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RESUMO

Enzimas presentes em reticulo enaop}asméﬂco de hepaﬂici‘}os sdo respons;évais'
pela biotransformagdo da maioria dos compostos exdgenos, podendo gerar metabélitos
mais ou menos téxicos que a droga mde. O complexo enzimdtico cifocromo Paso
desempenha papel relevante nesta fungdio, ao possuir inlmeros substratos, denfre os
quais vdrios atuam como indutores de isoformas especificas, caracterizande um potente
mecanismo fisiolégico de defesa e importante ferramenta para o estudo das adaptagoes
celulares & exposigo a agentes quimicos. O processo de biotransformagdo catalisado
pelo complexo Paso € uma das fontes enddgenas de espécies reativas de oxigénio,
envolvidas em mecanismos destrutivos de lipoperoxidagtio de membranas biolégicas.
Dipiridamol (DIP) é um vasodilatador de uso classico que potencializa efeitos de algumas
drogas terapéuticas com afividade anti-trombética, citotéxica, radioprotetora, entre
outras, além de apresentar importante agdo antioxidante, cujo mecanismo de agto ainda
ndo foi devidamente esclarecido.

Este estudo demonstrou que suspenses microssomais hepdficas sdo parcialmente
responsdveis pela biotransformacdo de DIP. Em condigdes metabdlicas in vitro,
resultados espectrofotométricos demonstraram oxidagdo completa de NADPH com

posterior oxidagdo de citocromo bs, confirmando que NADPH fornece o primeiro elétron

U enqudnte citocrorio bs pode cedero-segundo-elétron ac-conjunto-de reagdes-catalisadas...
pelo citocrome Paso. Microssomas obtidos de animais tratados com fenobarbital e 3-
metilcolantreno, indutores de citocromo Paso, consumiram mais rapidamente NADPH e
citocrome bs, sugerinde que alguma das isoformas induzidas apresenta maior
especificidade por DIP. Na presenca de CO foi verificada uma inibigdo parcial da
metabolizactio de DIP. Estes resultados foram confirmados pelo decaimento da emissdo
de fluorescéncia de DIP quando em condic8es ideais G biotransformagdo, mecanismo que
também sofreu relativa inibigdo por €O. DIP nas condicdes descritas mantém certa

atividade antioxidante, prevenindo a membrana microssomal da lipoperoxidagdo induzida

por NADPH e Fe-ADP enddgenos.
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ABSTRACT

Enzymes present in hepatocytes endoplasmatic reticulum are responsible
for the xenobiotics biotransformation and can generate metabolites more toxic
than the drug. The enzymatic complex cytochrome Paso plays an important role
on this function, since it has many substrates that can act as inductors of
specific isoforms, characterizing a potent physiologic mechanism of defence and
important “rpo! for the study of cellular adaptations fo exogehous agents
exposure. The biotransformation cytochrome Psso-dependent is one of the endogenous
sources of oxygen reactive species , involved in lipoperoxidation mechanisms that
destroy biological membranes. Dipiridamol (DIP) is a vasodilator that amplifies
some effects of therapeutic drugs such as antithrombotic, citotoxic or
radioprotector activities, among others, besides presenting important
antioxidant action, although the mechanism has not been properly understood

yet.

This study demonsirated that microsomal suspensions liverworts are active in

the DIP biotransformation, as demonstrated by the decrease of the characteristic

~ absoriance ¢t 340 i (the peak of the reduced fornof WADPH) and confirmed by the

kinetic decrease of the drug fluorescence emission in 496 nm. The Psc enzymatic
system involvement was verified by the metabolic process inhibition in the presence of
CO. DIP even in biotransformation continues exercising its inibitory action on the the

NADPH-dependent microssomal membrane lipoperoxidation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biotransformagde

A interaglio de compostos orgdnicos com o organismo vivo pode ser
evidenciada pela atfividade teraputica dos medicamentos, ou mesmo, pelas reagdes
adversas (intoxicaglio) promovidas por muitos agentes quimicos que interagem com
sistemas bioldgicos. Os efeitos da maioria das drogas sobre o organismo decorre de suas
interacdes com macromoléculas, muitas vezes componentes da membrana plasmdtica

(Ross, 1972).

Do ponto de vista operacional, devemos levar em consideragdo dois
conceitos farmacoldgicos bdsicos: fFarmacocinética - resposta do organismo ao fdrmaco
(qualquer agente quimico que afefa processos que ocorrem no organismo vivo) e

farmacodindmica - efeitos que o fdrmaco causa ao organismo

A grande maioria dos compostos orgénicos sintéticos é transformada no
organismo afravés de uma série de alteragBes quimicas resultando na sua excregdo,
normalmente por via renal, na forma de metfabdlitos especificos. Este fenBmeno

constituia b_rbfransformag&’o (Williams, 1959).

As propriedades fisico-quimicas dos xenobidticos (compostos quimicos
exégenos) que permitem sua passagem, rdpida, através das membranas bioldgicas

durante a absorgdoe e distribuicio Também interferem na posterior excregdo.

Apés a filtragto no glomérulo renal, por exemplo, a maioria dos compostos
quimicos lipossoliveis escapa & excregdo ao ser rapidamente reabsorvido por difusdo
através das células tubulares renais. Assim, a biotransformacéio enzimdtica das drogas

gera metabdlitos mais polares e menos lipossoliveis, aumentando sua excregdo e
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reduzindo o volume de distribuigdo. Come resultado tem-se ¢ alivio da carga de

~ substancias exdgenas. essencial a sobrevida do organismo (Hollemberg, 1992).

InteragBes droga-nutrientes ou droga-alimentos, similar ac que acontece
nas interacbes droga-droga, podem representar problemas clinicos relevantes podendo
interferir com o processo farmacocinético, resultandoe em reagbes adversas como
toxicidade. Em algumas situacBes, tais interagSes podem conduzir a falhas terapéuticas
e mesmo deficiéncias nutricionais. O estado nutricional do paciente desempenha um

papel chave na resposta farmacoldgica @ droga. (LaBella, 1991).

Atencdo crescente tem sido dada as interagdes droga-nutrientes pelo fato
de algumas drogas fornarem-se mais potentes e apresentarem maior especificidade
decorrente de tal associa¢do. Idade avangada, gestagdo, aleitamento e md nutricdio stio
fatores favordveis. Freqlientemente, o mecanismo de a¢lio de uma droga pode envolver
nutrientes de maneira similar a compostos ndo-nutrientes. Sitios de interagdo droga-
alimentos incluem trato gastrointestinal, sangue e receptores celuiares da droga.
Algumas drogas podem, inclusive, modificar a composi¢do corporal como observado em
drogas anfifilicas catidnicas, como amantadina, cloroquina, clorpromazina fentermina,

entre outras, ac afetarem a estocagem de fosfolipideos (Kodavanti & Mehendale, 1990).

.Alteracdes na distribuicio de algumas. droges induzidas por. nutrientes.. . .

podem ser parciaimente dependentes da biofransformagdo hepdtica, como evidenciado
pela competigdo entre drogas e nutrientes, absorvidos, pelo primeiro passo do

metabolismo, no intestino ou figado {Thomas, 1995).

