre parénieses indica v nlGmero de amosiras
analisadas.

Proteinas Conceniracdo
Microssomal 10,08 + 2,38 mg/ml
CHossolica 8,807 + éséﬁ mgimi
oh 52531 + ‘%,ﬁzizziﬁzzmaies!mg prot.
P450 2073+ G,é%{fé}oies!mg prot.

(16)

Dosado segundo o método cldssico de Omura & Sato (1964a), ©
conteudo do SMH em Prochilodus scrofa apresenta algumas pecuiiaridades néo
relatadas ainda na literatura. A primeira diz respeito ao citocromo b5, uma heme
proteina que age na oxidacao de xenobidticos juntamente ac P450. Em P. scrofa o
b5 apresentou um pico maximo de absorgdo entre 428-432nm quando reduzido
com Ditionito de sodio; em mamiferos este maximo € apontade em torno de
424nm (Fig. 7A). Resultados similares foram obtidos com outros peixes
neotropicais (Hoplosternum litforale — tamoata; Frochilodus nigricans — curimata;
Brycon cephalus — matrinx& e Colossoma macropomum — tambaqui) e em filapias
(Oreochromis niloticus), um peixe introduzido. Todos estes organismos
apresentaram um pico de 432nm quando reduzidos com Ditionito de sadio {Leitdo
et al,, 2000). A reduc@o destas amostras com NADH ievou ao deslocamento do
pico para 424nm. (Degterev et al., 1999, Leitdo et al., 2000).
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Tab. 5 - Comparacéo do contetdo microssoma!l em diferentes espécies de peixes e em mamiferos

Espécie

b5

{nmoies/myg prot.}.

P450

{nmolesfmg prot.).

Fonte

Prochiiodus scrofa® 5.253+1,044 2.073+0 416 -
(Curimbaté)
C.macropoimum ” 0,250+ 0075 0,310+0180 Leitéo et al., 2000
{Tambaagui)
B. cephalus ® 8100400107 8,230+0,130 Leitdo et at., 2000.
{Matrinx3)
O, nifoticus © 0,60+6,025% 0,180+ 0,080 Leitdo et al., 2000,
{Tilapia)
Oncorhynchus mykiss d 0,018+0,004 0,295+0,105 Fent & Bucheli, 1994.
(THapia}
Anguilla anguilia © 0,037+ €002 ,179+0.002 Fent & Buchell, 1894,
{Enguia}
Coffus gobio i 00047+ 4,012 $,141+0,029 Fent & Bucheli, 1594,
{“Bulihead”)
C. capistratus ¢ nd 0,681+0,143 Wrolijk 2t al., 1994.
Ratos Fischer nd 1,66+0,12 Re et al., 1999.
Camundongos Swiss 0,700+0,12* 0,920+0,200 Leitdo et al., 2000.

* Citocromo b5 determinado através da reducio da amostra com NADH

MNd — nao determinado

a — Peixe tropical brasileiro de gua doce e detritivoro; b — peixe tropical brasileirc de agus doce e
frugivoros; ¢ — peixe fropical introduzido no Brasil; d — peixe predador tipicc dos rios de altas
aftitudes Hemisfério Norte; e — Enguia européia de agua doce e predadora da cadeia alimentar
bentdnica; f ~ peixe europeu de agua doce que vive no sedimento e & predador; ¢ — teledsteo
marinho, embora a espécie tenha sido encontrada no litoral da Florida e de Belize, ha exemplares
no Brasil nas proximidades do litoral capixaba.
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Fig. 7 — Caracieristicas espectrais dos dois principais componentes do SMH de Prochilodus serofa.
(A) Citocromo b5 e (B) Citocromo P450 em suspensdes micressomais 1mg/ml reduzidas. Os
citocromos foram identificados segundo o método de Omura e Sato (1964a).

A presenca deste picc em 432nm pode indicar uma possivel
contaminacdo da amostra com hemoglobina, j&@ que a preparacdo dos
microssomas de Prochilodus scrofa ndo incluiu a perfusdo dos figados com
heparina. Nesta situacdo, a reducio da hemoglobina com Ditionito de sddic forma
a desoxi-hemoglobina, cujo pico de absorcdo € em 432nm, correspondente ao
chamado pico de Soret, sobreposto ac pico de 424nm do citocromo b5. No
entanto, em projetos paralelos realizamos experimentos com microssomas de
figados perfundidos de diferentes peixes brasileiros, dentre eles Prochilodus
scrofa, enconiramos espectros diferenciais com Ditionito de sédio com um pico
menor em 556nm e um pico principal variando entre 426-432nm, ambos
correspondentes ao citocromo b5 (Leitdo et al., 2000). Esta contaminacdo foi
observada em quatro espécies de peixes tropicais, mas nunca foi relatada para
peixes de outros continentes, o que levanta especulacdes sobre a natureza deste

fendmeno.

O citecromo P450 tambémn apresentou uma peculiaridade: a presenca
de um pico de 418-420nm junto ac pice cléssico do citocromo em 450nm (Fig. 7B).

600
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Tal evidéncia reforca a hipdtese da contaminacgdo das amostras por hemoglobina,
ja que a adicdo de CO nas amostras de microssomas levaria a formacao da
hemoglobina carbonilada, cujo maximo de absorgdo € em 418-420nm. Em
projetos paralelos realizados, novamente, neste laboratério {Leitdo et al., 2000)
demonstramos que a adicdo do Ditionito de sédio formaria primeirc a desoxi-
hemoglobina gue seria posteriormente carbonilada pela presenca de CO na
suspensdo gerando um perfil espectral onde o pico de 418-420nm poderia estar
encobrindo o pice de Soret do citocromo P450, confirmando, portanto, que em

microssomas frescos haveria altas concentracdes de oxi-hemogiobina.

A contaminacic microssomal por hemoglobina ndo aparece relatada
para peixes na biblicgrafia analisada, embora este seja um evenio comum em
anelideos, em especial os oligoguetas gue possuem a chamada “hemoglobina
gigante” cuja afinidade com o citocromo P450 é muito grande (Achazi et al,, 1998,
Saint-Denis et al., 1999). Em peixes a hemogiobina também se liga com muita
afinidade aos tecidos, mas novamente os experimentos por nos realizados (Leitao
et al., 2000) com figados perfundidos, alteracdo do meio de homogeneizacdo e
mudancgas nas taxas de uitracentrifugac¢do, ndo apontaram nenhuma alteracéo
significativa no espectro: o pico de 418-420nm continua aparecendo concomitante
ao pico de 450nm, sugerindo gue a contaminac&o por hemoglobina, embora forte,
ndo é responsavel pelas alteracdes no espectro classico de P450.

No entanto, € possivel que este pico em 420nm esteia relacionado a
desnaturacao do citocrome P450, cujo produto absorve na faixa de 418-420 nm
{Omura & Sato, 1964a, Omura & Sato, 1964b). Espectros similares a estes foram
detectados em moluscos do género Myfilus {(Mytfilus galloprovincialis & Mytilus
edulis L.} (Gilewiez et al., 1984, Livingstone et al., 1983), em anémonas do mar
(Heffernan & Winston, 1998), em crustaceos (James, 1989) e em outros peixes
brasileiros (Leitdc et al., 2000). No caso dos invertebrados a presenga deste pico
esta relacionada a presenca de hepatopéncreas gue durante a homogeneizagao

libera enzimas proteoliticas responsaveis pela desnaturacdo do citocromo.
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Contudo Prochilodus scrofa, assim como outros peixes brasileiros, € desprovide
de hepatopancreas, o gue descarta a presenca de substancias desnaturantes,
como enzimas protecliticas responséveis pela alieracéo do ambiente lipidico da
membrana, levando ao surgimenio do pico de 418-420nm pela desnaturacdo do
P450 (Omura & Sato, 1964a).

A variacBo do P450 ¢€ dependente da idade, do sexo e da sazonalidade
e ja foi descrita para diferentes animais aqudticos, denire 0s quais peixes e
moluscos de diferentes espécies. Livingstone e colaboradores {1989) atribuiram a
presenca deste pico a variagies sazonais e & exposicdo do organismo a um
xenobidtico. Neste caso o pico de 418-420nm, por ele chamado de “P4207, seria
uma hemeproteina de natureza desconhecida (Coon et al., 1992, Benhardt, 1995,
Eggens et al., 1995, Eggens et al., 1996, Lochmiller ef al., 1999).

Nesta mesma direc8o nossos estudos demonstraram gue tilapias
coletadas em locais poluidos ndo apresentaram o pico em 420nm (Leitdo et al.,
2000), reforcando a hipbtese de Livingstone e colaboradores (1989) a respeito de
uma provavel natureza hemeproteica deste pico. Com base nestes dados, é
possivel inferir que Prochilodus scrofa também apresenta uma hemeproteina de
natureza desconhecida, mas com caracteristicas especirais semelhantes ao P450,

cujos niveis podem ser controlados por variacdes sazonais, sexo e a presenca de
xenobioticos.

4.2 -~ PURIFICACAQ DO _CIT CCROMC _P450 DE
Prochilodus scrofa

O sistema microssomal € composto de diversas proteinas com
diferentes massas moleculares (Fig.8) demonstrando gue, embora o citocromo

P450 seja o componente mais abundante, o sistema também é composto por
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enzimas envolvidas em outros processos fisicibgicos, como a sintese de
trigliceridecs e o redirecionamento de proteinas de membranas {Hird et al,, 1964,
Albarts et gl 1884, Timbrall, 2000).

DD
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Eh 40}

Fig. & - 3DS -~ Page da fraco microssomal hepética de Prochilodus scrofa antes da purificagdo. 1
- Biarcadores de masss molecular & 2 — suspensio microssomal 100ug/mi. A seta indics 8 posicdo
dos citocromos P450 (~34 000048} ¢ b8 (~18.6000a), da MADPH-citocromo P4580 redutase - NCR
{~78.000Da) & da NADH-citocromo b redutase — NOHIR (~23.00003).

Segundo a literatura, o citocromo P450 tem uma massa molecular em
torno de 50.000-54.000Da. Em peixes esta variacdo pode chegar até 58.000Da
devido & presenga de isciormas funcionaiments diferentes das de mamiferos

(Welton & Aust, 1874, Haugen et al., 1975, Guengerich, 1877, Nakhgevany, 1598).

A maioria das proteinas do reticulo endoplasmatico liso possul uma
porco  hidrofobica responsavel por seu ancoramento na membrana. Esla
caracteristica permile a separacéo destas proteinas através de uma coluna de
nigrofobicidade acompanhande-se a absorgdo em 280 nm {para proleinas em

geral) e 417 nm {(para hemeproteinas) concomiiantemente. O perfil oblido pela
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purificagio confirma que o sistema microssomal hepatico € composto por diversas
proteinas {Fig. $A), no entanio hé apenas duas hemeproteinas {Fig.9B). Soments
uma das fracbes coleladas apresentou massa molecuiar so redor de 54.000Ds,
referente ac citocromo P450 (Fig. 9C). Para uma caracterizaco mais precisa do
sisterna esta fracBo coletada aos 48-50 minutos & com peso molecular ao redor de
54 000Da foi submelida & analise espectrofotoméirica, confirmando ser o
citocromo P450 (Fig 8D

Muitos autores purificam o P450 através da eletro-eluico do gel de
poliacrilamida, mas esla t&cnica 80 € vidvel em animais cujos niveis de P450 sdo
alios apds a alivagdo. infelizmente em nossos ensaios 08 niveis de P450 sdo
baixos levando 2 necessidade do uso de técnicas mais sensiveis e capares de
saparar proteinas em baixas concentracdes.

QOutros processos de purificacdo do citocromo P450 envolvem o uso de
colunas de afinidade e de exclusio molecular em sistema de baixa precisdo
(1LPLC). O processo proposto por nds uliliza apenas a coluna de hidrofobicidade
aooplada 2 um sistema de alta precisZo (HPLC), tornandc o processc de
purificag8o mais rapido e separando o8 componentes da suspensdo microssomal
segundo a higrofobicidade. Outra vantagem do método de purificacdo via HPLC é
nac usar detergeniss ndo-idnicos nos processos de eluicdo da coluna, uma vez
que esta classe de surfactanies pode se ligar fortemente ac sitic ativo do P450
levando 2 sua deslruicdc. A presenca de detergentes nos processos de eluicéo
também pode diminulr 2 resolugBo cromatogréfica da  coluna e,

consequentements, afelar a sensibilidade do métedo (Ross, 1986).
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No snianto, o método de HPLC também tem suas desvantagens. Uma
delas € a2 jungdo de iscformas na mesma fragdc impedindo sua identificacéo
quando estao presentes em baixas conceniracbes {(Ross, 1998). Uma sugestdo
para a ofimizagdc destes resultados e, conseqientemente, a separacico das
isoformas seria a reaplicacdo da fracdo identificada como sendo o citocromo P450
com a concomitante alteragdo do gradiente de eluico possibilitando a separacio

das diferentes iscformas.

Além disto, a purificacBo por HPLC requer um pré-fracionamenio da
amostra para a precipitacdo das proteinas. Em nossos ensaios este passc foi
exciuido fazendo com gue as fracfes coletadas apresentassem uma pequena
guantidade de fosfolipidios da membrana microssomal, © que permitiu 2
identificagac do P450 segundo o méfodo de Omura & Salo (1884a). O conteddoe
de P450 identificadc alravés do método especirofotométrico {CO-Complexa)
revelou uma baixa concentracgo deste citocromo na sua forma ativa. Os baixos
valores encontrados para o P450 apds o processc de purificacio podem ser
explicados por uma possivel perda do grupamenio heme durante a eluigdc com
acetonitrifa. Este solvente retiraria o citocromo P450 do ambiente lipidico,
subsestimando, porianto, ¢ valor real purificado (Omura & Sato, 19642, Ross,
1928

A purificaggo do citocromo P450 por cromatografia liquida de alia
precisdo (HPLC) alravés de uma coluna de hidrofobicidade pode ser uma
importante ferramenta para a identificacdo de inGmeras formas do citocromo P450,
O uso de colunas de hidrofobicidade & foi descritc em trabalhos anteriores, mas
sempre COmOo um segundo passo cromatografico. A ulilizacdo da C18-HPLL se
mostrou um metodo répido e capaz de purificar o citocromo P450 em apenas um
passo cromatografico e, provavelmente, podera ser aplicada para z purificacéo do
citocromo P450 de oulras espécies de peixes.
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4.3 - BIOTRANSFORMACAQ DOS XENOBIOTICOS

4.3.1 — CITOCROMOS b5. P450 E P420.

O primeiro passe no estudo de biomarcadores de poluicdo € &
caracterizacao do sistema microssomal hepatico. Nesta fase o uso de testes “in
vitro” & essencial para se avaliar a capacidade de biotransformacéo do sistema
utilizando concentragdes maiores do que aguelas utilizadas no ambiente. Isto
permite testar a sensibilidade e o comportamento do sistema em diferentes
condicBes experimentais. A duracdo e a intensidade da ac8o do xenobidlico em
sistemas bioldgicos sao determinadas pela sua taxa de biclransformacio. A
inibicAc efou destruicdo do P450 pode levar ao prolongamentio da acdo do
xenobidtico, aumentando a toxicidade deste e afetando fungbes fisiologicas
importantes como a biossintese de hormdnios (Fent & Stegeman, 1881, Fent &
Bucheli, 1994, Soucek et al., 1994, Dwivedi et al., 1998).

A fim de avaliar o sistema P450 e enzimas associadas em Prochilodus
scrofa foram escolhidos trés xenobidticos, a Trifluoperazina, o Triton X-100 e ©
Tween 80. Todos apresentam caracteristicas surfactanies, ou seja, um carater
altamente lipofilico que os leva a interagir tanto com membranas como com
proteinas. O efeito deletério dos surfactantes ja vem sendo estudado em peixes hé
muito tempo, mas eles enfocam principalmente as branquias e a epiderme, & que

estes s&0 os primeiros alvos dos xenobidticos (Sandbacka et al., 2000).

No processo de biotransformacao de xenobidticos, o primeiro parametro
analisado foi relativo as mudancas ocorridas no “conteudo” do citocromo b5 na
presenca € Na auséncia de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH).