O figade €, reconhecidamente, o principal sitioc de biotransformacdo. As
diversas familias enzimdticas que catalisam o metabolismo de xenobidticos t8m sido
exaustivamente estudadas. Entretanto, enzimas como a UDPGT (UDFP glucoronosif
fransferase) e citocromo Pyso vém sendo detectadas também em tecidos extrg-
hepdticos como rins, pulmdes, pele, intestine, coraglio, gldndulas supra-renais, placenta e

cérebro {Aitio ef afii, 1980; Nabeshima e# afy., 1980:; Testg & Jenner, 1981 Walther o#
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alii., 1987; Ravindranath ef alii, 1989; Perrin et alii, 1990; Minn e? alii.,, 1991, Ghersi-
Egea et alii, 1993).

Os processos metabdlicos mais comumente envolvidos na biotransformagdo
de xenobidticos podem ser classificados em FASE I- reacfes de funcionalidade e FASE
II- reacbes de conjugagto. Os substratos da FASE I geralmente sdo moléculas
lipofilicas e sofrem reagSes de monooxigenagdo, dealquilagdo, redugio, aromatizagdo ou
hidrélise. Essas moléculas podem possivelmente servir como substrato para enzimas da
FASE IT as quais conjugam o grupo funcional a um composto polar enddgeno, por
exemplo um aminodcido, um grupamento sulfato, uma molécula de glutationa ou um aglcar

(LaBella, 1991).

1.2 Membranas Microssomais

O citoplasma da maioria das células eucaridticas contém uma rede de
membranas interconectadas que formam cisternas e se estendem desde o envelope
nuclear até a membrana plasmdtica. Esta longa estrutura subcelular, denominada reticulo
endoplasmdtico, € composta de membranas de aspecto liso em alguns locais e rugoso em

outros. A aparéncia rugosa se deve & presenca de ribossomos na superficie

citoplasmética da membrana, enquanto a porgdo lisa ndo os contém {DePierre & Daliner,”

1975).

O reticulo endoplasmdtico desempenha vérias fungSes tais como: sintese
de lipideos, sintese de proteinas e lipideos para organelas e exportagdo, sintese lipidica
e reacbes de biotransformagdo de drogas. Também tem seu papel aliade ao Aparelho de
Golgi na formagdo de outras organelas subcelulares como lisossomos e peroxissomos

(DeDuve, 1971).

Microssomas (ou microssomes) sdo freglientemente usados para ¢ estudo

Ao rirlne rodny Ae Adreanne o mrarocene Ao imanernwidarsn Adnocar da denaminacfn



14 Introdugtio

microssomas ndo constituem organelas intracelulares, sendo obtidos por processos que
envolvem ruptura e fracionamento de células. Quando células sdo rompidas em
homogeneizador, membranas plasmdticas e reticulo endoplasmético s8o invertidos e a
fraglo microssomal obtida por ultracentrifugagdo, constitui um agregado de vesiculas de

ambos sistemas membranares (DeDuve, 1971).

Mesmo sendo apenas um artefato de preparacdo, onde cisternas e tibulos
do reticulo sdo rompidos e reconstituidos em vesiculas menores, as relagdes topoldgicas
entre a membrana, luz e ribossomas sdo mantidas. Contém além do sistema enzimdtico
citocromo Paso, 30 ou 40 enzimas inseridas na membrana. Constituem um excelente
modelo de membrana bioldgica para o estudo de metabolizacdo de drogas, dado que sdo
compostos por 70% de proteina, 20% de RNA e somente 10% de lipideos (Hird et afir,
1964).
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FIGURA 1.Dicgrama esguemdtico de uma célula animal eucaridtica (Adaptado
de Rawn, 1589}

3 .3 ééé’%&@%% ?455

O termo citocromo Pasp refere-se a um grupo de hemeprofeinas, cujo

s -

complexo Fe®-CO  apresenfa um espectro de absorglo com pico méxime em 450 nm,
Esta caracteristica espectrofotoméirica € atribuida & dnica ligaglo do grupamentc heme
com um residue de cisteing (Omura & Sato, 1964). Estio enveolvidas com o metabolismo
de carcinégenos e drogas, bem como no metabolismo em insetos, plantas, entre outres,

come visualizade no Esquema 1.
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ESQUEMA 1. FungBes do citocrome Pago (Adaptade de Estabrook, 1996)

AS areas g?‘ﬁ‘faaﬁﬁs em varme§m Fﬁ??@&%ﬁ?ﬁm ?apfgﬁg éa m?aressg

émmedz-ﬁg e?zggmﬁw as grs%ﬁdas em verde rapraseﬁ?ﬁm novas dreos da Qzaéegﬂe nas

quais os diversos papéis do citocromo Pass vEm sende exaustivamente estudadoes,

A denominagdo de superfamilia génica Pyso abrange um grande nimers de
enzimas, das quais 400 ¢ caracterizadas em procariotos 2 eucariotes (Porter & Coon,
1991, Guengerich, 1952; Bhamre ef olii, 1993: Shimada ef a/i, 1994). O complexo
citocromo Pasp € ubigue e apresenta uma homologia estrutural que varic de 10 a 90%,
sendo encontrade em microorganismes, plantas e animais (Coon et alif 1992 Graham-

Lorence & Peterson, 1996),
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O complexo citocrome Paso € ligade & membrana do reticuio endoplasmdtico
sendo constituido pelo préprio citocromo Pasg, NADPH citocromo Pasp redutase, NADH
citocromo bs redutase, citocromo bs e fosfolipideos. Durante as reagbes de
biotransformacdo o sistema citocromo Psso pode produzir espécies reativas de oxigénio
que podem inativd-lo, sendo considerados iniciadores de processos de lipoperoxidagdo

{Lai & Piette, 1978; Gutteridge ef a//i., 1979; Bondy & Naderi, 1994).

As enzimas possuem massa molecular de cerca de 57 KDa, correspondente
a aproximadamente 500 residuos de aminodcidos. O sitio ativo do cifocromo Paso possui
como grupo pr'os?éﬂco a ferroprotoporfirina IX, sendo que o dtomo de Fe € ligado a
quatro nitrogénios dos anéis pirrélicos da ferroprotoporfirina e tem como quinto ligante
o énion ticlato, que invariavelmente pertence a um residuo de Cys. O quinto ligante
contribui para as propriedades cataliticas e espectrais préprias das enzimas citocromo
P4so, enquanto a sexta posigtio de coordenagdo do Fe pode ser ocupada por uma molécula

de H.0, O; ou CO (Porter & Coon, 1991).

Como as enzimas citocromo Pasg eucaridticas estdo inseridas na membrana
mitocondrial interna ou no reticulo endoplasmdtico, torna-se dificil a obtencdc de dados
mais detathados sobre sua estrutura tridimensional. Tanto a localizaglio dos sitios

cataliticos como do grupamento heme ainda sdo assunfos controverses. E aceita a

presenca de dois grandes dominios estruturais, sendo o primeiro um dominio

transmembrana composto por uma hélice N-terminal de 30 residuos de aminodcidos
aproximadamente e um segundo dominio (globular) citossélico, onde se enconfram o
grupamento heme e ofs) sitio(s) catalitico(s) (Brown & Black, 1989; Black, 1992; Uvarov
et alii., 1994).