Na Tabela 6 cobserva-se que em T, ha um aumento no conteudo do
citocromo b5 na presenca de TFP guando o meio € incubade com Sistema

Regenerador de NADPH. Comparando as suspensdes tratadas com as mesmas
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concentragbes de TFP, na auséncia e na presenga de SRNADPH, vé-se que as
diferencas s&o estatisticamente significantes, indicando que o cofator se comporta
como um agente limitante nas taxas de biotransformacgdo. Apds 20 minutos de
incubacdo (Tab. 7) a dependéncia do cofator no fica t8o evidente (p>0,05), mas
ainda € possivel observar o aumento do “conteddo” do citocromo em relacdo ao
controle nas amostras com SRNADPH.

Tab. 6 — Efeito da TFP nas concentracbes dos citocromos b5, P450 e “P420” apos a adicio da
droga. As concentragbes dos citocromos {(nmoles/mg prot.} foram determinadas logo apés a adicao
de TFP (3min) na presenga {+) e auséncia {(-) de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH) em
suspenstes microssomais de Prochilodus scrofa (Img/mi). As amosiras foram feitas em iriplicatas.
Os valores sho0 expressos em média + desvio padrio da média. O nimero enire parénieses indica
a quantidade de amosiras foram analisadas. Controle: suspens@o microssomal na ausénecia de
xenobidtico,

Trifluoperazing

(miv))
Citocromo 3,0 0.1 0,2 0.5
b5 (- 32579+ 0,08517  1,8794 +0,5050* %  2,1054 +0,3528™ ° {2252 +0. 4025 °
@ {(12) (10 )
b5 (+) 3,1054 + 06383  3,7913+0,1848°  3,9809+0,2407° 52302 + 0,4712°
(3} 3 3 (3
P450 (-) 18718 2,828 53469 + 1.5556* " 8,1403 + 0,8600* %  4,5695 + 0.8770
4] (8) (8 (5}
P450(+)  0,9414+ 02121  1,9783+0,5196°  3,7951 +0,5033° 2,6926 + 00577
@ 3) (3) 3}
P420 () 27306 +0,03188 33938+ 0,5344° 31738+ 0,5525°  1,1057 + 0,5972*
@ ) © 4
P420 (+)  1,2728 + 0,2425 20010 +0,1178° 1,6519 +0,2123 ° 1,125 +0,1812
(2) 3 (3} 3

* p<0,01;™ p<0,05; **p<0,001 em reiagio ao controle
4 p<0,001 e ® p<0,01 em relacdo 2 presenca e auséncia de SRNADPH
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Tab.7 — Efeito da TFP nas conceniragiss dos ciiocromos b, P450 e "P420" apds 20 minulos de
incubacBo. Az concenitragbes dos cilocromo DS, P450 e P40 (nmoles/mg prob) foram
determinadas apds 20 minutos de incubaclo com TFP na presenca {+) & auséncia () de Sistema
Regensrador de NADPH (SRMADPH) em suspensfes microssomais de Prochifodus sorofz
{(tmgfmiy. As amosiras foram feftas am inipiicatas. Os valores sBo expressos em média + desvio
padrio da média. G namerce enire paréniases indica cuanias amosiras Toram analisadas,

Triffuopsrazing {mbd)

CHooromo 0.0 8,17k 0 2mdd G.5mu )
bE (3 4 3059 + §,1228 37485 +0,8485 35881 £ 37443 28237 £ 044457
{2} {12} {15 @
b5 {4 33453 » 08458 51835 + 04847 54550+ 01801 B2052+ 0 8528°
(3 3} (3 3
P4S5 {9 1,0020 +3.270 23775+ 7578° 18729+ 7.017° 0,000 + 5,000
2 3 ) (3
P4ED{=) 01431+ 00155  0,0805 + 0,0318%  0.278% + 0,0554° 4,000 + 0,000
{2} (3} (3} &)
P420 (4 28449 + 0 08385 25107 + 068084 22708 + {,5663 1,3388 + 03,5540
{2 {9} &) &
PAZG {4 13315+ 06,1586 1,5548 + 0 08087  1.5483 + 02181 13308 + 5,08797
(2) 3 (3} (3

* p<, 05 em relacdo ao controie
? p<0.001 & 7 p<0,01 em relacdo a presenca e auséneia de SRNADPH

Analisando ¢ comporiamento do citocromoe b5 na auséneia do cofalor ao
longe de 20 minuios observa-se gue suas conceniracfes sdo sempre mencres
que as do controle (Fig. 10A). Esta situacio é invertida guando as suspensdes s3o
incubadas com o SRNADPH. Aqui o aumenio do contetido do citocromo b5 é
oroporcional ao aumento das concentracdes de TFP (Fig. 10B). Estes dados
mostram  a necsssidade

de um cofalor exdgeno nos  processos  de

biotransformacao,
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Fig. 10 — Efeite da Triflucperazing no contaddo do ciloorome b5, O conteddo do ciioocromo bS em
suspensac microssomal (Img/mi} tralada com diferenies concentracfes de Trifluoperazina (TFP)
foi determinado na ausénoia {(A) e na presenga (B) de Sistemsz Regenerador de NADPH
{(SRNADPH). Ty representa as amostras sem gualquer xenobidtico e T, regresanta ¢ momenic em
que o xenobictico fol adicionado no sistema. Todo o experimento foi realizado & 23°C.

Estudos  anteriores  demonstraram  que outros  derivados  de
fenotiazinicos como a Chioracizinzg e a Ftoricizina ndo alteraram © contelGdo do
citocromo D5, indicando que o sistema P450 ndc estaria envolvido na
metabolizacdo da droga (Avakumov et al., 1978). No entanio, os experimentos
realizados com TFP demonsiraram um aumenio pouco significativo no contsudo
do citocromo DS, contradizendo assim a hipdlese acima descrita & sugerindo a

participacio do P450 no processo de biotransformacdo deste xencbidtico.

A bictransformacao da TFP pelo citocromo P450 também & dependente
da presenca de cofator, como demonstrado nas Tabelas 8 e 7. As amosiras com
e sem SHNADPH apresentzram um aumento do conteddo do citocromo P450
ativo guando 0 xenobidtico fol adicionado a suspensac microssomal (Fig.11). Ao
final de Z0 minutos de incubacfo ¢ conteddo de P450 diminuiu drasticaments,
chegando a zere nas concentracfes mais elevadas de TFP,




Os valores estatisticamenis significantes encontrados com as dosagens
usando o método cléssico de Omura & Sato (1962a) ndo permite dizer qual ©
mecanismo de acdo da Trifluoperazina. No entanto podemos inferir que o P450
existe na suspensdo microssomal  em uma mistura de complexos hexa-
coordenados baixo-spin {Fe [}, onde na posigao frans hé uma molécula de agua
figada & cisteina e uma penta-coordenada aito-spin (Fe 1il), onde ha apenas a
cisteina como ligante. Deve haver, portanto, uma possivel interagdo da TFP com ©
P450 deslocando o equilibrio de oxi-reducdo entre os dois estados de Fe (lli) que
nio & uma espécie muito reativa devido & presenca da cisteina como ligante, para
o do complexc penta-coordenado {Fe i) de alto spin, uma espécie mais reativa e

habil em se ligar 2 diversos substratos (Mansuy, 1598),

Apds & minutos de incubacgdo hé diminuico drastica do contsudo de
P45 Contrariaments 20 QuUe OCOrre em processos in vivo”, no sistema “in vitro”
ests diminuicBo é mais répida e drastica devido & auséncia do processo de
indugdo (Guengerich, 1997). O mecanismo de inibico mais conhecido na
tergtura & o da “acdo suicida” e estd ligado ac tipo de substralo a ser
metabolizado pslo citocromo. Normalmente esta diminuicdo do conteudo @
dependente do tempo e est4 ligada as alteragbes no grupo prosietico do cltocromo
causado pela ligagdo do xenobidtico s/ou seu metabdiito aos residuos de cisteina
e histiding proximos do sitio catalifico do P450 {de Montellano & Correia, 1983,
Halpert, 1995, Murray, 1982, Guengerich, 1897).
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Fig. 11 - Efedto da Trifluoperazina no conteddo do citocromo P4530. O conteido do oitooromeo P450
em suspensac microssomal {(Img/mil} tratada com diferentes concentracfes de Trifluopsrazina
(TFy foi determinado na auséncla (A) e na presenca (B de Sislema Regenerador de NADPH
{(SRMADPH). T, representa as amoslras sem qualguer xenobidiico e T, representa ¢ momenio em
que o xenobidtico fol adicionado no sistema. Todo o experimento Toi realizade 3 23°C,

A destruicdo do P450 & confirmada através do gel de SDS {Fig.124),
onde podemoes cbhservar uma diminuicdo na intensidade da banda & medida que
se aumenta a concentragdo do xenobidtico. O perfil obtido por HPLC em C18 ds
microssomas fratados com TFP também demonstira a diminuigdo do pico referente
ao P450 (Fig.12B), confirmando a sua destruicdo. A diminuicdc dosg picos
referentes 2 TFP (Fig.12B | e I} indica que parie do xenobidtico estd sendo
metabolizada, sustentando a hipdlese de que algumas iscformas podem estar
participando da metabolizacao do composto. Oulra evidéncia que sustenta esia
hinGtese € mostrada na Figura 120 Em alguns cascs o produto da reacdo do
P450, nesie caso o metabdiito nitroso oriundo da metabolizacdo da TFP, pode
interagir com 0s aminoacidos localizados proximos ao sitio catalitico do P450
formando um compiexo P450-TFPNO que desloca a absorbancia méxima do P450

para 455 - 456nm (Mansuy et al., 1876, Guengerich, 1997).



Resultados & Discusséo - &Y

A C
4,848 ¢
;
45
= )
= i
e / T i e
Y /
= I
= /
H
?m% $,3% - 3{_‘
< 529 j;
/\‘ H
a3 - ‘5‘; 1\ i/
P
5.230 fj : | H : :
g i 48 8 8%
X
B
TEF
5,34 | e TEP 8 F70
gg e TaseE s 3
.33 - : e Wi rrmzanunas + B EwmB TP
iy
£ s
ﬂ LiE
8008
= {
P i
ﬁ;ﬁé E i
2 |
2 8,54 g
g §
= 842 f
i%
2,38
& & 1 15 0 2 W 3B a4 48 8 S5 68 g
Temgs Tminuies}

Fig. 12 — Interagdo entre a TFP & 0s componentes do Sisterna Microssomal Hepatico. {A) 5DS -
Page de microssomas 10,08 mg/m! tratados com diferentes concentragdes de Trifluoperazina. (1)
Marcadoras de massa molecular, {(2) Controle, (3) TFP 0,1mb, (4) TFP 0,2mM ¢ (8) TFP 0.5mM.
(B Perfit da interacBo dos microssomas com 0,5mM de TFP através do HPLC. As selas indicam a
posicao do citocromo P450 (54.000Da), | e U sdo os picos referentes a Trifluoperazina. {C)
Espectrs do complexo formado entre 0 P450 2 2 TFP apds 20 minutos de incubagéo da suspensio
microssomal Tmg/mi com §,5mM de TFP; o pico em 455 nm representa a inferacBoentre s TFP ¢
o P450.

Em pH 7.4 & TFP enconira-se na forma protonada (TFP+) & com
peguenas fracdes na forma neutra (TFP:) (Malheiros et al., 2000}, além disto este

xencbidtico apresenta uma alig afinidade pelc ambiente lipidico da membrana
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microssomal devido ao seu aitissimo coeficienie de particdo {(Maiheiros et al,
1998), Esta caracteristica permite a TFP interagir com as proteinas da membrana
e expor us residuos de Iriptofano destas a um ambiente mais hidrofilico. Esta &
uma ligacdc forte e pode provocar mudancas na carga da proleina e a
consequents perda da funcao (Attwood & Florence, 1983, de Montillane & Correig,
1983, Murray, 1992, Halpert, 1995, Huggiero & Meireiles, 1928).

A TFP fez com que as conceniragbes de “P4207 diminuissem ou
permanecessem inaiteradas na presenca e na auséncia de SRNADPH (Fig. 13).
Se o pico de 420nm representasse a forma desnaturads do citocromeo P450 seria
esperado um aumento das conceniractes do P420 concomitanie as diminuicdes
do P450, o que ndo foi observado nos experimentos realizados. E um resultado
interessants que sustenta a hipdlese de que o P420 seria uma oulra hemeproteing
do SMH (Omura & Sato, 1964a, Omura & Sato, 19684b, Fent & Stegeman, 1991,
Fent & Bucheli, 1994, Leitdo et al., 2000).
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Fig. 13 - Efelto da Triflucperazing no conieddo do ciiocromo “P4207. O contsddo do ciiocroms
“P4207 em suspensdc microssomal (Img/mi) traiada com diferentes concentragBes de
Trifluoperazina (TFP) foi determinado na auséncia (A) & na presenca {(B) de Sistema Regensrador
de NADPH (SRNADPH). T, represenia as amosiras sem quaigquer xenobidtico 2 T, represeniz o
momento em gue ¢ xenobidtics Tol adicionado no sistema. Todos o3 experimentos foram realizados
a 23°C.
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Os fenctiazinicos sdo compostos nitroheterociclicos que podem agir
como subsiratos ou inibidores do SMH por sofrerem N-desmetiiacdo durante ©
processo de biotransformacfo. Como substratos, podem induzir as subfamilias
CYP1A & CYPZB. No entanio, grande parte dos fenoctiazinicos inibe o P450
diretamente ou através de seus meiabdlitos gue sZo altamente hidrofdbicos e
podem se ligar ao grupo prostélico do P450 e alterar seu ciclo catalitico
{Avakumov et al., 1978, Murray & Reidy, 1988, Murray, 1992, Tateishi et al,, 1999
Guengerich et al., 1995, Halpert, 1988, Buzukov et al., 1998, Guengerich, 1897, A
inativacdo do citocromo P450 por composios nitroheterociclicos pode aconiecer
através de interac@o hidrofdbica do composto com o grupamento heme da
proteina  interferindo na ligacao do oxigénio {Halpert, 1885} Ao sersm
metabolizados pele organismo, os fenotiazinicos podem produzir uma variedade
de metabdlitos, tais como os fendis, as sulfonas, os N-Gxidos stc. Dentre eles 0s
metabdlitos nitrosos, tais como s TFPNO, geradsa alraves da quebra do nitrogénio
localizado na posicdo 4 do ans! piperazinico da droga 3380 o5 mais reativos e

capazes de interagir com o P450 (Breyer, 1871, Mansuy et al., 1578},

Enguanto micela, 2 TFP pode influenciar tanto no ambiente lipidico,
guante nas proteinas de membranas de maneira mais intensa do que na forma de
monémero. Como 80 foram usadas conceniracdes acima da CMC deste composio
{0,042 mM) 56 foi possivel observar o efeilo das micelas, levantando-se a hipdless
de que 2 inativacao/destruigdo do P450 seja causada também por interacies THP-
proteina e TFP-lipidio que allerariam o ambiente microssomal. Esle dado &
suportado principaimente pela diminuigdc e dsslocamenio do pico de Trp
{Fig.304), indicando a exposicéo destes residuos a um ambients mais aguoso & &
transferéncia de cargas da TFP para o Trp (Ruggieirc & Meirslles, 1998). Nio
podemos NoS esguecer de gue a inativacdo seietiva causada por compostos
nitroheterociclicos & comum € parece  ser mais cabivel devide as alleracdes

ancontradas no espectre do citocrome (Fig 120
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O segundo xencbidtico analisado foi o Triton X100, que assim como 2
TFP, possui caracteristicas anfifilicas. A incubacéo das suspensfes microssomais
com esie surfacianie & na auséngia de SRMADPH, leva a um aumento do
contetde do citocromo b5 dependente do tempo (Fig. 14A). Porém, a presenga do
SRMADPH nas suspensles microssomais fez com que houvesse a diminuicdo do
conteudo desis  cilocromo, chegando a zero em  algumas  sitluagdes,

diferentemente do cbservado com a TFP (Fig.14B).
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Fig.14 - Efeilo do Triton X-100 no conteddo do citocromo b5 O conteldo do citocromo b5 em
suspensdo micressomal (Img/ml) tratada com diferentes concentragBes de Triton X-100 foi
determinade na auséncia (A) e na presenca (B) de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH).