A localizacdo do grupamento heme, praticamente perpendicular ac plano da
membrana do reticulo endoplasmdtico, é evidenciada pela posicdio proposta do citocromo
bs ligado, pela particdo dos substratos do citocromo Paso, pela ligaglo de antipeptideos a

anticorpos e pela possibilidade da livre movimentagdo intramolecular protéica durante o
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e Substrato 4 hidroxilado, também 8o denominadas bi

processo catalitico {Edwards et alii, 1991). Os centros funcionais do sistema Puso
microssomal se situam numa posicde relativa ao grupamente heme {Centeno & Gutidrrez

Merino., 1992).

As oxidases de funcdo mista Psso-dependentes catalisam uma grande
variedade de reagdes incluindo epoxidacbes, N-dealquilagBes, O-deaiquilagdes, S-
oxidacbes e hidroxilagdes de substratos aromdticos e aliféticos. A diversidade de
reacoes pode ser compreendida sabendo-se que a reagdo inicial, em todos os casos,
envolve a insergdo de uma hidroxila ao substrato com formacgdo de um intermedidrio
hidroxiladoc que pdde, entdo, dependendo da natureza do substrato e da estabilidade do
intermedidrio, sofrer dealquilagto, deaminagdo, etc. (White & Coon, 1980). As reagdes

gerais catalisadas pelo citocromo P4so ocorrem com a seguinte estequiometria:

RH + O; + NADPH + H® —» ROH + H,0 + NADP’

Onde RH é o substrato principal e NADPH a coenzima que fornece

equivalentes redutores. Como a maioria das monooxigenases catalisa reagdes onde o

As coenzimas podem ser flavinas mono ou dinucleotideos (FMNH: ou
FADH;) ou nicotinamidas dinucleotideos (NADPH ou NADH). Nos mamiferos, além dos
citocromos Paso e bs as principais fontes de elétrons sdo nucleotideos piridinicos NADPH
e NADH, sendo que duas flavoproteinas os transportam no sistema enzimdtico do
reticulo endoplasmdtico (NADPH-citocromo Paisp redutase e NADH-citocromo bs
redutase). A NADPH-citocromo Puso redutase tem como grupos prostéticos flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN), enquanto FAD atua como
aceptor de elétrons do NADPH, FMN reduz o citocromo Pus e, em alguns casos o bs

(Peterson & Prouah. 19846).
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O sistema citocromo Psso € essencial & biotransformacgde de numerosos
compostos quimicos tais como drogas, carcindgenos, esterdides, pesticidas,
hidrocarbonetos e produtos naturais, entre outros. Entre os xenobidticos encontram-se
mais de 250.000 substratos potenciais, quando ndo indutores ou inibidores de alguma

isoforma Pase (Lu & West, 1980; Porter & Coon, 1991; Coon et afii, 1992: Koop, 1992).

A toxicidade destes produtos pode ser modulada por vdrias reagfes
catalisadas pelo sistema citocromo Psso. Alteragdes na atividade das enzimas junto a
substratos endégenos estdo relacionadas a patologias (Kuntzmann et alii, 1966; Bolt ef

alit, 1977).

O principal papel de isoformas citocromo Psso em figado, pulmdes e rins,
parece estar na regulacdio de niveis de moléculas lipofilicas sinalizadoras néio-peptidicas
como hormdnios, dcidos graxos, vitaminas A, D, entre outras. Tais compostos sdo
metabolizadas pelo sistema enzimdtico de monooxigenases, preferencialmente a
oxidaclio de xenobidticos lipofilicos acompanhada da formagdo de metabdlitos que

interagem com enzimas de conjugacto e subseqiiente excregdo (Nebert, 1990, 1594).

A indugdo do citocromo PisolAl na presenga de hidrocarbonetos

arométicos policiclicos demonstra uma resposta plausivel através da qual células de

carcinogénese causada por esfa classe de hidrocarbonetos revelaram que o metabolismo
PssolAl-dependente do carcindgeno ¢ requerido pelo processo neopldsico. Tais
resultados contribufram para a hipétese que muitos agentes carcinogénicos sdo

substéncias eletrofilicas genotéxicas {Conney, 1982).

Os hidroperdxidos lipidicos resultantes do processc de lipoperoxidagdo,
parecem também estar envolvidos na inativaglo de conversdes de substratos citocromo
P4so-dependentes ao oxidar o grupamento heme da proteina (Lindstron & Aust, 1984; Iba
& Mannering, 1987). Por outro lado, a inativagde de citocromos Psso microssomais tem

side observada sob diferentes condictes de "stress” oxidative tais como exposicdo ao
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ozdnio, peréxide de hidrogénio e hidroperdéxidos orgénicos como cumeno e terc-butil
hidroperéxido, ou mesmo espécies reativas de oxigénio geradas durante o

biotransformagdo (Lai & Piette, 1978; Gutteridge et alii, 1979; Balvers et alii,, 1992).

Os sistemas enzimdticos de oxidases de fungtio mista citocromo Pase-
dependentes apresentam absoluta necessidade de NADPH e O, para sua atividade
catalitica . O préprio citocromo Paso desernpenha um papel critico ao ligar o substrato,
ativar um dtomo de oxigénio e ligar esse oxigénio ao substrato, determinando dessa
forma a especificidade pelo substrato para todo o sistema e a estrutura(s) do(s)

produto(s) for'mados durante a metabolizacdo do substrato (Hollenberg, 1992).

1.4 Citocromo bs

O citocromo bs é uma proteina com peso molecular de 16 kDa composta de
dois dominios: uma cauda hidrofébica que a ancora & membrana e uma porgdo hidrofilica,
o dominio heme-ligante, que é ativo em rea¢des redox. A isozima ligada & membrana se
localiza no reticulo endoplasmdtico onde pode aceitar um elétron tanto da NADH-
citocromo bs redutase como da NADPH- citocromo Puso redutase. Assim o citocromo bs

reduzido pode providenciar equivalentes redutores para biossintese de determinados

lipideos e doar o segundo elétron para o ciclo de reagdes catalisadas pela super-familia

citocromo Paso. (Hildebrandt & Estabrook, 1971; Canova-Davis & Waskell, 1984),

Essa proteina pode transferir elétrons por apresentar um potencial redox
de 20 mV capaz de aceitar ou doar um simples elétron, sendo que uma das funcdes
detectadas /7 vivo € a de reduzir hemoglobina em eritrdcitos (Velick & Strittmatter,
1956). Também foram isoladas isozimas na membrana interna mitocondrial e, os dominios
heme dos citocromos bs mitocondriais e microssomais apresentaram 58% de seus
aminodcidos constituintes conservados, sendo portanto produtes de gens diferentes

{Fukushima & Safo, 1973; Lederer et afii, 1983).
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Entre as diversas fungSes das quais ¢ bs pode participar est@c a
desaturagdio e elongagdo de cadeias de dcidos graxos, biossintese de colesterol, redugtio

de metahemoglobina, biossintese de dcido sidlico, etc (Vergéres & Waskell, 1995).

1.5 Inducdo de isoformas do citocromo Passp

Bacteriologistas definem indugdo como o acréscimo na velocidade de
sintese de uma determinada proteina, o que ne sistema bacteriane implica na sintese de
um RNAm. Ac contrdrio do que se verifica no crescimento de sistemas bacterianos, onde
a degradacdo protéica desempenha um papel menor na determinagdio dos niveis
enzimdticos totais, os niveis protéicos em tecidos animais, no estado estaciondrio, séo
sempre regulados pela sintese e degradagéo (Jacob & Monod, 1961; Epstein & Bekwitt,
1968).