T, representa as amostras sem qualquer xenobidtice e T, represenia ¢ momenio em gue o
xencbiftico fol adicionado no sisterna. Todo o experimento foi realizado 3 23°C.

MNa auséncia de SRNADPH ha um aumenio do contetdo do cifocromo
65 (Tab. 8 e 8) que provavelmente & dado pela alteracdo do estado de oxi-reducao
deste citocromo. Neste caso o Triton X-100 gue estd em concentragfes acima de
0,1% {vlv) estaria allerando também a fluidez da membrana e aumentando o fluxs
de eietrons da NADH-citocromo b5-redutase para o citocromo b5 usando apenas o

cofator endogenc {Garda & Brenner, 1884
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Tab. 8 - Efeito da adigéo do Triton X-100 nos citocromo b5, P450 e P420. As conceniragbes dos

citocromos (nmoles/mag prot.) foram determinadas apos a adicdo de Triton X-100 na presenga (+) e

auséncia {(-) de Sistema Regenerador de NADPH em microssomas de Prochifodus scrofa

{img/mi}. As amosiras foram feitas em triplicatas. Os valores s&o expressos em media + desvic

padrio da média. O nimero entre parénieses indica a guantidade de amosiras foram analisadas
Triton X-100 {mM)

CHocromos 0,0 0.1 0.2 0.5

ps (-} 3,250+ 0,6707 9,080+ 1,4025">° 1214 + 1,3980"*° 12 44 + 1,3390>°
Z} {5} &) &

bE (+ 2,89333 + 0,5885 31687 + 0,2083% 0,000 + 0000% " 0,000 + 0,000%*
3 (3 (3 3

P450 (-} 1,800 + 0,2828 0,733 + 0,2520* 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
2 (3) 3 3

P450 (+} 0,850 + 02120 0,650 + 0.0710 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
{2 {Z) 4 2}

P420 () 2,75+ 0,0700° 1,733 +0,2082"° 0,0667 + 0118072 0,000 + 0,000
(2 {3) (3 (3

P420 (5 1,25+ 0,2120 1,267 + 0,1150° 0,133 + 0,0580=° 0,000 + 0,006

@ 3 & &

* p<0,05, ™ p<0,01 **p<0,001 em relacio ao controle
2 p < 0,001 & ” p< 0,01 em relaco & presenca do SRNADPH

Na Tabela 8 e também na Tabela 9 podemos observar que o
SRNADPH associado ao Triton X-100, ieva a reducdo nas concentracbes do
citocromo bS. Na presenca de NADPH podemos observar um efeito bifasico dado
pela presenca do Triton X-100 na forma de monomeros e micelas. Ha um aumento
do contetdo de b5 apenas em concentragfes abaixc da CMC do Triton X-100,
inferindo que as micelas de Trilon X-100, formadas gquando usamos
concentracbes acima da CMC, so capazes de destruir a membrana microssomal
por sequestrarem iipidios enddgenos, processo acentuadc pela presenca do
cofator. Sendo o b5 responsavel pela ativacdo e estabilidade do P450, qualquer
alteragdo em sua atividade provoca mudancas bruscas no processo de

biotransformacac de qualquer xenobidtico (Jansson et al., 1990).
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Tab.2 — Efeilo do Trilon X-100 nos citocromes b5, P450 e “P420” apés 20 minuios de incubagio.
As concentracbes dos citocromo (nmoles/mg prot.) foram determinadas ap6s 20 minutos de
incubacao com Triton X-100 na presenca (+) e ausénecia () de Sistema Regenerador de NADPH
{SRNADPH) am suspensbes microssomais de Prochifodus scrofa {(Img/ml}. As amosiras foram
feltas em iriplicatas. Os valores s&o expressos em meédia + desvic padrdo da média. O namers
entre parénieses indica a guantidade de amostras foram analisadas

Triton X-100 {mih)

Ciocromos 0,0 0,1 0,2 0.5

b5 () 430+ 0,1414 13,18+ 182707 ° 1584 + 1,8020"° 17,62 + 0,497+ °
(2 (5 {5 5

bE (4) 3,387 + 08428 3,533 + 0,3780° 0,000 + 000D> * 0,000 + 0,000% %
3 & 3) 3

P450 () 1,019 +0,3270  0,1801 + 0,0694* 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
) 3 3 3

P4S0 (+) 0,1431 + 0,0155 0,044 + §,0190 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
2 @ & 2)

P420 () 2,75 + 0,0700 2,50 +0,1730° 1,80 + 0,264==° 0,000 + 0,000
) (3} 3 (3)

P420 (+) 130+ 0,9410" 1,833 +0,0570° 0,567 + 0,058*=% 0,000 * 0,000
2 3 3 &)

* <005, ** p<0,01 **p<0,001 em relagdo ao controle
% p < 0,001 em relacio a presenca do SRNADPH

Observando a Figura 15 nota-se que a presenca de Triton X-100 causa
a diminuicde do conteudo do citocromo P450 dependente do tempo & da
concentracdo. Apds 20 minutos de incubacdo, todas as amostras tinham o
contedido de P450 proxima de zero (Tab. 9). A presenca de SRNADPH no meio
acentua a destruicao do citocromo (Fig. 15B). No gel de SDS a destruicio do
P450 ndo & tao evidente devido 3 interferéncia do Triton X-100 na densidade das
proteinas (Fig.16A), no entanto esta destruicdo fica evidente quando comparamos
o perfil dos microssomas controie com os microssomas tratados com Triton X-100
em uma coluna C18 (Fig.16B). Comparando os trés perfis obtidos pelo HPLC-C18
{Fig.16B} podemos observar que ocorre a interagdo entre o Triton X-100 e os
componentes do SMH j& que houve a tendéncia de todos 0s componentes do
SMH ficarem mais tempos retidos na coluna, indicando um aumentoc da
hidrofobicidade (Fig.16B — linha prata).
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Fig, 15 - Efello do Triton X100 no conteldo do ciiccromo P450, O contaldo do citocromn P450
em suspensao microssomal (Img/mi) tratade com diferenies conceniracfes de Triton X-100 foi
dgeterminado na auséncia {A) & na presenca (B) de Sistema Regenarador de NADPH (SRMNADPH).
T. representa 85 amosiras sem gualouer xenobidtico e Ty representa ¢ momenio em qus ©
senobiotico foi adicionads no sistema. Todo o experimento fol realizado & 23°C,
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Fig. 18 — interacio dos componentes do Sisterna Microssomal Hepdtico de Prochilodus sorofa com
Triton X-100. (A} SDS - Page de microssomas 10,08 mg/ml tratados com diferentes concentracfes
de Triton X100, {1 Marcadorss de massa molecuiar, (2} Controle, {3 0,1mM de Trilon X100, {4)
0.2mid de Trilon x-100 e (5) 0,5miM de Triton X-100. (B) Perfil da interaco dos microssomas com
0.5mM de Triton X-100 através do MPLC. As setas indicam a posicio do citocromo P450
{34 000Da) & do Triton X100

Quando o citocromo P450 esta destruido, 380 esperados altos niveis de
P420, a forma sclavel do P450. A Figura 17 mostra gue o SRNADPH diminui o
conteddo de "P420° de maneira mais acentuada do que na auséncia do cofator,

indicando que © NADPH associado ao xsnobidlico destrd o SMH. Em
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concentractes inferiores a CMU e na presenca de SRNADPH & possivel observar
um  aumenic pouco significativo no conteddo do citocromo. Porem, em
concentractes proximas ou superiores & UMC ha destruicfo do P450 assimaque o
detergente & adicionado ao sistema. Apds 8 minutos de incubacso das amostras
com e sem NADPH & possivel observar um aumenis da conceniracéc do
citocromo que absorve em 420nm (Fig. 17 Tal constalacao nos permite dizer que
na suspenséc tratada com Triton X-100 ha tanto o P450 na forma soluvel —ja que
o Triton X-100 estaria destruindo o P4E0 por sclubilizar a membrana microssomal
— como & hemeproieina desconhecida, uma vez que ambos absorvem na faixa
418-420nm.
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Fig. 17 - Efelto do Triton X-100 no conteddo do oitocromo “P4207. O conteddo do ditooromo “P4207
em suspensdc micressomal (Img/mi} tratada com diferentes concentracfes de Triton X-100 fol
determinado na ausénoia (A) 2 na presenca (B} de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH).
T; represenia a3 amostras sem gualquer xenobidtico & T, representa ¢ momenic em gque ¢
=zanchittico fol adicionads no sistemna. Todo o experimento o realizado & 23°C.

De todos os xenobidticos analisados, o Triton x-100 & o surfactante que
apresentia maior CMC (0,25 mM), ou sejz, em concentraces inferiores a esta ndo
seria de se esperar a desiruicdo do sistemz, como demonsirado em oulros

frabalnos (Hosea ¢ Guengsrich, 1998, inouye et &l 2001). No entanto podemos
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observar que em concentracdes inferiores a da CMC ia é possivel observar a
destruicdc do sistema, inferindo que mesmo na forma de mondmeros o Triton X-
100 pode levar a diminuigdo do conteddo do P450 (Tab. 8 e Tab. 9). Embora seja
tentador dizer que 08 mondmeros de Triton X-100 estariam levando g diminuicio
do conteudo de P450 por alterarem o ambiente de membrana, ndo podemos nos
esquecer que o Triton X-100 possul um grupamento alguil habil em interagir com o
grupamento heme do P450, levando-o & destruicdo por alguilagdo do seu sitio
ativo (Hosea & Guengerich, 1998, Halpert, 1995, de Monieliano & Correa, 1983).
Em concentragdes acima da CMC, o Triton X-100 formaria micelas mistas, ou
seja, compostas por moléculas do proprio surfactante e de lipidios seqiiesirados
da membrana microssomal, destruindo a permeabilidade seletiva da membrana e
levando a alleracfes conformacionais e funcionais dos componentes da
membrana microssomal {Robinson & Tanford, 1875, Attwood & Florence, 1983,
(Garda & Brenner, 1984, Jones, 1898).

Assim propomos que a destruicio do SMH pelo Triton X-100 & causada
pela alguilacBo do grupamento heme das proisinas do SMH associada a

alteractes na estrutura da vesicula microssomal.

Ao tratar @ suspensio microssomal com Tween 80, observou-se efeitos
semelhanies aocs enconirados para Triton X100, onde novamente o cofator
intensificou a destruigdo dos componentes do SMH, como podemos perceber a
partir dos dados das Tabelas 10e 11,



Tab, 10 — Efeito da adicdo de Tween 80 nas conceniracies dos citocromos b, P450 e "P4207. As
concentragies dos citocromo (nmolesimg prot.) foram determinadas apds a adiglo de Twesn 80
na presencs {+) £ auséneia () de Sistama Fegenerador de NADPH (SRNADPH) em microssomas
de Prochilodus sorofa (ling/mib). As amosiras foram fellas om triplicatas, Os valorss 580 exprossos
am meédia + desvio padrdo de média. G numero entre parénteses indica a guantidade de amosiras
foram analisadss.

Twesn 80 (M)

CHOCromos R 0 imi 3, 2mb4 3,5mM

55 (-} 3,250 + 0,0707 9880+ 147977 10,32+ 08427 10,02+ 1,7127"
(2 (5} (3} =)

bE (+) 2.9333 + {),586 2,80+ 0,10° 310+ 000 3,40+ 0,47F
&) 3 )] 6

P4ASD {4 1,850 + 0,2828 1,50 + 0,19 2233+ 0,115 0,833 + 020877
) 3 & 3)

P45D (4} 0,950 + 0.2121° 1,232+ §,2528* 08233+ 01528 0,00 + 0,00
2) @ @) @)

P420 {-) 2,75+ 0,070 2433 +0,153°7 2,387 + 0,057° 1,433 0,088
@ 2 3 3

P420 (%) 1,28+ g 2127 1,133+ 01837 0887+ 0,158 % D00+ 000
(2 3 ) 3

*oe(,05, 7 ;}fsfﬁé #=*0<(,001 em relacdo ac condrole
*p< 0,001 27 p< 0,01 em relaco 4 prasenca do SRNADPH

A auséneia de cofator aumentou o contetde do ciocromo bbb em
relacdc ao controle (Tab.11, Fig18A). Contude esta diferenga ndc &
estatisticamenie significante zc final de 20 minutos de incubagdo (Tab.11). Na
oresenca do cofator ocorre a destruicdo total do citocromo b5 a partir de & minutos
de incubacdo (Fig.18B). Quando ¢ surfacianie & adicionado ao sistema ha um
pequenc aumento da concentracdo do b5 em relac@o ao controle, estatisticamente
nao &€ significante, indicando gque ndo houve ailleracdes no conteudo deste

citocromo {Fig. 188}
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Fig. 18 - Efeito do Tween 80 no conteudo do ciiocromo b5 O conteddo do citocromo b5 em
suspensdo microssomal (Img/mb tratada com difersnies congendracles de Tween 30 ol
determinado na auséncia (A) & na presenca (B) de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH)
T, representa 43 amostras sem qualguer xenchidlico & Ty represendia o momendc em que ©
xenohidtico fol adicionado no sislema, Todo 0 expeniments fol realizado & 23°C,

Tab. 11 — Efeilo do Tween 80 nas concentracdes do cliocromo DS, PASD e “P420° apds 20 minules
de incubagfo. As concentragiss dos {(nmoles/mg prot.) Toram determinadas apds 20 minutos de
incubacdo na presenca {(+} e auséncia () de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH). As
suspenstes microssomais de Prochilodus scrofa {Img/mi) foram incubadas com §,1mM, & 2mb e
0. 5mM de Tween BO. As amosiras foram fellas em triplicates, Os valores 580 exprassos em média

+ desvio padrBo da média. © numero enire pardnteses indica quaniidade de amostras foram
anatisadas

Controle 2,1mi 0.2mM 0.5mi

b5 430+ 00,0141 13725+ 0934577 {38+ 010°° 1312 +0,180"
2} 5 5} 5

bs (+) 00,3367 + 00,0843 0,00 £ 0005 0,00 + 000%™ 0,00+ ¢,00™~
) (3 {3 &)

P4E0 () 01019 + 05,0327 0034856 + 00175 {00+ 000" 0,60 « 0,007
3 3 ) 3

P45ES (+) 0,1431 + 0.0189% 02028 + 5,0189% 0,00 + 0,00 0,00+ 000
(2 (2} ) 2

P420 ) 2,860 + 0.00° 1,087 + 0,208%° 0,933+ §,153%=7 (187 + {057
{23 {3} (3} 3

P4Z0 (+) 1,300+ 0,14%° 0,567 + 0,057+ 0,233+ 0,115"° 0,00+ 0,00%
) 3 3 (3}

* p<0,05, ™ p<0,01 *p<0,001 em relagido ao controle
<0001 e p< 0,01 em relacdo § presenca do SRNADPH
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Foram observadas diminuigbes nas concentragbes de  P450
independentemsnte da presenca do cofaior e tempo de incubacio (Tab.10 e
Tab.11}). Este comportamento foi semeihanis aguele cbservado com Triton A-100;
rio enianto, esta diminuicdo foi mais gradual em Tween 80, chegando a zero apds

12 minutos de incubacdo (Fig. 19A).
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Fig. 1% - Efelio do Tween 80 no conteddo do citoocromo P450. O contelido do oitocromo P450 em
suspensfo microssomal (Img/mi) tratada com diferenies concenirac@es de Tween 80 foi
determinado na auséncia (A) & na prasenca (B) de Sistema Regenerador de NADPH (SRNADPH).
T, representa as amosiras sem cuasiguer xenobiftico e Ty represenia o momenic em que ©
xencbidiico ol edicionadso no sistema. Todo o expenimento ol realizado 3 23°C.