Uma vez que o mecanismo molecular do processo ainda ndo estd
suficientemente eslarecido, o termo operacional induglio serd considerado, segundo
Schinke & Doyle (1970), como um aumento da taxa de velocidade de sintese protéica em
relagdo & degradagdo. Assim, um acréscimo na quantidade protéica é descrita sem

implicagfes mecanisticas e, experimentalmente, a indugdo serd comprovada pelo aumento

no peso do "pool” de tecido hepdtico e na concentragdo de citocromo Psso em relagdo a

preparacdo microssomal controle.

Conney e colaboradores (1957), num dos mais antigos relatos sobre a auto-
indugdo da reguiagtio do metabolismo de exdgenos, mostraram que roedores tratados
com benzopireno eram sujeitos a uma aceleragdo no metabolismoe de hidrocarbonetos

aromdticos policiclicos(HAP) e outros carcindgenos.

Alguns anos mais farde foi demostrada a presenca de uma maior

concentragdo de, no minimeo, duas isoformas protéicas em figado de ratos tratadeos com

LIiAD mihnrhkitimntae {Qladel A Mannerins 1064 Alvarse 4+ K7 1QAT
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A identificagio de um receptor citossélico para hidrocarbonetos
aromdticos (RHA), que apds franslocacdic ao nicleo ativa o gene CYPLA1, foi de
fundamental importéncia para estudos posteriores (Polland et alfi, 1973). O uso de
ferramentas genéticas e bioquimicas demonstrou que RHA regulava a expressdo de, ao
menos, um gene fornecendo base conceitual para o estudo da regulagdo de outros genes

por HPA (Witlock, 1986: Nebert & Gonzalez, 1987).

Hankinson e celaboradores demonstraram evidéncias da necessidade de
uma proteina adicional para o funcionamento do receptor RHA, uma proteina nuclear
transiocadora do becep?or' de aril hidrocarbonetos (ARNT). A descoberta de que tanto o
receptor RHA como a ARNT eram proteinas hélice-alca-hélice, requeridas para ativacdo
do gene CYP1Al foi proveitosa para investigagBes posteriores (Hoffman et alii, 1991
Landers et alii, 1992).

Dois outres receptores foram identificados: o receptor ativador da
proliferacdo de peroxissomos (Isseman & Green, 1990) e o receptor do elemento da

resposta antioxidante (Rushmore et a/li, 1990).

Vdrios outros compostos como proliferadores de peroxissomos, esterdides
catatdxicos, t-butithidroquinona e hidroxianiso! butilado tém induzido essas enzimas

-..hendticas em mamiferos. Alguns compostos.z

citocromo Psso especificas apresentam atividade carcinogénica. As espécies ativas de
oxigénio geradas pelas prdprias isoformas induzidas, podem simulfaneamente inibir ou

estimular a prolifera¢do de comunicacdes intracelulares (Koblyakov, 1998),

A regulaglo de isoformas hepdticas de citocromo Psso que sofrem
modulagdio durante o desenvolvimento foram revistos por Waxmann (1988), que observou
o envolvimento de outros fatores na regulagéio, como por exemple horménios peptidicos e

esterédides, fatores de crescimento e fatores de transcrigéio hepdticos.

& Tty ‘g’é&‘%é&ﬁ% ; %ﬁ?@?% dﬁ%%@f@?ﬂ%@ﬁéﬁ
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Existem mais de 480 genes que codificam isoformas caracterizadas pela
especificidade por miltiplos substratos e vdrios mecanismos regulatérios de expressdo.
A muitiplicidade de isoformas pode ser explicada pelo fate de muitos compostos
orgdnicos lipofilicos serem substratos da superfamilia citocromo Paso. Aparentemente, a
especificidade dos carcinogénicos por orgdios e espécies pode ser atribuida, em muitos
casos, a vdrias expressdes de isoformas de citocromo Psse que os metabolizam, nestes

mesmos orgdos e espécies-alvo (Nelson et a/fi, 1993).

As isoformas de citocromo Paso de mamiferos podem ser subdivididas em

dois grupos:

) isoformas envolvidas na biossintese de esterdides e, portanto, expressas nos

érgtios correspondentes (adrenais, gldndulas mamdrias e ovdrios)

b) isoformas que metabolizam xenobidticos lipofilicos em érgdos responsdveis

pela biotransformagto destes (figado, pulmdes, rins e pele).

Sdo vdrios os compostos quimicos de aglio farmacolégica conhecida que

apresentam a capacidade de induzir isoformas do citocromo Paso( Tabela I).
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Tabela I- Indutores de isoformas de citocromo Peso

Classe farmacolégica Composto

Hipnéticos e sedativos Barbituratos (PB), glutetimida, Hidrato de cioral

Anticonvulsivos Difenilhidantoina

Trangiiilizantes Meprobamato, clorodiazepéxido

Anfipsicéticos Clorpromazina, imipramina

Estimulantes do SNC Nicetamida

Antiinflamatérios Fenilbutazona, aminopirina

Agentes hipoglicémicos Tolbutamida, carbutamida

Anti-histaminicos Orfenadrina

Antibidticos Rifampicina, griseofulvina

Fungicida Clotrimazol

Esterdides Espironolactona, pregnelona 16 carbonitrila

Inseticidas ODT (clorfenotano), clordane, hexaclorociclohexano,
dieldrin, hexaclorobenzeno

Hidrocarbonetos policiclicos| 3MC, 3,4 benzopireno

carcinogénicos

Diversos TCOD (2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina), flavonas,
safrol.

* Bock & Remmer, 1978.

O carcindgeno 3MC e o hipnético PB estdo entre os primeiros indutores

"identificados e classificados em distinfos grupos, uma vez que induzem a sinfese de

isoformas de Paso que catalisam diferentes reagSes de oxidagdio. O nivel induzido de
citocromo Psso cessa com a excregdo ou degradagio do agente indutor, como
demonstrado pela administragdo crénica de PB a ratos ocasionando um acréscimo na
concentragdo da enzima até a obtenglio de um novo estado estaciondrio: por outro lado,
apés uma dnica injegdo intraperitoneal, o nive! induzido rapidamente retorna ao

fisiolégico apds excregdo de PB (Bock & Remmer, 1978).
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Jé o insetvicida DDT por sofrer aclmulo ne tecido adipese, mantém a
inducdo enzimdtica por um perisde de tempo mais prolongado, como detectade em

bidpsia hepdtica {Bock & Remmer, 1978).

Os sistemas enzimdticos de moncoxigenases PB-induzidos oxidam, enire
outros substrafos, aminopiring e hexobarbital, enguanto os 3MC-induzidos oxidam

benzopirens, por exemplo (Holder ef o/, 1974, Selkirk et a/i, 1974).

G tratamento com PB 2 3MC induz a sintese de iscformes que quando
isolados e /n wro apresentam alteragfes especirais e denominacdes adequadas as

alteraces observadas fais como Pass Pass € Plaso, {Bock & Remmer, 1978),

1.6 Metabolismo Aicrossomal

As atividades cafgliticas do sistema microssomal sdo decorrentes, pelo
menos em grande parte, do complexc enzimdtico citocromo Pusp e vdrias técnicas t8m
side utilizadas para determinar quais isoformas contribuem para uma atividade catalitica
particular. Um dos principais pontos € a especificidade catalitica, uma vez que pode

influenciar ¢ probabilidade com que um individuo responde o um composto de uma

determinada forma. A flexibilidade estrutural do grupamento heme decorre da presenga
de aiguns residuos-chave, que podem modular a atividade do sistema P atrovés do
tarmanhe das codeias laterais, polaridade e carga, resultando no alto grou de seletividade

de cada iseforma per fantos substrates (MNegishief afi, 1996).