Na presenca do cofator & com 0,1mM Tween B0 pode-se observar um
aumento no conteudo do P450 em relacdc a0 controle (Tab. 10, Fig.198),
indicando a possivel metabolizacdo do Tween 80 pelo sistema microssomal
nepatico, tal hipdtese & confirmada alravés dos resultados da enzima
Eioxiresorufin-O-deestilase, mostrados nas paginas posteriores. No entanto, é
valido lembrar que apds Z0 minutos de incubacio a conceniragdo de P450 diminui
em relacdo ac momenic no qual o xenobidlico foi adicionado ac sistems

H

mostrando gue o citocromo estd sendo totaimente destruido (Fig. 19B). Aplicando
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as amosiras incubadas apos 20 minutos com Tween 80 em um gel de SDE,
observamos uma sulll diminuicde da intensidade da banda correspondente ac
7450 {Fig 204/} e confirmamos a sua desiruicdo através do desaparecimento do

pice referenta ao P450 na analise por HPLC (Fig.20B).
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Fig. 20 — Interago do Tween 80 com os componenies do Sistema Microssomal Hepético de
Prochilodus serofa. (A} B0E — Page de microssomas 10,08 mo/mi tratados com diferentes
conceniracies de Tween 80. {1} Marcadores, (2) Conirole, (3) Tween BO §,1mM,. {8) Twean 80
0,.2md ¢ (5) Tween 80 0,5mM. (B) Perfil da interacfo dos microssomas com 0,5mM de Tween 80
através do HPLC. A sela indica a posigho do clfocromo P450 (54 000Da),
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A CMC do Tween 80 (0,012 mM) & inferior as conceniracles utilizadas
nos experimenios, sendo assim este surfactante esia presente na suspenséo
microssomal apenas na forma de micelas, o gue pode ter alterado ¢ ambients
ipidico da membrana microssomal. Como a atividede do P450 € aitamente
dependente do ambiente lipidico, sua destruicdo estaria ligada a desestabilizagac
da membrana gerada pelo seglestro de fosfolipidios, em especial fosfatidilcslina,
pelo surfactante e alterando o processo de fransferéncia de elétrons (De Pierre &
Daliner, 1975, Guengsrich, 1877, Benhardt, 1995, Yun et al, 1896, Vérgeres st al,,
1989). A TFP tambem foi usada em concentracdes acima da sua CMC sendc
encontrada na suspensao microssomal apenas na forma de micelas. No entanto, a
TFP e o Tween 80 atuam diferentemente na membrana microssomal & nas suas
oroteinas, o que pode ser justificado ndo sé pela estrutura dos xenobidlicos, mas
também pelo falo de que g TFP esia sendo meiabolizada pelo sislema, o que

diminui a porceniagem de Trifluoperazina livre e capaz de formar miceias e

interagir dirgtaments com o P450.

Embora g CMC do Triton X-100 seja maior que a do Tween 80, ambos
nossuem o balango hidrofilico-lipofilico (HLB) {Tab.2) e a sstrutura guimica {Fig.
6B e 6C, respectivamente) diferentes, o que thes confere diferentes graus de
hidrofobicidade {Attwood & Florence, 1883), © Triton X-100 € um solubilizador de
membranas mais potents que o Tween 80 devido a sua HLEB. A grande cabega
apolar e a alta HLB do Tween 80 fazem com que este surfactante ndo seja um
pom soiubilizador de membranas, 18 que estas duas caracleristicas diminuem sua
capacidade de deslipidacaoe, impedindo g formacio de micelas mistas nos
mesmos niveis gue o Triton X-100 (Athwood & Florence, 1983, de Foresta &t al,,
19893,

Observou-se uma diminuicdo nas taxas de P42 gue acompanharam
as taxas de diminuigdc de P450 tanlo na auséncia como na presenca de
SRMADPH, persistinds mesmo apos 20 minutos de incubacdo {Tab. 9 e Tab.10).

{ fato de n&oc haver aumento nas conceniragbes de "P420” sugere que nao esta
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havendo a desnaturacio do citocromo e, o gue estamos demonstrando na Figura
21, & apenas a hemeproteing com caracteristicas semelhantes ao P450 (Leitdo s
al , 2000;.
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Fig. 21 - £feiio do Tween 30 nc contelido do cilocromo *P4207. O contelido do citocroms “PA20
em suspensdo microssomal {(Img/ml) tratada com diferentes conceniragbes de Tween 80 fof
determinado na auséncia (A} e na presenca (B) de Sistemna Regensrador de NADPH (SRNADPH).
Ty represenia as amosiras sem gualguer xenobidtico e T, represema © momenio em que o
xenobittico foi adicionado no sistema. Todo ¢ experimento foi realizado 3 23°C.

Diversos estudos iém demonstrado gue detergentes ndo-idnicos podem
inibir & atividade do P450 atraves de um mecanismo dependente da concentragdo
(Hosea & Guengerich, 1998, Yun et al, 1998, Yun et al., 1897 (Guengerich st al

1998). Abaixo da CMC a inbigdo estaria ocorrendo  através de interactes

L]

especificas entre o detergente e o sitio ativo do P450, explicando a diminuicdo
gradual do seu conteudo. Quando as concentragles esto acima da CMC, o que
ocorre na maioria das vezes, a diminuicdo do conteddo do P450 & mais drastica,
porque nestas condigbes os surfactantas (TFP, Triton X-100 e Tween 80) estariam
destruindo a integridade da membrana e do sitio catalitico do P450 (Hosea &

Guengerich, 1998, Guengerich, 1998). O Triton X-100 é, portanto, capaz de
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destruir o P450 afravés de meios especificos, como a alquilacdo do grupamento
heme deste cilocromo & meios menos especificos, como © seglestro de
fosfolipidios da membrana microssomal, a formacie de micelas mistas ¢ a
interac@o em diferentes pontos das proteinas gue compdem o SMH. Por ouiro
lado, o Tween 80 estaria causando a destruicBo do P450 por meios menos

especificos, como a formacao de micelas mistas.

A destruicdo do P450 pode ser, ou n3o, acompanhads, por
modificaggc na sua conformac@o. Yun e colaboradores (1996, 1997)
demonstraram que a atividade do P450 depende da presenca de fosfolipidios para
gue estes mantenham o citocromo ancorado na membrana e facilitem o fluxo de
eletrons da redutase para o P450. A presenca de surfactantes também pode
alterar o conteudo de a-hélice e folhas-B do citocromo ac se ligarem no sitio
catalitico, impedindc uma interacBo estavel entre a proteina e a membrana
(Omura e Sato, 1964a, Yun et al., 1996, Yun et al., 1997, Hosea & Guengerich,
1998).

Os trés xenobidticos estudados, TFP, Triton X-100 & Tween 80
apresentam caracteristicas anfifilicas, indicando um alto grau de interagtes
hidrofébicas entre as moléculas de surfactantes e o lipidio {micela mista), e o
surfactante com lipidios e proteinas {Jones, 1999, le Maire, 2000, Mailheiros et al..
2000). Esta ultima interacdo estaria sendo causada principalmente peio Triton X-
100 que alteraria a membrana e por formar micelas compostas de surfactantes e
lipidios endbgencs expondo, assim, a porgdo hidrofdbica da proteina inativando-a
por alterar sua carga efou conformacée. Enguanto monoémero o Triton X-100
também influencia o ambiente de membrana e a estrutura do P450 como dito
anteriormente. O Tween 80 e a TFP se encontram na suspens&c microssomai
sempre na forma de micelas. No entanto seus efeitos sobre a membranza e os
citocromos b5 e P450 sdo menos deletérios que o Triton X-100, uma vez que a
estrutura da TFP (Fig.6A) e do Tween 80 (Fig.6B) os impedem de seqglestrar

lipidios da membrana microssomal com a mesma eficiéncia que o Triton X-100,
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sugerindo que esies dois xenobidticos interagem preferenciaimente com as
proteinas do SMH.

A presenca do NADPH também € um fator que pode levar ao aumenio
nas {axas de destruicdo do P450 tanto na auséncia (“futile cycie”) guanioc na
presenca de substrato (Soucek et al., 1994). O cofator associado ao xenobidtico
aumentaria as faxas de destruico do citocromo em sistemas in vitro pois o
NADPH teria o papel de ativador dos produtos da biotransformacao, tornando-os
mais realivos e capazes de atacar o grupamentoc heme do P450, do b5 e do
"P420"7 (Marczylo & loannides, 1999). A destruicdo da integridade do P450
acontece mesmo na auséncia do SRNADPH, indicando que tal efeito é resultado
direto dos xencbidticos e ndo de um mecanismo baseado na inativacio ou na

agéo suicida destes substratos sobre o P450 (Fent et al., 1998).

As diminuicdes nas conceniracdes de P450 ocorridas durante os 20
minutos de incubagdo s&o geradas ndo s6 pela acdc dos xenobidticos nas
enzimas estudadas, mas t{ambém pela prépria instabilidade do sistema
microssomal, j@ que as diminuicSes aconteceram mesmo na auséncia de
substrato. Um dos fatores que levou a perda da atividade catalitica foi o NADPH.
Este cofator estaria estimulando a peroxidacao lipidica na membrana microssomal
e a consequente geracac de radicais livres do oxigénio que afetariam ndo sd o
P450, mas também o citocrome b5 e a NADPH citocromo P450 redutase (Levin et
al., 1973, Re et al., 1999).

Assim como & interacdc da TFP em membranas de eritrocitos é
bastante influenciada pelas caracteristicas surfactantes desta droga (Malheiros et
al., 2000), podemos inferir que este mesmo efeito estaria ocorrendo na membrana
microssomal. Na forma de micelas a TFP levaria a perturbacbes na membrana
microssomal que contribuiriam para a alteracdo da conformacéo das proteinas do
SMH. Associada a isto, os metabélitos nitrosos provenientes da metabolizacso da

TFP estariam levando a inativaco seletiva do P450.
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Existern duas hipoteses para a destruicdo do P450 pelos xenobidticos.
A primeira delas corresponde ao modo de agdo da TFP. Este xenobidtico se ligaria
a aminoacidos do sitio ativo da proteina, em especial, a cisteina e histidina que
compbem a porgac da globina do citocromo. Ao reagir com o grupamento fiol (-
SH) do P450 levaria a perturbacgbes no centro de ligacBo do subsirato e inativaria
a porgéo catalitica do P450¢c (Fent & Siegeman, 1891, Labella, 1991, Fent &
Bucheli, 1994, Fent et al, 1998, Re et al, 1999, Yanev et al., 2000). Este
xenocbidtico € um composto que contém enxofre na sua estrutura, que pode
competir com a cisteina na ligacdo do Fe lil levando a alteragbes no especiro
P450 reduzido por CO, hipdtese confirmada pela diminuicgo da absorgio em 418
nm e o deslocamento do pico do citocromo P450 para 455nm, indicando gue uma
possivel interacdo do fenotiazinico com o ferrc-heme pode levar & perda da
atividade catalitica de algumas isoformas por impedir a ligagdo do oxigénio ac
centro de ligacao da proteina (Yanev et ai., 2000).

Ja no caso dos surfactantes ndo idnicos, Triton X-100 e Tween 80, a
hipotese para a destruicdc do P450 estaria mais ligada aos efeitos destes
compostos na membrana microssomal. O Triton X-100 levaria & formacdo de
micelas compostas por moléculas de surfactantes e fosfolipidios de membrana
quando 0s detergentes estivessem em conceniragbes acima da CMC. Associado
ao efeifo de membrana, o Triton X-100 estaria causande az alquilagdo do
grupamento heme do P450 e, conseqiientemente, a diminuicbes no contetdo fotal
destas proteinas. Por outro lado, ¢ Tween 80 parece estar interagindo tanto com o
P450 quanto com a membrana microssomal, desestabilizando-a e destruindo o
sistema microssomal hepatico.

Uma terceira hipotese seria a inibicdo de alguns passos do ciclo
catalitico do P450, em especial a transferéncia de elétrons da redutase para o
citocromo P450 (de Montellano & Correia, 1983, Guengerich et al., 1995, Halpert,
1995, Guengerich et al.,, 1998). No caso da TFP esta inibicde ndo esta ocorrendo
na transferéncia de elétrons do b5 para o P450, uma vez que o conteldo deste
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citocromeo € proporcional ao aumento das concentracBes da TFP. No entantc no
case dos dois surfactantes ndo-idnicos a perda de atividade do b5 sugere a

inibigo do ciclo ainda neste passo catalitico, fundamental para a ativacdo do
P450.

O sistema P450 desempenha um papel fundamental no metabolismo de
xenobidticos. Este estudo demonstrou que a Trifluoperazina, o Triton X100 e o
Tween 80 sZo habeis em interagir com ¢ sistema microssomal hepdtico de
Prochilodus scrofa. A interferéncia destes xencbidticos no sistema enzimatico
pode causar alteragbes no funcionamento do organismo, uma vez gque o P450
participa das vias de sintese de molécuias importantes, como os esterdides e
acidos graxes. A maioria dos estudos de interacdo entre xenobidticos e sistema o
microssomal visam apenas a ativacéo do sistema, no entanto, o presente trabalho
mosirou que os surfactantes utilizados na solubilizacdo de pesticidas e com alta
hidrofobicidade podem inibir, ou mesmo destruir, os constituintes do sistema P450
e, por conseqUéncia, alterar fungbes bioldgicas importantes como a resposta

imune, a reproducao e o desenvolvimento.

Visando complementar os estudos dos efeitos dos xenobidticos no
sistema microssomal hepatico de Prochilodus scrofa, analisamos ¢ que ocorre
com enzimas envolvidas noc processo de biotransformacioe: a NADPH-citocromo
P450 redutase (Fase 1) e a Glutationa-S-Transferase (Fase 1)

4.3.2 — NADPH CITOCROMO P450 REDUTASE — NCR

A interacdo entre o P450 ¢ a NADPH-citocromo P450 redutase € um
pré-requisito para a transferéncia de elétrons, a ativacdo do oxigénio e a
conversdo do substrato. Qualquer alteracdo neste passo catalitico pode

comprometer o processo de biotransformacéo ac impedir a ativacao de P450.



Feayliados & Discussso - B8

Entre os irés xenobidticos estudados a TFP 10l ¢ unico gue levou ac
aumenitc da atividade da NCR proporcional ao aumento da concentragéo do
xenobidtico (Fig. 22A). Apds 20 minutos de incubacio 2 enzima continua com alta
atvidade (Tab. 12), indicando que, apesar das concentracdss de P450 estaram
diminuindo, sla esta ativa e fornecendo elétrons para o citocromo, reforgando a

hipStese de ques a TFP levaria a inibicdo de algumas isoformas do P450.

Tab 12 — Efeitos dos xenobiotices na atividade da NADPH citocromo P450 redulase. A alividade da
NADPH citocromo P450 redutase em Prochiodus scrofs fol determinada apts 20 minutos de
incubacio com diferentes concentragfes de Trifluoperazina, Triton X-100 & Tween 80 (suspenséo
microssomal 0.07mg/mb). Os valorss s8o expressos em média + desvio padrio {umeles/mg prol).
O ntimero endre parénteses indica & quantidade de amosiras analisadas. A atividade da enzima era
madida a 23°C.

0,0 mi 0,1 mm 0.2 mit 0.5 it

TEE 18260 + 1,327 108,77 + 27,144 328,48 + 57,674  1339,7 + 168,89
{3 (8} {8 {8}

Triton X-100 15,260 + 1,327 29,800 + 1,700 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000
3 (3} 3 3}

Tween 80 15,280 + 1,327 23,457 + 1,620 0,000 + 0,000*= 0,000 + 0,000
(3) 3 3} 3

== <) 3071 em relacdo ao controle

Quando a suspensdc microssomal fol incubada com Triton X100 fol
possivel observar um declinio acentuado na atividade da enzima apos a adicdo de
concentraches superiores a 0, 1mM do xenobidtico. Nas conceniracdes de 0,2 mi
de Triton X-100 a atividade da NCR foi nula, indicando que a desestruturacio da
membrana & responsavel por alieracbes no sistemza microssomal hepatico
{Tab.12). Observando a Figura 228, nota-se que apenas na conceniragio de
O1mM de Triton X-100 2 enzima esta ativa, tal como aconteceu com 08
citocromos b5 e P450, sugerindo assim gque acima da CMC o surfactante pode

destruir a membrana impedindo a ativagdo do sistema.
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Fig. 22 — Efslto do lampe na atividade da NADPH citocromo P450 redutass. A ailvidade da enzima

MADPH ciiosrome PASD redulase Tol delerminada em suspensio microssomal §,07mg/mi iretadas
com diferentes concentragbes de cada xenobibtico, TFP {A), Triton X100 {8) & Tween 80 (C). Os
ensaios foram realizados a 23°C. Em Ty as amosiras estic sem o xenobidlico e em T+ as
conceniragfes no momento em que o xenobidtico foi adicionado ao sistema. A quebra de linhs é
para mostrar que de 0-3 minutes ndo houve aumento da atividade, uma vez que s droga 56 foi
adicionada apds 3 minutos de incubacio.