Poules & Raag (1992) afirmam ser necessdrio definir defalhes do
mecanismo do ciclo de reaclie apds o ligaglo ao substrato, gue ocorre segundo 0 esquema

apresentado na Figura 4 {Guengerich g7 gfi, 1995).
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EMA 2. Quadro geral das reagBes cataliticas do complexe citecrome
Paso, destocando a produgfio de O e H0. (adaptado de
Guengerich ef alii, 1995)

A ativagde do citocromo Paso para que ele possa oxidar seu (s) substrato(s),
requer dois eléfrons que sto fornecidos pelo NADPH através da NADPH citocromo Pase
redutase ou mesmo pelo citocromo bs, sendo NADH o fornecedor de equivalentes

redutores, nos diverses passos do ciclo catalitico (Vergéres & Waskell, 1995). O cicle

catalitico envolve os sequintes passos, segundo White & Coon (19807:
1) ligacfie do substrato RH ao Fe™:

2} redugio monoeletrénica do complexo férrico enzima-substrato:
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3) ligacBio do oxigénio molecular ac complexo ferroso enzima-substrato, com

provéivel geracdo de superdxido;

4) transferéncia do segundo elétron do NADPH ao complexo enzima-substrato,

via NADPH citocromo P4so redutase ou citocromo bs;

5) protonagdio do dtomo de oxigénio distal por um ion hidrogénio, com provdvel

produglio de perdxido de hidrogénio;
6) clivagem da ligagéio O-O para produzir um intermedidrio ferro-oxo reativo;
7) insercdo de um dtomo de oxigénio ativade numa ligaglio C-H do substrato;

8) dissociagdo do produto e regeneragdo do citocromo Paso férrico.

1.7 Lipoperoxidagdo da Membrana Microssomal

De maneira geral, a lipoperoxidagfio principia com a abstragdo de um dtomo
de hidrogénio de um dcido graxo insaturado com conseqlente formagdo de radical
lipidico. O rearranjo de ligagSes duplas gera dienos conjugados, que ao serem atacados

_por oxigénio molecular formam um mdaca# peroxahpedaco Es?e Tan‘l'o pode abs'!'ra%r' um

hidrogénio do lipideo vizinho formando hedr‘oper‘ox:do iipidiCO como pode formar' um

endoperéxido lipidico (Poyer & Stanley, 1975).

A lipoperoxidacio também pode ser definida como um processo
degenerativo que envolve a ruptura de dcidos graxos poliinsaturados, ruptura
provavelmente causada por radicais livres e que acaba produzindo um radical lipidico
(Slee & Slee, 1980). A taxa de peroxidacdo em microssomas mostrou ser fungdo da

concentracéio de dcidos graxos poliinsaturados (Tien & Aust, 1982).
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Acidos graxes com trés ou mais ligagSes duplas intercaladas com pontes
metilénicas produzem malondialdeido. Malondicldeido pode se ligar a grupos amino de.
fosfatidil-etanolamina e de cadeias laterais protéicas, produzinde cromolipideos

fluorescentes (Dillard & Tappel, 1971).

A preparagdo microssomal obtida a partir de reticulo endoplasmdtico liso e
rugose pode sofrer dois tipos de lipoperoxidactio. A de natureza enzimdtica é NADPH-
dependente e requer a presenca de Fe-ADP (Hochstein & Ernster, 1963; May & McCay,
1968; Wills, 1969; Poyer & McCay 1971), enquanto a ndo-enzimdtica requer ascorbato
como agente indutor (Wills, 1969; Koster & Slee, 1980).

Microssomas hepdticos t8m demostrado ¢ capacidade de catalisar
peroxidagdo NADPH-dependente de dcidos graxos insaturados enddgenos, sendo
necessdria a presenca de ions férricos e quelantes metdlicos, tais como ADP ou
pirofosfatos (Svingen ef alli; 1979). A fungdo dos quelantes seria impedir a ligagdo do
Fe® aos componentes da membrana e prevenir a precipitagiio de Fe(OH); (Buege & Aust,

1978).

Ferro reduzido por via enzimdtica pode desempenhar um papel

significativo na iniciagdo e propaga¢lo de lipoperoxidagdo NADPH-dependente (Sugioka

iniciagio hé formagdio de pequena quantidade de hidroperéxidos lipidicos catalisada por
um ion perferril-ADP, enquanto na propagacéio hé quebra dos hidroperéxidos formados
no primeiro passo, com concomitante formagdo de intermedidrios reativos e produtos
caracteristicos de peroxidagdo. Hidroperdxidos lipidicos e compostos que reagem com
deido tiobarbitirico sdo formados rapidamente durante a propagagdo, que pode ser
catalisada pela adig@io de Fe*-EDTA, Fe*-DTPA ou citocromo Psse oxidado. Entretanto,

essa enzima € destruida durante o passo final do processo (Svingen ef a/fi, 1979).

A misturc de sais de Fe® e H,O; reage com muitas moléculas orgdnicas,

provavelmente pela formaclio de um radical hidroxil; tracos de Fe® também vpodem
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reagir lentamente com M0, em condigdes fisioldgicas. Ambos confribuem para a

lipoperoxidagdo de membranas bicldgicas {Halliwell & Gutteridge, 1983).

Também tem sido observado que alguns substratos do citocromo Paso ao
sofrerern  hidroxilagdo, inibem o processo lipoperoxidative, sugerinde que
lipoperoxidaglo e metabolismo de drogas competem por equivalentes redutores de um
mesmo componente fransportador de elétrons. Algumas dessas drogas sto potentes
agentes antioxidantes, enguanfo oufras sz convertem o ontioxidantes, co serem

hidroxiladas pelo prdprio sistema enzimético (Pederson & Aust, 1974,

MNADH ndo catalisa o rdpida lipoperoxidagto em lipideos de microssemas
intactos no presenga de ADP-Fe®, porém se esse complexo estiver presente se mostra
tdo efetivo quanto o pripric NADPH | Pederson e colaboradores (1973) demonstraram
gque NADPH citocrome bs redutase purificada de preparacfes microssomais, promove a
peroxidaclo de lipideos de microssomas isolades em um sistema reconstituide contends

MNADH e Fe¥ quelado, Tanto por ADP como por EDTA.

Citocromo Pasp  interage com  hidroperdxides lipidicos exdgenos,

promovende consumo de O; e gerando produtes de gquebra de perdxidos lipidicos

Fe em preparagfes microssomais, pode estar presente tanto ng forma
heme como ndo-heme e, a adiglio de EDTA, desferrioxaming ou ortofenantreling inibem g

formagdo de perdxides lipidicos incubados com NADPH (Wills, 1969,

O complexoc Fe™-EDTA catalisa o inicio rodical do gquebra de
hidroperdxidos lipidicos, formando intermedidrics reativos que parecem incluir 07 mas
ndic HO™. Fe-citocromo Puse € um agente enddgeno de propagacto de peroxidacdo,

mesmo sendo destruido durante o processo de propagocdo (Svingen ef o/, 1979).
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1.8 Dipiridamel (DIP)

Dipiriclamel, 2,6- bis{dietanclaminag)-4 8-dipiperidine-[5 4-d] pirimiding
{Figura 2} € um vasodilatador coronariane de uso clinice cldssico, redutor da afinidade
da nemoglebina per O tanto na forma isclada como em eritrécites intactes (Marshall &

Parrat, 1973, Meirelles, 1983; Marchant e7 o/, 1984),

¢, ®#N®0,  H

FIGURA 2. Representagdic espacial mais provével do DIP {Obtida pelo
programa ChemSketch 3D)

Ndo s6 ¢ DIP, mas também alguns dos seus derivados apresentam efeite

inibitéric sobre o transporte dos fons fosfato e adenosing através da membrana de
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eritrécitos (Gerlach et alii, 1965). Também foi demonstrado que DIP inibe o
crescimente, a incorporacto de nucileosideos e a ativacdo plaguetdria em tumores

humanos (Batisda ef alii, 1985).

Modelos experimentais t8m demonstrado que DIP previne trombose,
sendo possivel que outros fatores além da inibicdo de agregacdo plaquetdria possam
contribuir para sua efetividade (Harker et ali, 1976). Compostos que aumentam a
concentragdo de  AMP. intraplaquetdric  inibem  agregagie  plaguetdria,

independentemente do agonista utilizado (Milis & Smith, 1971).
O principal mecanismo sugerido para a inibigdo propunha que:

a) DIP agiria como um efetor alostérico negativo da fosfodiesterase de
plaquetas, causando acréscimo de concentrace de AMP. intraplaquetdrio e
conseqgiiente potencializacdo das ag¢Bes inibitérias de agregacto das

prostaciclinas;
b) estimularia diretamente o endotélio vascular & liberagdo deste eicosandide;

¢) inibiria o metabolismo e consumo celular de adenosina, causando um

acréscime de sua concentracio na interface parede vascular-plaqueta

DIP pode exercer sua atividade antitrombética /1 vive ao reguiar a
disponibilidade do vasodilatador endégeno adenosina, inibidor da agregagfio de plaquetas
que fambém pode modificar lesfio de células endoteliais neutréfilo-dependentes. O
consumo celuiar de adenosina é regido por dois mecanismos: o primeiro envolve
saturacdio a altos niveis de substrato, mecanismo este inibido por DIP segundo a cinética
de Michaelis-Menten; o segundo corresponde ds leis de uma difusdo simples que ndo ¢
afetada por DIP, a difusdo facilitada prevalece em concentracbes fisioldgicas de

adenosina (Ross & Pfleger, 1972; Schrader et afii, 1972).
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Come adenosina pode inibir agregacfio plaquetdria ao estimular adenilato
ciciase, concentracOes suficientes de DIP poderiam amplificar o efeito ao inibir
fosfodiesterase. Aumento de concentragBes plasmdticas de adenosina foram observadas
apds injegdes infravenosas de DIP em voluntdrios, por outro lado, concentracdes
terapéuticas de DIP (3,2 uM) tém inibido ADP e agregagtio induzida por coldgeno em
sangue total, mas ndo em plasma rico em plaquetas, /7 wiro . ConcentracBes de DIP da
ordem de 0,2 uM que ndo afetam agregac@io ADP-induzida, inibem agregagdio esponténea

em sangue fotal (Harrison et affi, 1985).

Embora ndo existam evidéncias diretas que comprovem a participacto
desse mecanismo no efeito antitrombético pés administracio oral de DIP, seria
interessante especular a sua relevincia quando a destruicdio de eritrécitos coexiste com
ativaglo plaquetdria, dado que eritrécitos liberam ADP e esse, por sua vez, ativa
plaquetas. O aglo agregante do ADP € perdida quando da incubagiio com células
endoteliais e forna-se anti-agregante mesmo na auséncia de formaglio de prostaciclina,
jé que seu metabolismo gera adenosina. DIP potencializa a atividade anti-agregante
coincidentemente com a inibicdc do consumo de adenosina por células endoteliais

{Crutchley et afii, 1980).

DIP interage com com micelas de lisofosfatidilcolina (LPC) e soro albumina

 bovina (BSA), permitindo inferir que esta Gltima seria o'cﬂi'lvo”pﬁ'?rieirb' da 'dbo'ga' in vivo
(Tabak & Borisevitch, 1992).

Ratos tratados com DIP apresentaram protecdo a discinesia -distirbio
motor crdnico agravado por ‘stress", induzida por iminodipropionitrila (IDPN),
decréscimo de vitamina E, acréscimo de dienos conjugados e hidroperéxidos lipidicos em

cérebro, sugerindo o envolvimento de espécies reativas de oxigénic no processo (Tarig

et alii, 1995).
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Essa drega também inibe lipoperoxidagtc (Batisda et a/ii, 1985, Ford &
Hait, 1990) e atua como seqilestrador de radicais superdxido, hidroxila e peroxii (Tuliane

et alii, 1995).

A aspirina® apresenta aita eficiéncia, jé suficientemente comprovada, no
combate a oclusdoe vascular, porém doses de 25 mg de dcido acetil salicilico associadas a
200 mg de DIP com uma forma modificada de liberactio demonstraram maior eficdcia na

prevengdo secunddria a acidentes vasculares (Diener ef a/ir, 1996).

- A oxidacto de DIP em solventes como acetonitrila e etanol ¢ detectada
por um decréscimo de fluorescéncia e alteragdes no espectro de absorgo ética, com a
liberacto de um elétron e concomitante formagte de um cdtion radical identificdvel por
ressonéncia de spin eletrdnico (ESR). A susceptibilidade do DIP & oxidaglio estd em
concordéncia com a sua jd relatada atividade antioxidante fanto em sistemas modelo

como em meios bioldgicos (Almeida et a/ii, 1998).

DIP em benzeno apresenta uma pequena atividade antioxidante, enquanto
que a proteglo & lipoperoxidagdo aumenta com o aumento de polaridade do solvente,
sendo maior em vesiculas lipidicas. Resultados de ressondncia paramagnética eletrdnica

(EPR) e eletroquimica sugerem a existéncia de uma reagdo de transferéncia

cdtion DIP e um dnion peroxil LOO", confirmando resultados jd citados (Pedulli et a/i,

1999).

eletrénica entre o radical peroxil iniciedor.e.0-DIP, com.geragte. e sm eadiesl
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2. OBJETIVOS

- Obter preparagdes microssomais cerebrais de camundongos para analisar,
comparativamente, a possibilidade de DIP sofrer biotransformagdo por

microssomas hepdticos e cerebrais;

- Verificar a indugdo de isoformas hepdticas do citocromo Pssq por PB e 3MC,
ndo s6 para testar a atividade enzimdtica microssomal, mas também para

verificar a participagtio do sistema enzimdtico citocromo Paso

- Estudar a interagdo DIP-membrana microssomal hepdtica para uma melhor

andlise dos experimentos de metabolizagdo de DIP;

- Analisar a possibilidade de DIP sofrer biotransformagdo por sistemas
microssomais hepdticos confrole e induzidos, visando demonstrar «

participactio do sistema citocromo Paso neste processo;

- Estudar a atividede antioxidante do DIP em preparagbes microssomais

hepa‘hcas em condlgoes me'!‘abohcas e nao membohcas com o ob Je.hvo de

demonsTmr que DIP mesmo em processo ahvo de buo?ransformagao pode

manter sua atividade antioxidante.
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3. MATERLAIS E METODOS

3.1 Aﬁimais

Foram utilizadas fémeas de camundongo Swiss, com um més de idade e
pesando entre 8 e 20 g e ratos machos Wistar, com peso entre 200 e 250 g. Os animais

foram fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP.