A incubacac da suspensdo microssomal com diferentes concentraghes
de Tween 80 mostrou que este xencbidtico também causa s inibicde da enzima
em concentragbes de 0.2 & 0,5 mM (Tab.12, Fig. 22C), assim como ocorrsu com ¢
citocromo P450 (Fig. 19), sugerindo um sinergismo entre as duas proleinas. Esia

constatacdo intensifica a hipdtese de que g inativacio do P450 estaria ligada néo
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536 a alteragbes no ambiente lipidico da membrana, mas também a inibicio de
alguma etapa do seu cicio catalitico e a interacdo direta do surfactante com a

proteina.

Sabe-se gque ha uma interacdo entre a NADPH citocromo P450
redutase e ¢ citocromc P450 com o objetivoaumentar a atividade deste citocromo
ao intensificar o fluxo de elétrons da reduiase para o citocromo P450 e com isto
aumentar a eficiéncia da biotransformacdo de um dado compostc {Neberi &
Gonzalez, 1987, Yun et al, 1997). Os fosfolipidios de membrana parecem ser
essencials para gue ocorra a formacio e a manutencie deste complexo, de modo
gue guaiguer mudanca nesie ambiente sleraria a formagdo do compiexo,
afetando a atividade do citocromo (Yun et al., 1996, Yun et al., 1887).

Os fosfolipidios sdo responsaveis por aumentarem a interacéo P450-
NCR formando agregados que facilitam a transferéncia de elétrons. Sem os
fosfolipidios n&o ha a formacio destes agregados. As teorias atuais dizem que os
fosfolipidios aumentariam as interacdes P450-NCR e P450-substrato por
incorpora-los em vesiculas carregadas negativamente. Os detergentes levariam,
portanto, & perda da atividade enzimatica por desintegrarem estes agregados,
diminuindo a interac@o enire os diferentes componentes do SMH (Imaoka et al,
1992).

Neste caso, ndo s6 a inibicdo de passos cataliticos do ciclo de ativacao
do P450, como também as alteragfes conformacionais da proteina por mudancgas
no ambiente lipidico da membrana impediriam a interacdo do P450 com a NCR,
diminuindo assim a atividade de ambos (Nebert & Gonzalez, 1987, Yun et al,,
1996, Yun et al., 1997).
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4.3.3 - GLUTATIONA —S - TRANSFERASE — FASE i DO
PROCESSO DE BIOTRANSFORMACAQ

Como afirmado anteriormente, a GST € uma enzima cilossblica gue age
sobre os metabolitos da fase | da biotransformagio. No enianto, nos ensaios
realizados os efeitos gerados foram consegéncia da acdo direta do xencbidlico &
néao de seus metabdlitos.

Quando a suspensdc citossdlica foi incubada com diferentes
concentractes de TFP, vimos gue a GST apresentou um aumenio da atividade
proporcional ac aumento das concentracdes de xenobidtico (Tab. 13). Analisando
a Figura 23A, podemos observar que a enzima apresentou um comportamento
bifasico. A primeira fase & composta por um aumenio rapido da atividade
enzimatica gerado pela adicéo do xenocbidtico ao meio, ja na segunda fase quase
nao ha alleracbes na atividade da enzima, sugerindo que esta teria atingido sua

velocidade maxima ap6s 9 minutos de incubacéo.

Tab.13 -~ Efeito dos xenobidticos na atividade da Glutationa-S-Transferase. A atividade da
Glutationa — S - Transferase em Prochilodus scrofa foi determinada apés 20 minutos de incubacao
com diferentes xenobidticos (0,056mg/mi de suspensdo citossoblica). Os vaiores sao expressos em
média + desvio padrao (mmoles/mg prot.). O ndmero enire parénteses indica guantas amosiras
foram analisadas. A atividade dz enzima era medida § 23°C.

0,0 mM C,imM 0,2mM 0.5mM
TFP 90,0651 + 0,008 0,4324 + 0,066 0,7645 + 0,108 1,4864 + 0,143
3) (19 (19 {10}

Triton X-100  0.0651 + 0,008  §,1412+ 0,023 0,2287 + 0,035  0,3024 + 0,083
& (1o 19 (10)

Tween 80 00651+ 0,008  0,2565+0,0312 02194 + 00462 0,1864 + 0,0234"
& ® " ®

* p<0,05; **p<0,001 em relacio ao controle.

Estes resuliados indicam a habilidade da enzima em se conjugar com
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cormnpostos nitroheterociclicos levando a uma ativacéo rapida. O nitrogénic do anel
aromatico da TFP parecer ser ¢ responsavel por elevar a atividade da GST em
comparacio aos dois oulros xenobidticos (Oetari et al | 1996; Le & Franklin, 1957},
Mo entanto, & importante enfatizar novamente que esta conjugacac ocorre com 08
xenobibticos, nac sendo possivel a cerieza absoluta sobre gquals os verdadeiros
efeitos dos metabdliios nitrosos gerados na biotransformacio da TFP em relacdo
3 atividade da GST.

O Triton X-100 induziu & atividade da enzima em menor escala do que
g TFP (Tab.13). A curva gerada peia adicdo do xenobidtico ac meio, indicou um
aumento continue da atividade da enzima sem gue houvesse a saturacio da
atividade da GS7 durante o tempo de incubacio (Fig 238).

Dos trés xenobidticos anaiisados, o Tween 80 foi o que resuliou em
menores (axas de ativacdo da GST {Tab.13 & Fig. 23C). Apds 20 minutos de
incubacio com 0,5 mM de Tween 80 houve um aumento da atividade da GST em
2,8 vezes, snguanic que, nas msesmas condicdes o Triton X100 8 a2 TFP

aumentaram a atividade da enzima em 4.8 ¢ 22 vezes, respectivamente,

Comparandc ¢ comportamento da snzima no momento em gue cads
um dos xenobidticos & adicionado 20 sistems, podemos inferir que & TFP & um
ativador mais potente da GST do que 0s dois surfactantes ndo-idnicos. O aumenio
da atividade da GST € acompanhade por aumenios proporcionais nas
concentracdes de P450, bS e da atividade da NADPH citocromo P450 redutase
apenas na presenga de 1rP. isto indica que apenas ests xenobidlico estéd sendo
biotransformadoe. Porem esta afirmacéo ndo se verifica para Triton X-100 e Twesn
80 & que a analise das conceniracies dos citocromos bb, P450 e da enzima
NADPH citocromo P450 redutase sugeriu gue estes surfactantes podem provocar
a destruico do SMH.
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Muitos autores sugerem que algumas substancias capazes de interagir
com as enzimas da fase | da bictransformacac podem ser fracos ativadores ou
fortes inibidores de enzimas da fase il do processo, fato que levaria a umna falha
no sistema de defesa contra os metabdlitos aitamenie reativos gerados na
orimeira fase do processo. Além disto, os dados de ativacao da GST pelo Triton X-
100 & do Tween 80 sugerem que o efeitc nocivo destes dois xenobidlicos esta
ligade a desestruturagdo da membrana microssomal e das proteinas nela
embebidas (Rompelberg et al., 1996, Le & Franklin, 1997}

Altos niveis de GST podem ser indicativos do aito risco carcinogénico
do xenobidtico ao organismo, viabilizando neste sentido ¢ monitoramento de sua
atividade para avaliar a presenca de poluentes no ambiente (Vrolik et al., 1984,
Rompelberg et al, 1996). No entanio, estudos recentes demonstraram gque nem
sempre mudancas nas enzimas da fase Il da biotransformacao sao seguidas por
mudancas similares nas concentracbes do contetdo total de P450 (Washbum et
al., 1994, Le & Franklin, 1897).

4.4 -ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A ativacao do citocromo P450 através do seu ciclo catalitico envolve
duas redugdes monoeletronicas do oxigénio, responsaveis por gerar a cada volta
do ciclo o radical anion superoxide (O.7) e o perdxido de hidrogénic (HxO2)
(Benhardt, 1995, Koblyakov, 1998). Estes dois radicais podem se unir e gerar o
radical hidroxil, muito reativo e capaz de se ligar rapidamente a proteinas e cidos
nucléicos, causando danos irreversiveis ao organismo (Fridovich, 1978, Cadenas,
1989). A hipotese inicial seria a de que o aumento na atividade das enzimas
antioxidantes indicaria um aumentc na produgdo de espécies reativas do oxigénio
e, consequentemente, a ativacdo do citocromo P450. Com a finalidade de se

monitorar a possivel producdo destes radicais livres do oxigénio pela fragao
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microssomal, determinou-se a alividade das principais enzimas antioxidantes:

Superdxido Dismutase, Catalase e Glutationa Peroxidase.

A geracdo de espécies reativas do oxigénic ocorre mesmo em
situacBes nas guais o sistema microssomal hepatico nge esia induzido. Isio &
possivel porgue o complexo oxi-P450 (Fig. 2) @ muito instavel e caso o suprimento
do segundo elétron nao for liberado rapidamente pelo citocromo b5, o complexo
pode se autooxidar liberando o radical anion superdxidce que, dismutado em
peréxido de hidrogénio e na presenca de ferro, pode ser reduzido a radical hidroxil
(Halkier, 1996, Koblyakov, 1998, Mansuy, 1998). A NADPH citocromo P450
redutase e o cilocromo b5 desempenham um papel importanie na geracdo das
espécies radicalares. A interacdo entre o P450 e seus doadores de elétrons ocorre
na presenga de alguns xencbidlicos e gracas aos lipidios de membrana,
aumentando a eficacia do ciclo e, conseqlientemente, a geracdo das espécies
reativas do oxigénio (Benhardt, 1895, Bayol-Denizot et al., 2000).

4.4.1 — SUPEROXIDO DISMUTASE — SOD

Os estudos com SOD em figados de peixes dosam a atividade desia
enzima em homogeneizado total de fecido, ou seja, em diferentes compartimentos
celulares, tais como ndcleo, reticuio endoplasmatico, citossol e mitocondria
(Perez-Campo et al., 1993, Storey, 1996). Microssomas sac responsaveis pela
geracdo de radicais livres através do ciclo catalitico do citocromo P450.
Comparando a atividade da SOD obtida em microssomas de F.scrofa com a do
homogeneizado iotal de ouliros teledsteos, vimos gue uma parte da atividade total
da enzima esta localizada em microssomas.

Os valores de atividade enconirados nas amostras controles (8,78 +
0,868 Ufimg prot., Fig.24) s&o menores do que aqueles comumente enconirados

em outros vertebrados. Esta diferenca torna-se mais aguda gquando comparamos
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os valores de FP.scrofa com os encontrados em mamiferos, que sac cerca de 6-7
vezes maicres do gque em peixes, uma vez que estes organismos 830 intolerantes
a variagbes dos niveis de oxigénio devido as suas alias taxas metabdlicas.
Animais pecilotérmicos, como 08 peixes, apresentam baixas taxas melabdlicas,
fazendo com que tenham concentracdes menores de SOD, cuja ativacao ocorrera
apenas em condigbes severas de estresse oxidativo, como a hipbxiz e a hiperdxia
(Perez-Campo et al., 1983, Marcon, 1996, Storey, 1996, Hermes-Lima, 1998).

Os niveis de SOD no figado de peixes variam entre as diferentes
especies. A atividade da enzima tambem ¢ influenciada pela estacio do ano, pela
flutuacao de parametros ambientais (lemperatura, oxigénio, salinidade, eic.) e pela
condicao fisiologica do organismo {(Aksnes & Njaa, 1981, Bathelemy et al., 1881,
Fraga et al., 1996, Withelm-Filho, 1896, Wilheim-Filho & Marcon, 1296, Parihar et
al., 1997, Marcon & Wilhelm-Filho, 1999). Diversos estudos sobre a atividade da
Superoxido Dismutase em figado de diferentes peixes mostraram que esta enzima
€ mais ativa em teledsteos marinhos, apontando uma intima relagdo com as
caracteristicas fisico-quimicas do meio, uma vez que o ambiente marinho favorece
a producao do anion superdxido devido a sua alcalinidade (Zafiriou, 1987,
Wilhelm-Fitho, 1896, Wilheim-Filho & Marcon, 1996, Marcon & Wilheim-Fiiho,
1929).

Estes resultados repetiram-se quandc comparamos a atividade da
SOD em Prochilodus scrofa com teledsteos marinhos. Enquanto no primeiro a
atividade ficou em torno de 8,78 + 0,868 U/mg prot {(Fig.24), no segundo ficou em
torno de 20,86 + 6,34 U/mg prot. {Fitzgeraid, 1992, Pérez-Campo et al., 1993},
confirmando a hipdtese de que a aicalinidade do ambiente marinho é responsavel
pela alta producdo do radical anion superoxido. Em um ambiente mais acido,
como aquele enconirado nos rios da regidoe sudeste, a produgao do peroxido de
hidrogénioc € favorecida, elevando as concentracbes de CAT em relagdo a SOD
(Cooper & Zika, 1983, Zafiriou, 1989, Wilhelm-Filho, 1996).
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Ao incubarmos a fragBo microssomal com diferentes concentracdes de
TFP, Triton X-100 ou Tween 80, observamos um aumento pouco significativo na
atividade da 50D apos 20 minutos de incubaggo (Fig. 24C). N&o foi encontrada,
contudo, nenhuma relacio entre a diminuico do P450 & a atividade da SCD apés
20 minutos de incubag@o ¢ que nos leva a supor que este dado pode estar figado

a diminuigdo dependente do tempo das concentracdes deste citocrome na
presenca dos trés xenchidticos.

Pedrajas (1998) e Farombi (2000) demonstraram que o tratamento
com amodiaguina e dieldrin, dois xenobibticos conhecidos pelo seu afto poder
oxidativo, nao levaram a alteracBes significativas na atividade da SOD em
microssomas hepaticos de camundongos e peixes, embora fossem delectadas
mudangas nos niveis de P450. Isto sugere que o radical &nion superdxido pode
ser proveniente de ouiros processos onde os niveis basais de SOD ja seriam

suficientes para proteger ¢ meio dos efeitos nocivos deste radical.

Outros autores ja haviam demonstrado que nem sempre a presenca
de um xenobidtico no meio leva ao aumento da atividade da SOD. Isto sugere que
a interagao dos xenobidticos estudados com proteinas ou lipidios da membrana
leva a formagdo de outros radicais que nao os derivados do oxigénio g, porianto,
inacessiveis a aglo da SOD (Zikic et al., 1897, Dwivedi et al., 1998, Pedrajas et
al., 1998, Farombi, 2000).

Comparando o efeito de cada xenobidtico sobre a SOD vimos que em
todos os casos analisados os valores de atividade encontrados ficaram em tomo
de 85 U/mg prot (Fig.24), sugerindo que outras enzimas de defesa como a
Catalase e a Glutationa Peroxidase, estariam ativadas. Isto reforga a hipbtese de
que haveria uma interdependéncia entre as irés enzimas na detoxificacdo dos

radicais livres do oxigénic (Wilhelm-Filho & Marcon, 1996, Marcon & Wilhelm-
Filho, 1999).
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Observou-se também uma correlacdo negativa entre as atividades da
SOD e da CAT apenas na presenca de Tween 80 (r=-0,6885, p=0,0131). Isto
indica que nas amostras incubadas com Tween 80, o perdxide de hidrogeénio pode
ndo ser onundo da dismutacde do O, mas sim de outras fontes, como por
exemplo, o HxO» gerado pelo ciclo do P450 e a peroxidacdo de membrana. Outra
hipbtese para esta correlacéo seria a inibicdo da atividade da CAT por esie
surfactante. Por oulro lado, a auséncia de comrelacdo entre SOD e CAT na
presenca de TFP e Triton X-100 indicaria que ndo ha uma acfo conjunta entre as
duas enzimas na destruicdo das espécies reativas do oxigénio. Embora o Tween
80 também seja um surfactante capaz de desesiabilizar a estrutura membranas,
seu poder litico € menor gue o do Triton X-100; desde modo o Tween 80 estaria

causando menocs danos a membrana e as proteinas embebidas nesia.

O H.0, geradc pela dismutacdo do O pela Superoxida Dismutase
pode ser detoxificado tanto pela CAT quanio pela GPX, de modo que uma
correlac@o positiva entre a SOD e a GPx indicaria o papel desta peroxidase em
atacar o H»O, gerado pela SOD. Novamente, s6 foi observada uma comrelagdo
negativa entre SOD e GPx em microssomas tratados com Tween 80 (r=-0,832,
p=0,0104), confirmando a hipdtese de gue o H»0O» néc se origina da dismutagao
do O,". E, na mesma direcao, nenhuma relagdo foi observada entre as duas
enzimas na presenca de TFP e Triton X-100.
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tripiicatas.

Nas suspensbes microssomais tratadas com diferentes concentraces

de TFP, a atividade da SOD permaneceu inalterada. Estes dados confirmam

estudos anteriores sobre © poder antioxidante da TFP e outros compostos



Resuliados e Discussao - 101

nitroheterociclicos em membranas biolégicas, nos quais os niveis basais de SOD
j& seriam suficientes para deter os danos causados pelos radicais livres do
oxigénio (Beales & Mclean, 1996, Miichelmore et al, 1996). No caso das
suspensdes tratadas com Triton X-100 a desestabilizac@o que este surfactante
provocou na membrana pode ter sido responséavel pela auséncia de correlacio
entre a SOD e as outras enzimas antioxidantes.

4.4.2 - CATALASE - CAT

Assim como ja@ observado na SOD, a atividade da CAT nas amostras
controles de Prochilodus scrofa (24,462 + 2,295 pmoles/img prot., Fig.25) foram
menores do que aquelas observadas em outros vertebrados (Perez-Campo et al,,
1993, Boveris & Bermudez, 1996, Storey, 18986). A principal razdo para esta
diferenca marcante € o fato de que peixes detoxificam o perdxido de hidrogénio
ndo s atraves da CAT, mas também eliminando H;O, através das branquias,
orgao especializado na troca gasosa que apresenta uma alta vascularizacéo e
uma fina e extensa camada de células responsaveis peia difusdo deste composto
do organismo para o ambiente (Boveris & Bermudez, 1996, Olson, 1998, Wiilhelm-
Filho et al., 1999).

Os valores microssomais de atividade da CAT correspondem a
aproximadamente 3,8% da enzima presente no figado de peixes. Esta baixa
representatividade estd relacionada com a localizaco celular da CAT que é
encapsulada nos peroxissomos, descartados na primeira centrifugacdo da

preparacio para o isolamento dos microssomas (Alberts et al., 1994).

Diferentemente do observado com a SOD, cada xenobidticos causou
um efeito diferente na atividade da CAT, como podemos cbservar na Figura 25. A
TFP levou a diminuicdo estatisticamente n&o significante na atividade da CAT,

como podemos observar na Figura 25A. Estes dados confirmam também a
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hipdtese do efeito protetor da TFP sobre a oxidagdo de membranas bioldgicas e a
possivel interacdo da TFP com os componentes do SMH, alterando o ciclo

catalitico do citocromo P450 e a producdo de O, e H.O, (Beales & Mclean, 1996,
Mitchelmore et al., 1996).

A presenca de Trilon X-100 na suspensdo microssomal levou ao
aumento da atividade da CAT proporcional ac aumento da concentrac@o do
xenobidtico (Fig. 25B). infere-se, assim, que a presenca de H,0» no meio ndo é
dada pelo ciclo catalitico do P450, pois este citocromo encontra-se destruido. A
correlacéo encontrada entre os niveis de P450 g a atividade da CAT nao foi muito
significantiva, sugerindc que estas duas proteinas ndo 1&m  atividades

dependentes e confirmando, portanto, 2 hipdtese acima descrita.

O Tween 80, zo contrario do Trifon X-100, levou a diminuicdo da
atividade da CAT (Fig. 25C), estando de acordo com a correlacdo negativa
apresentada entre esta enzima e a SOD. Foi observada ainda uma correlagdo
positiva entre os niveis de P450 e a atividade da CAT (r = 0,6588, p = 0,0198),
indicando que a inibigdo do P450 € acompanhada pela inibicdo da CAT.
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Analisando conjuntamente a infludncia dos dois surfactantes na
atividade da CAT em suspensio microssomal, pudemos perceber que a atuacao
dos dois xenobidticos é marcada por algumas diferencas. No caso do Triton X-



Resultados e Discusséo - 104

100, o aumento progressivo da atividade estd ligado as caracteristicas quimicas
da molécula e ndo ac seu poder oxidativo. A adicdc deste surfactante na
suspensao microssomal criaria um ambiente hidrofdbico, devido & formacdo de
micelas mistas, aumentando a especificidade do substrato e a estabilidade da
proteina, tendc como conseqiiéncia direta o aumento da atividade da CAT por
formar pequenos agregados da enzima encapsulados em micelas — que € um
ambiente mais propicic & atividade da CAT devido a sua baixa afinidade pelo
substrato (Jene et al., 1997, Sekhar et al., 1999, Matés, 2000).

Em seguida, o aumento da concentracao de Tween 80 no meio levou 3
diminuicao da alividade da CAT, confirmando a correlacdo negativa entre esta
enzima e a 50D, o que poderia estar indicando uma provave! inibicio da enzima.
A inibicao da Catalase é concomitante & diminuico do P450, sugerindc que
ambos podern estar sofrendo a ligacdo do surfactante no grupo heme, comum a
ambas profeinas. As taxas de peroxidagio lipidica na presenca de Tween 80
também n&o se alteraram em relac@o ao controle (ver resultados adiantes, Fig.27),
confirmando que este processo ndo € responsavel pela destruicdo do P450 e que
este surfactante causa menos danos & membrana do que ¢ Triton X-100.

G aparente aumento da SOD e da Giutationa Peroxidase seguidos peia
diminuicdo dos niveis de atividade da CAT sugerem que o acimuio de 0,7, em
decorréncia das baixas atividades da SOD, estaria inibindo a CAT j& que este
radical & pequeno ¢ suficiente para acessar o grupamento heme da enzima e
converté-la para os estados ferroxil e ferril, suas formas inativas (Kono &
Fridovich, 1982, Puntarulo & Cederbaum, 1996, Wilhelm-Fitho e Marcon, 1998,
Dwivedi et al., 1998, Jewett et al,, 1999, Farombi, 2000).
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4.4.3 — GLUTATIONA PEROXIDASE - GPx

A Glutationa Peroxidase (GPx) € uma enzima gue tém uma atividade
complementar & da CAT na detoxificacdo do H.0. Além disto, esta enzima
também & muito atuante na detoxificacdo de perdxidos orgénicos produzidos pela
membrana celular (Cadenas, 1989, Pérez-Campo et al., 1993, Storey, 1996, Arun
et al., 1999). Esta duslidade de funcbes explicaria a alla atividade da GPx
enconiradas ainda nas amostras controle (149,16 + 10,918 pmolimg prot, Fig. 28)
e estaria ligada a distribuicdo da enzima na célula. Enquanto a CAT esta
localizada predominantemente nos peroxissomos, a GPx enconira-se ligada a
membrana de vérias organelas, denire elas o reticulo endopiasmatico, ja que atua
na detoxificacio dos hidroperdxidos produzidos pela peroxidacao lipidica (Fiohé &
Gunzier, 1984, Alberts et al., 1994).

Dentre os vertebrados, foi observado gue em animais pecilotérmicos a
atividade da GPx € menor do que em homeotérmicos, confirmando que animais
com taxas metabodlicas maiores estdo mais susceptiveis aos danos causados
pelas especies reativas do oxigénio, e por issc necessitam de defesas mais
efetivas contra estas espécies radicalares (Anders & Njaa, 1981, Perez-Campo st
al., 1993, Storey, 1996, Hermes-Lima et al., 1998, Arun et al,, 1999).

Analisando separadamente o efeito de cada um dos xenobidticos sobre
a atividade da GPx, pudemos observar gue eles atuam de maneira distinta (Fig.
26). Novamente a TFP ndo levou a nenhuma alteracic estatisticamente
significante na atividade da GPx (Fig. 26A). Foi observada uma correlacao
negativa entre o P450(SRNADPH) e a GPx (r = -0,7223, p = 0,043), indicando que
os radicais atacados por esta enzima nao provém do ciclo catalitico do P450.
Como esta relacdo s6 foi observada nos microssomas com SRNADPH, podemos
inferir que os hidroperdxidos atacados pela GPx sdo oriundos da peroxidacao
lipidica da membrana induzida peioc NADPH (Storey, 1996).
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A presenca do Triton X-100 levou ac aumento da GPx
concomitantemente ac da CAT. Né&o foi encontrada nenhuma correlacdo entre as
duas enzimas, indicando gue elas ndo agem em conjunto (Fig. 26B). Neste caso,
foi observada uma correlacdo negativa entre o P450 e a GPx (r = -0,8837. p =
0,0057), confirmando gue os hidroperdxidos atacados pela GPx nfo séo gerados
pelo ciclo catalitico do P450, uma vez gue este citocromo foi destruide pelo
surfactante apos 20 minutos de incubacio.

A0 contrério do observade com a TFP, nic podemos inferir que tais
hidroperGxidos sejam gerados pela peroxidacao lipidica da membrana na
presenga do Triton X-100, pois se supde que este surfactante estaé provocando a
destruicio da membrana microssomal (Oteiza et al., 1993, Ohyshiki et al., 1898).
Assim, este aumento da GPx, tal como observado com a CAT, esta ligado ndo s6
ao poder oxidative do xenobidtico, mas & formacdo de agregados entre a enzima e
as moleculas de surfactante, aumentando a atividade e a especificidade pelo
substrato devido a criagdo de um ambiente apolar (Jene et al., 1997, Sekhar et al.,
1999). Embora os trés xenobidticos tenham caracteristicas surfactantes e estejam
sendo usados em concentragdes acima da CMC, o Triton X-100 causa muito mais
danos a membrana microssomal do que a TFP e ¢ Tween 80. A TFP ndo causaria
tantos danos a membrana por estar sendo parciaimente metabolizada pelo
sistema, o que diminui a concentracao de droga livre e capaz em interagir com a
membrana microssomal. Ja o Tween 80 causa a deslipidacio da membrana em
menores taxas devido as suas caracteristicas estruturais tais como a grande
cabega apolar, comparadas a do Triton X-100, e a disposicdo das suas cadeias de
PEG, impede sua insercdo compieta na membrana, diminuindo a formacio de
micelas (de Foresta et al., 1989).

A baixa atividade da CAT observada na presenca de Tween 80 &
compensada pela aita atividade de GPx (Fig. 26C), ainda que a correlacdo
observada entre as duas enzimas seja estatisticamente ndo significante. Foi

observada uma correlacao negativa entre os niveis de P450 e a atividade da GPx
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em microssomas tratados com Tween 80 na presenca de SRNADPH (r = -0,7982,
p = 0,0176). Estes dados podem estar indicando que a destruicdo do P450 n&o é
acompanhada pela destruicBo da GPx, inferindo-se que o radical anion
superdxido, responsavel pela inibicdo da CAT, ndc atinge a GPx, explicando,
portanto, a correlacdo negativa entre SOD e GPx e gue os hidroperoxidos
produzidos nac sao oriundos do cicle do P450, ja que o conteddo deste se
encontra diminuido, mas sim de outros processos oxidativos, provavelmenie da
peroxidacéo lipidica (Kono & Fridovich, 1982, Benhardt, 1895, Farombi, 2000).

E conhecide que o H20» pode ser destruido tanto pela GPx quanto pela
CAT, esta dltima atuando na remocao de hidroperdxidos em altas concentracbes,
enguanio gue a GPx estaria removendo-oc em situacbes de equilibric. A situacao
enconirada nos experimentos analisados com Tween 80 sugere que o tratamento
dos microssomas com este xenobidtico pode levar ao acimulo de perdxido de
hidrogénio e agravar ¢ quadro de estresse oxidativo. A ativacao da GPx seria uma
resposta do organismo para evitar que sejam desenvolvidos danos na membrana
microssomal induzidos pelo perdxido de hidrogénio, uma vez que a auséncia da
CAT pode deixar a membrana mais susceptivel a esie tipo de estresse (Wilheim-
Fiiho & Marcon, 1996, Dwivedi et al., 1998, Farombi et al., 2000).
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A analise conjunta das trés enzimas antioxidantes e suas possiveis
correlagGes com os niveis de P450 nas condicbes estudadas levaram a conclusdo
de que ndo ha uma forte correlagdo entre o sistema P450 e o sistema
antioxidante, mostrando que o uso de enzimas antioxidantes como mais uma
ferramenta de biomonitoramento t8m que ser cautelosa, uma vez que a sua
atividade pode ser modulada por diversos fatores ambientais, fisiolGgicos e fisico-
guimicos do ambiente e do organismo sentinela.

Triton X100

Triton X-
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4.5 ~ PEROXIDACAOQ LIPIDICA

Em suspenstes microssomais fratadas com Triton X-100 nac foi
possivel detectar a formacdo dos radicais percxil (LOO) pelo métode do acido
ticbarbituricc na presenca e na ausénciz de SRNADPH. Estudos anteriores
demonstraram gue a presenca desie surfactante no meio em concentragbes
superiores a 0,1% (v/v) levava a alieracbes bruscas na membrana gue culminam
por rompé-la, impedindo assim a formacao dos radicais peroxil. Isto indica que a
integridade da membrana & indispensavel para que a droga exerca seu efeito
oxidativo & © processo de peroxidacde lipidica ocorra {Oteiza at al, 1993,
Ohyashiki et al., 1998, le Maire el al., 2000). Estes resuitados confirmam, portanto,
a hipdtese de que o Triton X-100 causa a destruicdo da membrana microssomal g,
consequentemente, a inativacdo do P450, cuja alividade & dependenie da
organizacao dos fosfolipidios do meio.

A presenca de NADPH elevou a conceniracac de substancias reativas
do dcido tiobarbitirico (TBARS) formadas. Embora a diferenga nac seja
estatisticamente significante, ela demonstra que o cofator & responsavel pelo
aumento das taxas de peroxidacdo lipidica, o que pode estar ligado a presenca de
isoforma CYP1A, predominante no tecido hepatico de peixes, capaz de compietar
o ciclo do P450 mesmo na auséncia de substrato (“futyle cycle”) e, portanio, a
maior consumidora de NADPH, aumentando o numero de reacdes oxidativas e,
por consequéncia, levando & geracdo de hidroperoxidos capazes de iniciar os
processos peroxidativos e também de destruir o citocromo P450 (Puntarulo &
Cederbaum, 1998, Re et al., 1999).

A presenga da TFP e do Tween 80 na suspensao microssomai

provocou alteracdes na taxa de formacac dos produtos da peroxidaco lipidica
como podemos observar na Figura 27.
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A TFP diminuiu as taxas de peroxidacdc da membrana microssomal
na ausencia de SRNADPH (Fig. 27A). O efeito protetor da TFP condiz com os
dados ja demonsirados com as enzimas antioxidantes. A protecfo exercida pela
droga estaria ligada a propriedade da TFP em inibir a hidrélise de fosfolipidios
através da inbigBo da Fosfolipase A; mantendo assim a integridade da
membrana (Levin et al., 1973, Beales & MclLean, 1998, Spitelier, 1998, Puntarulo
& Cederbaum, 1998). Na presenca de SRNADPH e de TFP houve um aumento
das taxas de peroxidacdo lipidica nos microssomas de Prochifodus scrofa,
confirmando que este cofator aumenta as taxas de peroxidagao lipidica mesmo na
presenca da TFP gue, como demonstrado acima, protege a membrana dos efeitos
da peroxidacao lipidica. |

Foi observada uma correlacdo negativa enire os niveis de GPx e
TBARS (+) (r = -0,9209, p = 0,0012) na presenca de TFP, indicando gue ssia
enzima nao participa da manutencdo da integridade da membrana contra os
danos causados pelo peroxidacédo lipidica induzida pelo NADPH. Nao foi
enconfrada nenhuma relagdo entre os niveis de P450 e de TBARS, confirmando
gue a diminuigdc do contetdo deste citocromo no é dada pelo aumento dos
produtos de peroxidagdo da membrana e sugerindo que a biotransformacdo da
TFP e a peroxidag@o lipidica s&o eventos desvinculados devido ao efeito protetor

da droga sobre as membranas microssomais.