3.2 Preparagdo Microssomal Cerebral

Ratos Wistar foram decapitados e os cérebros retirados, pesado, picados
com o auxilio de um bisturi e homogeneizados em um Potter-Elvehjen em trés volumes de
tampdo TRIS-HCI 10 mM, EDTA 0,2 mM, PMSF 0,1 mM, DTT 0,1 mM, BSA 0,2 %, pH
7 4. O homogenato foi centrifugade a 9.000 xg por 30 minutos e o sobrenadante obtido,
submetido a duas ultracentrifuga¢les consecutivas a 120.000xyg por 1 hora, cada. Todos
os experimentos foram conduzidos a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em tampdo
TRIS-HCI 10 mM, EDTA 0,2 mM, pH 7,4 e armazenado em Biofreezer Forma Scientific

a -80 °C, por um periodo mdximo de 90 dias.

3.3 Preparagdo Microssomal Hepatica

Os camundongos e os ratos foram sacrificados por deslocamento cervicai,
os figados retirados, pesados e lavades em Nall 09%, sendo em seguida
homogeneizados em Potter-Elvehjen em trés volumes de tampdo fosfato de potdssio
0,1 M,EDTA 0,1 mM, pH 7,4. O homogenato foi centrifugado a 9.000xg por 20 minutos,
o precipitado descartado e o sobrenadante novamente centrifugado a 20.000xg por 40

minutos em uma Centrifuga Beckman J2-21. O sobrenadante obtido foi
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ubtracentrifugado por 2 vezes consecutivas a 105.000xg por 1 hora, o pellet final,
contendo a fragde microssomal foi ressuspendido no mesmo tampéo de preparacdo e
armazenado num Biofreezer Forma Scientific a -80 °C, por um periodo méximo de 90

dias. Todos os passos experimentais foram conduzidos g 4 °C.

3.4 Dosagem Protéica

A dosagem da concenfraglo de proteina total nas preparacSes
microssomais foi feita pelo método de Lowry (Lowry er afi, 1951), utilizando curva

padrdo de BSA.

3.5 Determinagdo de citocromo Paso

A concentragfio de citocromo Psso foi estimada pela diferenca de
absorbancia em 450 nm do citocromo reduzide por ditionite de sédio e saturado com CO
e da forma reduzida em 490 nm, utilizando-se um coeficiente de extincdo de 91 ML.cm™

(Omura & Sato, 1964).

3.6 Determinagdo de citocromo bs

O citocromo bs foi determinado pela diferen¢a do espectro da forma
reduzida por ditionito e o espectro da forma oxidada, com um coeficiente de extincéio

molar de 118 M .cm™ em 423 nm (Ozols, 1974).
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3.7 Experimentos de inducdo de citocromo Piso hepdtico
3.7.1 Por Fenobarbital (PB)

Os experimentos de indugdo foram conduzidos afravés da aplicacdo de
NaCl 0,9% nos camundongos fémea, seguida de sete dias de dgua ad /ibitum para os
animais controle. Nos animais teste foi aplicada uma tnica injegdo intraperitoneal (ip) de
PB 80 mg/Kg de peso corporal em NaCl 0,9%, seguida de PB 0,1% na dgua de beber por

sete dias consecutivos. Logo em seguida os animais foram sacrificados por decapitagdo.

3.7.2 Por 3-metilcolantreno (3MC)

Ao animais controle receberam uma inje¢do i.p. didria de éleo de oliva por
trés dias consecutivos, enquanto os animais teste receberam uma injegdo i.p. didria de
3MC 30 mg/Kg em dleo de oliva, durante o mesmo periodo. Os animais foram

sacrificados seguindo a metodologia descrita no item anterior.

3.8 Interagdo DIP-membrana microssomal

Valores de concentracdo de DIP variando entre 1 e 5 uM em tampdo
fosfato de potdssio 0,1 M, pH 7,4, foram incubados por 5 minutos 4 temperatura
ambienfe e protegidos da fotooxida¢do. Essas mesmas concentracdes foram incubadas
com concentracdes de até 0,06 mg de proteina/mL de membrana microssomal hepdtica
obtida de ratos, em iguais condi¢Bes. Logo, foram obtidos espectros de fiuorescéncia de
varredura entre 430 e 600 nm, com e~ 415 nm, filtro 1, ganho 1, HV,= 680, HVe= 590,
em um espectrofluorimetro SLM Aminco SPF-500™. Os gréficos foram obtidos através
de “software” acoplade ao fluorimetro e convertidos com o uso de pregrama gréfico

ORIGIN®,



40 Materiais e Métodos

3.9 Metabolismo microssomal hepético de DIP
3.9.1 Metabolismo microssomal em camundongos

O meio de incubagio controle conteve até 0,6 mg/mL de proteina
microssomal, sistema regenerador de NADPH (10 mmol/mL de glicose-6-fosfato, 1
mmol/mL. de NADP® e 1 unidade de glicose-6-fosfato desidrogenase) ou a préprio
coenzima em tampdo fosfato de potdssio 0.1 M, pH 7.4. DIP foi adicionado até uma
concentracdo final de 10 uM. DIP foi solubilizado em tampéo fosfato de potdssio 0,1 M,
pH 7.4 sob aquecimento a 60 °C por um periodo de 3 horas, apés o qual foi submetido a

uma filtraglo. A concentragdio mdxima obtida atingiu 22,5 pM de DIP.

O consumo de NADPH na solugdio controle e na amostra foi acompanhado
pelo decréscimo de absorbancia em 340 nm (pico da forma reduzida), em um
espectrofotdmetro Beckman DU-70, que também permite a impressdo dos grdficos

obtidos.
3.9.2 Metabolismo microssomal em ratos

O meio de incubagdo controle conteve até 0,06 mg/mL de proteina

microssomal e até 10 pM de DIP, sendo que também foram feitos controles do sistema

“regengrador nia presenga dumembrana microssoral e do-sistema regenerador somente
na presenca da droga. A biotransformacto de DIP conduzida por microssomas hepdticos
de ratos foi acompanhade pela variagio da intensidade de fluorescéncia da droga em
496 nm, quande da excitaglo em 415 nm, sendo as medidas conduzidas no mesmo

apareltho jdé citado.
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3.10 Incubagdo com CO

Para os ensaios de inibicdo do complexo enzimdtico citocromo Paso foram
utilizadas aliquotas de 40 pl de solugdo de H.O desionizada saturada por borbulhamento
com CO. Aliquotas foram adicionadas a amostras de mesma composicéo ds determinadas
para metabolismo microssomal hepdtico de DIP em camundonges e ratos, sendo pré-

incubadas com CO por B minutes na presenca de NADPH, previamente & adigtio de DIP,

A solugdio saturada de CO apresenta uma concentragéio 2,6 x 10° M como
determinado por titulagdo com hemoglobina (dados ndo mostrades), a aliquota utilizada
para detecgtio e quantificagfio de citocromo Pssc foi equivalente a uma concentragéo de

107 M.

Foram determinadas as constantes de velocidade de consumo de DIP em
condigdes metabdlicas, sendo k a constante de velocidade de consumo de DIP obtida
pelo decréscimo de infensidade de fluorescéncia em 496 nm (hexc= 415 nm), através da
razdo Vi./C™, onde Vi, é a velocidede do decréscimo de fluorescéncia obtida pela
tangente do ponto médio na declividade inicial da curva de decaimento ¢ C" € a
concentragdo inicial de DIP; k. sendo a razdio entre as k obtidas na presenga de CO e na

auséncia de CO.