A auséncia de uma resposta das enzimas antioxidantes a presenca da
TFP nas suspensdes microssomais e a diminuicdc dos niveis de peroxidacac
lipidica podem indicar que este xenobibtico estaria prevenindo os danos causados
pela geraclo de espécies reativas do oxigénio. Enquanto os niveis basais da
atividade das enzimas antioxidantes seriam suficientes para lidar com qualquer
mudanca nas taxas de produgdo de radicais livres gerados pela TFP, este
xenobidtico tambem estaria protegendo a membrana dos processos de

peroxidacgo lipidica por impedir 2 ac8o das fosfolipases sobre os lipidios de
membrana.
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A presenca de Tween 80 ndo causou alteragdes perceptiveis nos niveis
de peroxidaco lipidica, na presenca cu auséncia de SRNADPH, como podemos
observar na Figura Z7B. As concentracdes usadas nos experimentos foram
sempre superiores a CMC do Tween 80, ou seja, estaria ocorrendo a formacao de
micelas e fazendo com gue sesie surfactante, um derivado do cido oléico,
passasse a fornecer acido graxos monoinsaturados, que ndo sdo bons substratos
para a formagao de radicais derivados do malonaldeido nos processos de
peroxidac&o lipidica da membrana devido ac baixo nUmero de insaturacbes
{Ohkawa et al., 1979, Kapich et al., 1999). Novamente, n&c foi enconirada
nenhuma correlacdo enire os niveis de P450 e TBARS, sugerindo que este

processo nac € o principal responsave! pela destruicio do P450 na presenca de
Tween 80

A incubagdo das suspensdes microssomais com Tween 80 na auséncia
de SRNADPH mostrou que este xenobidtico ndo apresentou efeito protetor, pois
os valores encontrados foram maiores do que os da TFP. Na presenca de
SRNADPH os niveis de peroxidagdo lipidica com TFP e com Tween 80 ndo se
diferenciaram muito daqueles do controle, indicando que a peroxidacic lipidica
induzida por NADPH n&oc € a Unica responsavel pela destruicdo do citocromo
P450. Esta hipblese € reforcada peia auséncia de uma correlacio entre a
concentrac&o de P450 e os niveis de TBARS.
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Fig. 27 — Efeito dos xenobidticos na peroxidacdo lipidica. Os niveis de peroxidacdo lipidica em
microssomas de Prochilodus scrofa (0,5mg/ml) apés 20 minutos de incubagdo com TFP (A) e
Tween 80 (B) na auséncia (coluna cheid) e na presenca (coluna hachurada) de Sistema
regenerador de NADPH. Os dados s&o expressos em nmoles/mg prot. € representam a média +
desvio padrao da media. Todas as amostras foram feitas em triplicatas. ™ p<0,001 & = p<0,01 em
relagdo ao controle, a p<0,05 e b p<0,01 em relagdo & auséncia de SR.
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= valores de peroxidacdo lipidica em microssomas de Prochifodus
scrofa foram semelhantes aqueles obssrvados para oulros veriebrados, indicando
a alta capacidade oxidaliva do iecido hepatico (Marcon, 1896, Slorey, 1996,
Jungueira et al., 1997, Dwivedi et al., 1898, Hermes-Lima et al, 1998, Farombi,
2000y, Os valores de peroxidacio lipidica podem variar segundo ¢ substrato
anaiisado. Nos ensaios realizados analisou-se soments a formagdo de aldeidos
capazes de reagir com ¢ acido ticbarbitdrico. No entanto, outros radicais, como 08
dienos e o iscbulanol, poderiam estar sendo formades e n&o foram deleclados

pelo método empregade (Storey, 19988).

4.6 — DETECCAQ DAS ISOFORMAS DO CITOCROMO
P450 E OS EFEITOS CAUSADOS PELOS XENOBIOTICOS
ESTUDADOS EM CADA UMA DELAS,

As isoformas CYP1A & CYP2B foram identificadas pslc mélodo
enzimatico, segundo © qual a atividade de cada isoforma & determinada medindo-
sa g fluorescéncia do produto formado, a resorufina. Este método n&o & indicado
para detectar a presenga de isoformas guando em baixas concentragbes,
tornando-se necessario entdo o use de sondas Mmais sensiveis como, por exemplo,
técnicas de hibridacdo com anticorpos especificos. Microssomas hepaticos de
Prochilodus scrofa possuem apenas a isoforma CYP1A ndo tendo sido delectada
a presenca do CYPZE, pois ndo houve o aumento da intensidade da fluorescéncia

am 885 nm, referente ao produio da reacdo, a resorufing (Fig.28).

A ausencia da CYP2B & comumente observada em figado de oulras
sspécies de peixes, onde as isoformas mais abundantes sdo a CYP1A e CYP3A,
ainda que em figado de mamiferos a CYPZB seja encontrada mesmo na auséncia
de xenobicticos {(Washburn et al., 1554, Buhler & Wang-Buhler, 1998, Goksdyr &
Husdy, 1998, Machala et al., 1998, Longo et al., 2000}



Resyltados e Discussio - 114

ikt e

5 SQ‘. o g

I ) 1.8 Zin
P i O S . et gmﬂ
HN 18+ & min
T .45 S mir
& 2 4.l 2 min
2 G40 .%: 15 min
5 13 rrin
L onag [ N
f,% 3,35 % 12 20 min

i E=

g oo 5
g \ gz e
£ 075 = ~
P T o3 o
= oo 2 ~—__
k4 E P e, e
T 015 g%
b £ s
‘? [ :ﬁcf £.4
I 0

— 3.0

A5G 80 B0G g20 540 70 550 Saa

Fig. 28 - Detecc8o da CYP1A e CYP2B por flusrescéneia. A intensidade de fluorescéngia fo
medida em microssomas de Prochifodus scrofa (1,0 mg/mi) em tampfo Tris-HC! 0,1M pH 7.4
(Excitagdo - 330nm, Emiss&o — 580nm) para & detecgo das isoformas CYPIA (A) e CYP2B (B).

Peixes apresentam como iscforma predominante do citocromo P450 a
CYP1A, induzida pela maioria dos xenobidticos, como 05 compostos aromaticos
(policiclicos aromaticos, os policiclicos bifenis) e as dioxinas. Ja a CYP2B — cujos
principais indutores s&o os barbiturados, DTTs, eic . ndo é enconirada com tanta
frequéncia no tecido hepatico, chegando a apresentar concentracgdes 25 vezes
menores que a CYP1A, o que exige o uso de métodos mais sensiveis do que o
fluorimetrico para detectar essa isoforma (Ueng et al, 1985, Buhier & Wang-
Buhier, 1998, Gokséyr & Husgy, 1598).

Na presenca de cada um dos irés xenobibticos estudados também ndo
foi possivel detectar a ativagao da isoforma CYP2B, o que nos leva a supor que a
isoforma pode estar presente em baixissimas concaentragBes e, portanto, menos
sansivel a alivacdo, ou entdo gue tais xenobidticos poderiam estar stuando como
seus inibidores (Soucek et al., 1954, Connor et al, 1295, Fent ef al., 1998, Tateish
et al., 1999, Yanev et al., 2000}
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A ativacdo da CYP1A € um sinal de exposicio quimica ¢ dos efeiios
piclégicos gque um dado xenobidtico pode provocar ao organisme. Carcinogénese
guimica & loxicidade associada a ativacdo desia isoforma fazem dela um
biomarcador em potencial no campo da ioxicologia aqudtica devido a sua
sensibiiidade (Vrolilk et al, 1994, Goksdyr & Huseéy, 1988, Au et al., 19981 Como
podemos observar na Figura 29, cada xenobidlice interfers de uma maneira
diferente na atividade da isoforma CYP1A Mesmo na auséncia de qualquer
xenobidtico & possivel identificar alizs taxas de alivaclo da CYP1A; isto & possivel
néo sé porgue esta é a isoforma mais abundanie no tecido hepético, mas também
porgue esta € a unica isoforma capaz de realizar ¢ ciclo da moncoxigenacao

mesmo Na auséncia de substralo.

A presenga da TFP (Fig.28A) nas suspensfes microssomais levou ao
aumento da atividade da Eloxiresorufina-O-deestilase (ERDOD), detectada atraves
do aumento das intensidades de fluorescéncia. Lsies resultados sfo opostos
agueles observados na literatura, onde 08 compostos nitroaromaticos, como a
TFP, sdo apontados comumente pela sua capacidads de inibir & iscforma CYP1A
{(Murray, 1982, Livingstone et al., 1992, Mitchelmore et al., 1996, Tateishi et al,
19991, Apos 20 minutos de incubacac observou-se uma comrelacie negaliva entre
os niveis otais de P450 2 3 ativacio da EROD (r=-0,9048, p=0,002;, mostrandc
que a stivacde da CYP1A ndo fol acompanhada pelo aumento do conteddo do
P450 total. Estes dados confirmam & hipdtese 2 levaniade de que compostos
nitroaromatices, como a TFP, levam a diminuicBo seletiva de aigumas isoformas
do citocromo P450 (Fent & Stegeman, 1891, Fent & Bucheli, 1984, Halpert, 1895,
Fent et al., 1998).
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Os resultados encontrados indicam que a CYP1A estaria sendo ativada
oela presenca do xenobidtico. MNeste sentido, & TFP estaria sendo metabolizada
pelo sistema P450 e 0s seus metabdlitos nitrosos, hébals em interagir com o sitio
ativo da proleina, seriam responsaveis, portanto, pela inibicdo de todo sistema
Lange et al, 1992, Vrolik et ai., 1594, Halpert, 1995, Longo et al., 2000}
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O Triton X-100 n&o levou a ativago da CYP1A, uma vez que nio foi
detectada qualquer alleracdc na intensidade de fluorescéncia nas amostras
iratadas com diferentes concentractes do xenobidtico (Fig. 289B). Foi enconfrada
uma forte correlac@o entre os niveis de P450 total e os de EROD (CYP1A)
{r=0,9783, p<0,0001), indicandc a destruicdo de diferentes isoformas do P450 e
confirmando & hipdiese de que este xenobidtico estaria interagindo tanto com =
proteina quanto com o ambiente lipidico alraves da formacdo de micelas e
levando a perda da atividade catalitica.

A presenca do Tween 80 levou ao comportamento bifasico da ERQCD
(Fig.29C) semelhante aguele observado no citocromo P450 (Fig.18). A adicdo da
droga estaria promovendo uma ativacdc da CYP1A, dada peio aumenic na
intensidade de fluorescéncia. Depois de & minutos de incubacdo ocorreu a
destruicdo da isoforma CYP1A, representado pela auséncia de alieracfes na
intensidade de fluorescéncia. Tal como cbservadoc com o Triton X-100, ©
comportamentc apresentado pelo Tween 80 confima a hipoiese de que este
xenobidtico causaria a inibicdo dependente do tempo e da concentracio por
interagir com ambiente lipidico da membrana. A alta correlagdo encontrada entre
os niveis de P450 total e EROD (CYP1A) (r=0,9416, p=0,0005), indicam a
destruicdo do P450 total acompanhada peia destruicdo da isoforma CYP1A apés
20 minutos de incubacdo. Estes surfactantes parecem interagir diretamente com a
proteina e com os lipidios da membrana destruindo a atividade catalitica das
diferentes isoformas que compdem o sistema P450 (Fent & Stegeman, 1991, Fent
& Bucheli, 1994, Fent et al., 1998).

Podemos concluir, portanto, que o Triton X-100 e o Tween 80 destroem
completamente o P450 apés 20 minutos de incubacao, enquanto que a TFP leva a

P450.

A Trifluoperazina foi o Unico xenobidtico a ser metabolizado pelo
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sistema P450, pois apreseniou a ativago das enzimas EROD (CYP1A), NADPH
citocrome P450 redutase, representantes da fase | do processo de
piotransformacao e da enzima Glutationa ~ - Transferase (enzima da fase 1l). Ao
se ligar ac P450, a TFP estaria num primeiro momento ativando a isoforma
CYP1A, sugerindo a ativaco do receptor Ah {aryl hidrocarbon) em processos in
vivo &, num segundo momenio, este xenobidtico estaria inibindo oulras isoformas
do P450 presenies em microssomas de Prochiiodus scrofa. Isto explica, também,
o fato de gque mesmo estando em conceniracdes acima da CMC, os efeitos da
TFP na membrana serem menores do que dos outros xenobidticos (Triton X-100 e

Tween 80) ja que esta droga estaria sendo rapidamente metabolizada pela
isoforma CYP1A

4.7 ~ ANALISE DOS RESIDUOS DE TRIPTOFANO (Trp)

Quando a suspensdo microssomal foi incubada com diferentes
concentragbes de TFP, foi possivel observar uma “supresséo” de fluorescéncia,
sugerindo que os residuos de Trp estariam expostos a um ambiente mais polar
(Fig.30A) (Ruggieiro & Meirelies, 1998).

O aumente das concentracbes de TFP provocou o deslocamento do
pico de 330 nm para a faixa do vermetho, em 470nm (Fig.30A, pico H). Este
desiocamento da emiss&o estaria ligado tanto a transferéncia de energia da TFP
para o Trp (Ruggiero & Meireiles, 1998) quanto a formacdo de um complexo entre
a TFP, ou seu metabdlito (TFPNQ), e o citocromo P450 (Guengerich, 1997). A
formacac deste complexo foi observada na Figura 12C através do deslocamento
do pico de 450 para 455 nm, Os dados obtidos com a analise dos picos de
triptofano forialecem a hipdtese j& levantada de que a TFP estaria sendo
parcialmente metabolizada e o P450 teria sua acao inibida devido ac metabolito

nitroso formado durante o processo de biotransformacao.
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Uma das conseqléneias da formacgio deste complexo seria a
exposicao do residuo do Trp 2 fase aguosa. Estes eventos ccorrem porgue em pH
7,4 a TFP enconira-sg parcialmente protonada facilitando sua ligacdo com a
proteina e, também, com os lipidios da membrana, expondo a porcio hidrofdbica

de alguns componentes do SMH (Ruggierc & Meairelles, 1998).

A presenca do Triton X-100 levou ao aumentc da intensidade de
fluorescéncia do Triptofano, indicando uma mudanca conformacional do meio. E
possivel que isto esteja indicando a exposicdc do residuc a um ambiente mais
apoiar, isto &, englobado por micelas formadas pelo surfactante e fosfolipidios de
membrana, sustentando a hipdlese da formacio de um ambiente mais apolar pelc

Triton X-100, como | foi discutido anteriormente (Fig. 30B).

G Triton X-100 € um bom solubilizador de membrana por provocar 8
deslipidaggo, ou seja, a substituicdo de lipidios enddgencs por moléculas do
surfactantes. No  enlanio estes fosfolipidios liberados, em especial a
fosfatidilcoling, n&o s80 habeis em formar micelas e, portanto, se ligam na
superficie higrofobica da proteina com muito mais afinidade que o surfactants,
formando, assim, um “pool” de lipidios ao redor da proteing, resiringindo-a um
ambiente mais hidrofobico dado pela diminuigio da supressao de flucrescéncia do
Triptofano {de Foresta et al, 19893

O Tween B0 interage com os residuos de Trp sxpondo-0s a um
ambiente mais polar, ou seja, mais hidrofilico; um comportamento semelhante a
aguele observado com a TFP (Fig.30C). A “supressao” de fluorescéncia ocorreu
de maneira mais gradual do qus foi cbservado com TFP. Além disso, o tratamento
com Tween 80 n&oc levou ao deslocamento do pice de 330nm, indicando um
menor grau de fransferéncia de cargas do xenobidlico para os componentes
protéicos do SMH, pois como o surfactante € ndo idnico, sua carga ndo foi
aiterada pelo pH do meis (Attwood & Florence, 1983),
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Fig. 30 — Efeitc de xenobidlicos no especiro de fluoreseéneia do Triptofano. Os especiros de
fluorescéncia foram determinados em suspensfo microssomal (1,5mg/mi) tratada com diferentes
concentragbes de xenobidticos, TFP (A), onde () 330nm e (1) 470nm, Triton X-100 (B) & Tween
80 (T}, As amostras foram diluidas em tampio fosfate de potassio pH 7.4 & 0s sxperimentos
realizados 4 temperatura de 23°C (Excitacio - 285nmy). Conirnls — ausénoia de xenobidtico.

Embora também seja um detergente ndo idnico, © Tween 80 ndo é um
pom sojubilizador de membranas por causa da suaz grande cabsga apolar
associada a dupla ligacao existente em sua cadeia acila e a disposicao da suas

caudas de PEG o gue diminui 0s nivels de deslipidacao & dificulta sua insercio na
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membrana, favorecendo, portanto, sua ligagdo com a proteina (Attwood &
Florence, 1983, de Foresta et al., 1989).

MNovamente apenas a concentracdo de 0,1mM levou a um aumento da
atividade do P450 e da NCR, indicando que a doagdo do primeiro elétron esta
acontecendo mesmo em concentracdes acima da CMC. No entanto, a auséncia
da atividade do citocromo b5 indica que uma parte do ciclo catalitico n&o esta
ocorrendo. A hipdlese de que ¢ Tween 80 esia interagindo diretamente com a
proteina & confirmada pela diminuicdo da intensidade do pico de Trp, indicando
gue este residuc esta sendo exposto & fase aguosa da suspensdo. O ataque
deste xenobidtico a proteina estaria ocorrendo, portanto, airavés da sua porcéo
hidrofilica, porgue este xenobidtico nao entra por completo na membrana, assim
como a TFP.

A funcionalidade do P450 esta intimamente ligada a interacéo entre os
aminoacidos e o ambiente lipidico da membrana. Este dltime é responsavel peia
transferéncia de elétrons da redutase para o P450 atraves da fosfatidilcolina e
gualquer aiteracdo neste meio leva a perda de atividade deste citocromo. A
analise da intensidade de fluorescéncia do Trp refiele as alteracbes
conformacionais sofridas pelo citocromo P450 e pelo ambiente lipidico na
presenca dos xenobidticos estudados, mostrando claramente que esies s&o
capazes de interagir tanio com a membrana quanio com os residuos de
aminodacidc da porcic citossolica do P450 (Fent & Stegeman, 1991, Fent &
Bucheili, 1994, Yun et al., 1936, Yun et al., 1997).

A ‘“supress&o” de fluorescéncia comoe observada na presenga de
Tween 80 e da TFP pode ser causada por varios fatores, enire os quais a
formacadc de compiexos e a transferéncia de energia, ambos gerados peia
interag@o entre o fluordforo (Trp) e o supressor (xenobibtico). Neste caso, os dois
xenobidticos estariam se ligando aos constituintes proiéicos da membrana

préximo aos residucs de Trp, provocando a fransferéncia de cargas e alteracOes
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entre as interagbes de aminoacidos, o que, por consequéngcia, ieva a mudangas na
conformagéo da proteina que estaria expondc seus residuos de Trp 2 um

ambiente mais hidrofilico (Lakowicz, 1983, Ruggieiro & Meirelies, 1998).

Segundo Black (1992), os residuos de Trp estéo localizades na porciio
citoplasmatica (polar) do P450, o que facilita ¢ acesso do xenobidtico 3 proteina.
Nesta. porgdo hidrofilica da proteina também se encontra o grupamenio heme e,
portanto, o sitioc ativo do P450. Qualquer alteracdo nesta regido implica na
inativacac da proteina (Black, 1992, Neunaber & Achazi, 1999). Os resultados
obtidos com a andlise dos trés xenobidticos confirmam a posicdo deste residuo na
porgao citossolica e o facil acesso do xenobidtico ac centro ativo da proteina,
impedindo a interacao do P450 com seu substrato.

4.8 — ALTERACOES CAUSADAS PELOS XENOBIOTICOS
NA CARGA DOS COMPONENTES DO SMH.

A incubacdo dos microssomas com TFP ndo causocu nenhuma
alteraca@o na carga do P450 detectavel por eletroforese, como podemos observar
na Figura 31, onde todas as bandas ficaram alinhadas com o conirole. Neste
sentido, & possivel inferir que a agdo da TFP sobre os microssomas nio leva a
uma alteracdo na carga total da proteina, ndo sendo esta, portanto, a principal
responsavel pela diminuicdo do contetdo do P450.
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Fig. 31 — Efeito da TFF na carga total da suspensfo microssomal. Gel nativo da suspenséo
microssomal (9,98mg/mi} de P sorofs, incubada com diferentes conceniracdes de TFP. (C) -
Controle (auséncla de xaenobisticos);, {1) — 91mb; {2) - 0,2mM, (3} §,5mM.

O Triton X-100 causou alteracBes na carga tolal da proteina, deixando-
a3 mais negativa em relacdo ao conircle, pois as bandas iratadas migraram para o
anodo da placa com mais facilidade (Fig.32). O P450 estaria sofrendo, portanto,
uma desprotonacio, pois sua carga otal tornou-se mais negativa, indicando uma
mudanca no meio. Este resultado sugere que a inibicde da atividade nocs
componentes do SMH & dada pela ligagdo, provevelmente competitiva, do Triton
#-100 no sitio catalitico dos componentss do SMH. Contude, nem fodas as
oroteinas do sistema parecem estar sofrendo esta desprotonacio, & que @
possivel observar suaves impressdes no gel, indicando que algumas proteinas do

SMH néo ficaram negativas.
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c1 2 3

mig. 32 — Efeito do Trton X-100 na carga total da suspensi3o microssomal. Gel nativo da
suspensdo microssomal (8.88mo/mD de P sorofs, incubada com diferenies conceniragies de
Triten X-100. (C) - Controle (auséncia de xenchidtico); (1) — 0,1mM; {(2) - 0,2mM ; (3) 0,5mM.

Na presenga do Tween 80 detectamos uma suave siteracdo da carga
da proteina, agora mais positiva que o controle, ja que as bandas fratadas esigc
mais perto do catodo da placa {Fig. 33). Neste experimento todos as proteinas do
SMH sofreram o mesmo tipo de alteracfes na carga total: uma protonacéo que as

deixou um pouce mais basicas.

Em condigbes nativas, ¢ principio da eletroforese seria que as profeinas
corressem contra um gradiente de pH e estacionem quando alcancarem sua forma
neulra, ou seja, proxima do seu ponto isoelétrico {pl). A principal hipdtese para a
ocorréncia desta mudanca de carga seria que a interacdo dos xencbidticos com os
aminoacidos da porgdo hidrofilica do P450 levaria 2 alteracdo na carga fotal da
proteinz e a conseqlente mudanca do seu ponto iscelétrice. Sabendo-se que o pl
€ um balango entre a carga dos aminoacidos acidos e basicos, pode-se dizer gue
enguanto o Triton X-100 levou ac aumento da carga negativa das proteinas que

compbem o SMH, o Tween 80 causou um aumento da carga positiva da proteina
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Fig. 33 - Efeito do Tween 80 na carga iotal da suspensio microssomal. Gel nativo da suspensdo
microssomal (3 98mo/miy de P sorofa, incubada com diferentes conceniracfes de Tween 80. (C) -
Controle;, {11~ 0.1 (20~ 0.2md {3 0, 5mM.

As alteracdes delecitadas pela eletroforese sm condicdes nativas
correspondem as alteracbes na carga final da proteing, ndo identificando, contudo,
sxatamente onde ela ocorreu. E provéavel que estas alteragdes ocorram
principaimente na porgdo vollada para o exierior da vesicula microssomal,
facilitando o atague dos xenobidticos. No enfants, como o trabalho dedica-se 2
analise de xenobidticos com caracleristicas anfifilicas, torna-se pertinenie néo
exciuir a hiptiese de gus esles lambém possam esiar causando dancs na porgéo

hidrofobica da proteing, isto &, aguela embebida na membrana,
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5 - CONCLUSOES

A escolha do sistemna P450 e das enzimas anfioxdanies existentes em

Prochilodus scrofa como possiveis biomarcadores de poluicdo ambienial nos

permiliu as seguintes conclusdes:

1) A caracierizagdo espectral do citocromo P450 mostrou & sexisiénela de um

2

3

4

)

3y
H

pico em 420 nm  gue poderia ser andmalo ao sistema & representar uma

nemeproteina ainda n&c descrita.

A purificacdo parcial do citocromo P450 por HPLC se mostrou eficiente na
deteccio de um pico, gue por eletroforese confirmou a presenca de apenas
uma banda com massa moiecuiar de 54.000Da referente, segundo a

literatura ao P450,

A analise da enzima NADPH citocromo P450 redutase mostrou que apenas
g Trifluoperazine € capaz de aumentar sug atividade, ¢ que esta de acordo
com dados da literalura para ouiros  fenoliazinicos derivados.
Contraniaments, o Trilon X-100 & o Tween 80 levaram z inibicdo da
atividade desta enzima, 0 gue também esid de acordo com a literatura

quando se usa surfactantes em conceniragdes acima da CMC.

A presenca dos xenobidticos no sistema mostra que estes s8o capazes de
imteragir com a mambrana provocando uma mudanca conformacional da
proteing, deteclada através das alteracfes na intensidade de fluorescéneia
do Triptofanc 2 na carga dos componentes do sistema detectada via
eietroforese em condigbes nativas. Enguanto o Triton X-100 faz com que o
Trp seja exposto a um ambiente mais hidrofdbico, o Tween 80 & a TFP

expdem tais residuos a um ambiente mais hidrofilico.
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9)

7)

8)

9)

Compostos com caracteristicas surfactantes podem causar a inativagio dos
componentes do sistema microssomal hepatico tanto na forma de

mondmeros como na forma de micelas.

A TEP foi o unico xenobidtico a ser metabolizado pelo sistema P450. Isto foi
constatado através da ativac8o da isoforma CYP1A e das enzimas NADPH

citocromo P450 redutase e Glutationa — 8 — Transferase. No entanio fica

“evidente que o NADPH provoca a inativacdo, dependente do tempo, do

sistema P450,

A metabolizacado da TFP gera metabdlitos capazes de interagir com o
citocrome P450 levande a sua inativacéo e alteracbes na conformacéo da
proteina. A inativacdo do P450 peia Trifluoperazine & seletiva uma vez que
foi possivel detectar a ativaco da CYP1A

As atividades das enzimas antioxidantes em Prochilodus scrofa séo
semelhantes aquelas encontrados na literatura para outros teledsteos de
agua doce, onde a da Catalase € superior a da Superdxido Dismutase
devido a acidez do meio, responsavel peio aumento nas taxas de formagéo
de perdxido de hidrogénio.

Os ensaios “in vifro” para analisar os efeito dos xenobioticos Triton X-100 e
Tween 80 sobre as enzimas antioxidantes e peroxidacdo lipidica
mostraram-se semelhantes aos encontrados na literatura. Enquanto o
Triton X-100 age diretamente na membrana provocando aiteracbes no
ambiente lipidico que podem acarretar em mudancas na atividade da
enzima, o Tween 80 € capaz de interagir diretamente com as enzimas

antioxidantes causando alteractes na atividade das mesmas.
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10)0s ensaios ‘in vilro” com a TFP mostraram que esta tem efeito protetor
conira os danos oxidativos sofridos pela membrana, o que esta de acordo

com 0s dados da Herstura,

11)A atividade da enzima Glutationa — S — Transferase aumentou na presenca
dos irés xenobidticos no sistema, sendo gue na presenca da TFP esta
inducdo fol maior do que a verificadacom o©s oulros dois xenobidticos,
indicando que esta enzima, ao contréric do sistema P450, é capaz de
metabolizar tais compostos, devido ao fato desta ser uma enzima
citossdlica e, portanto, independente do ambiente de membrana para atuar,

como observado para os componentes do sistema microssomal hepético.

12)Fol detectada a ativacdo da isoforma CYP1A no figado de Prochilodus
scrofa confirmando que realmente esta € z isoforma mais abundante em

peixes como relatado na literatura.

13)0 conjunto de dados apresentado até o momento sugere que o citocromo
P450 em Prochilodus scrofa ¢ uma potente ferramenta de biomarcacéo
desde que seja usado em conjunio com outras enzimas do sistema, como a
EROD, a NCR, as antioxidantes efc, uma vez que os xenobidticos
interagem de maneira diferente com cada um dos componentes do sistema

microssomail hepatico.
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TABELA RESUMO DOS RESULTADOS

TFP

TRITON X-100

TWEEN 80

B5

P450

P420

NCR

GST

EROD

50D
CAT
GPx
Pico de Trp*

Nat-Page™

Diminui na auséncia de cofator e
aumenta na presenca dele

Sofre um aumento no momento da
adicdo da droga e decresce ao
longe do tempo de incubagéo,
tanto na presenga quanto na
auséncia de SR.

Diminui ao longo do tempo de
incubacgdo

Aumenta a atividade proporcional
ao aumento das concentragdes da
droga

Aumenta atividade proporcional ao
aumento da concentracao droga.

Aumenta atividade proporcional ao
aumento das concentragdes da
droga

N&o altera

N&o altera

Nao altera

Diminui e surge um novo pico em
470nm

N&o altera

Aumenta muito pouco na auséncia de
SR. Na presenga do cofator had a
destruicao do citocromo.

Diminui j& com a adigdo da droga e
chega a zero em & minutos de
incubacgao, tanto na auséncia guanto
na presenga de SR.

Diminui a0
incubagéo.
Atividade apenas com 0,1 mM de da
droga. A atividade & igual a zero nas
outras concentragdes

Aumenta proporcional ac aumento da
droga, mas em proporgbes meanores
gue a TFP.

Diminui, chegando a zero.

longo do tempo de

N&o altera

Aumenta

Aumenta

Aumenta a intensidade do pico

Torna a proteina mais negativa

Nao altera na auséncia de
cofator. Na presenca de SR é
totalmente destruido,

Diminui  gradualmente  assim
que a droga € adicionada ao
sistema  tanto na presenga
quanto na auséncia de SR

Diminui
incubacao
Atividade apenas com 0,1 mM
de da droga. A atividade ¢ igual
a zerc nas outras concentracdes
Aumenta proporcional ao
aumento da droga, mas em
proporgdes menores que a TFP.
Aumenta até 6 minutos, depois
permanece inalterada.

com o tempo de

Néo altera

Dimiri

Aumenta

Diminui a intensidade do pico
Torna a proteina levemente
mais positiva

Trp - triptofano; Nat-Page - Gel em condigfes néo desnaturantes.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretende-se, no fuluro, dar continuidade no estude do citocromo P450 de

Frochilodus scrofa por dois motivos principais: (i) a necessidade de biomarcadores
eficazes na deteccao dos nivels de poluicdo ambiental ainda em niveis iniciais e (i) o uso
de um peixe nativo como bicindicador de poluicdo ambiental, uma vez que a maioria dos
trabalhos com P450 no Brasil utiliza-se principalmente de tilapias, um peixe introduzido.

Assim, nossa principal intenc8o agora é a purificacBo completa da isoforma
CYP1A através de tecnicas que ndo utilizem Triton X~100, uma vez gue este trabalho
mostrou que este detergente pode ter efeitos inibitérios sobre o P450. Paralelamente a isto
também pretendemos fazer a clonagem, expressdo e seqlienciamento da CYP1A de
Prochifodus scrofa, criando assim urmna biblioteca de ¢cDNA. Esta isoforma foi escolhida
por ser a mais abundante no tecido hepatico de peixes e a principal responsavel pela
metabolizacdo de compostos xenobidticos.

Durante o doutorado pretendemos ainda trabathar com o principio ativo de
alguns pesticidas largamente utilizados na agricultura brasiieira e observar seus efeitos no
P450 purificado e recombinante inseridos em uma vesicula de fosfatidilcolina e inserido na
membrana microssomal, possibilitando assim o surgimento de novos dados que viabilizem
o uso desta proteina como um biomarcador.

Paralelamente a este projeto, pretende-se continuar a trabalhando com P450
em outros organismos, especialmente em anelideos e mamiferos, come parte integrante

do projeto de iniciaco cientifica da aluna Juliana M. Nascimento.
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