3.11 Estimativa de Lipoperoxidagdo

Concentragfes com um mdximo de 0.5 mg/mL de proteina microssomal
foram incubadas em meic conftende tampdo fosfato de potdssio 0,1 M, pH 7,4, ao qual
foram adicionadas concentragdes de DIP até uma concentra¢do final de 10 uM na
presenca ou na auséncia do sistema regenerador de NADPH, sempre para um volume

final de 0,5 mL. Também foram feitos experimentos na presenca ou auséncia de EDTA.
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Todas as amostras em duplicata com um minimo de 3 experimentos, foram incubadas por

20 minutos a 37 °C.

‘ Apés a incubaglo, 2 ul de butil hidréxi toiueno (BHT) 100 pM foram
adicionados para inibir o processo oxidativo e as amostras foram tratadas com 1 mL de
H2504 0,04 M, 1 mL de dcido fiobarbitdrico (TBA) 0,67% em NaOH 25 M. Em seguida
as amostras foram incubadas a 90 °C por 20 minutos e 5 mL de n-butanol foram
adicionados & mistura, que foi centrifugada a 1000xg por 15 minutos. As substéncias
reativas ao TBA (TBARS) foram determinadas na camada orgénica por medidas de
fluorescéncia utilizando-se hec= 515 nm e demis= 555 nm. O contelido de TBARS foi

calculado com base em uma curva padréo de 1, 1, 3, 3-tetraetéxipropano (Yagi, 1976).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de atividade microssomal cerebral

Para testar a integridade da atividade enzimdtica microssomal, foram
feitas dosagens de proteina pelo métode de Lowry e colaboradores (1951). As
preparagoes cerebrais apresentaram um valor médio de 3.4 mg/mL, porém, apesar do
teor proteico, o mdximo volume obtido a partir de 10-14 animais néo ultrapassou 3,0 mL,

insuficiente para os ensaios metabdlicos.

A concentragdo de Psso em cérebro de ratos € em torno de 4% do nivel
hepdtico e apresenta mlltiplas isoformas como demonstrado por resultades de
imunoinibicio e “imunoblotfing”; ensaios imunocitoquimicos detectaram  Puso,
predominantemente, em corpes celulares de neurdnios e, em menor quantidade, cértex
cerebral, cerebelo, tdlamo, hipotdlamo, e hipocampo (Anandatheerthavarada et alii,

1990; Bhamre et alii, 1992).

Os microssomas cerebrais foram obtidos de homogenate de cérebro sem o
cerebelo e além do pequenoc volume obtido, contiveram uma minima quantidade de Pasg, da

ordem de picomoles/mg de proteina, sendo parte na forma de citocromo Pszo, forma

solivel de Psso € que ndo participa de processos de biotransformacgdo. A identificacdio do
citocromo Pszo foi feita através do pico de absorgdo caracteristico em 420 nm (Omura &
Sato, 1964) que aparece concomitante com ¢ pico do citocromo Psso como verificado na

Figura 3.

A forma solivel Pszo pode ser reduzida por NADPH ou NADH em condig8es
anaerébicas, porém diferentemente do Pusp, ndo sofre reduclo na presenca dessas
coenzimas quando em aerobiose. A conversdo de Psse em P € facilmente obtida pela
digestdio ancerdbica de microssomas com veneno de cobra ou deoxicolato, agentes que

podem atacar fosfolipideos de membrana (Omura & Sato, 1964).
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FIGURA 3. Espectro de absorgio de MCR.1,0 mg/mL de proteina em tampdo fosfato de sddio
0.1 M, pH 7 .4, reduzidos por ditionito de sédio e complexados com €O, 25 °C.

E possivel que a solubilizagdo de parte da populagdo de citocromo Pasp seja
decorrente de uma maior susceptibilidade da membrana microssomal cerebral aos
experimentos preparativos. Vdrias foram as tentativas de estabelecer uma metodologia

adequada, no entanto as preparacdes cerebrais ndo apresentaram resulfados

~.Lepetitivas, tenda sido descartada por todos oz metives citades:

O estudo do metabolismo de xenobiéticos mediado pelo citocromo Pas
cerebral € de extrema importancia, ndo sé pela possibilidade de regulagdo local da agto
farmacoldgica, mas igualmente pela geraclio de metabélitos inativos ou mais ativos, pelo
vazamento de espécies reativas de oxigénio e seus efeitos, ou ainda pelo possivel
envolvimento na patogénese de vérias desordens neurodegenerativas (Ravindranath ef

alfi., 1989).

A isoforma debrisoquina hidroxilase, por exemplo, é um dos maiores

receptores de inibidores do transporte de dopamina (Niznik er a/fi, 1990), também foi
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sugerido que uma isozima Paso pode ser um receptor sigma dopaminérgico (Ross, 1990;
Klein et alii, 1991). Como muitos ligantes de receptores sigma apresentam efeitos
psicotomiméticos, citocromos Piso podem estar envolvidos com esfados psicéticos

(LaBella, 1991).

4.2 Teste de atividade microssomal hepética
4.2.1 Caracterizagdo espectral de citocromo bs e citocromo Paso

Os testes para verificagdo de atividade enzimdtica microssomal foram
conduzidos apds a determinagdo de concentragdo protéica total (17,6 mg/mL como
valores médios) e, posterior identificacdo e dosagem de citocromo Psso e citocromo bs

por espectros de absorgdo (Omura & Sato, 1964) como mostrado na Figura 4.

Os valores médios de citocromo Pasp atingiram 0,2 pmoles/mg de proteina
para microssomas hepdticos de camundongos e 0,6 pmoles/mg de proteina para ratos;
valores de concentracdo de citocromo bs variaram em torno de 14 umoles/mg para

ambos animais. Tais valores estdo de acordo com a literatura (Baker ef a/ii,, 1990).

Ratos Wistar mostram uma peculiaridade no que tange a concentragéo de

citocromo Paso, machos cont@m uma maior concentragéio do que fémeas, diferentemente
do encontrade para humanos e outros mamiferos (Schenkman ef afii, 1967), sendo por

este motivo utilizados para experimentos de metabolizacdo de DIP.
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FIGURA 4. Espectros de absorgdo de citocromos microssomais. MHR img/mL de proteina,
Espectro de citocromo bs, obtido pela reduclio com ditionito de sédio, com picos
caracteristicos em 424 nm e 412 nm; espectro de citocromo Pasy obtido pela
complexacdo da amostra anterior com CO, com pico caracteristico em 450 nm.
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4.2.2 Inducdo de citocromo Puso por PB e 3MC

As dosagens protéicas determinaram valores médios de 23 mg/ml. A
inducdic de citocromo Puse foi confirmada (Figura B), sendo o grau de induglo compativel

com o8 dados de literatura {Anandatheerthavarada ef g/, 1990)

controle PB 3N

1 citocromo Pase {umoles/mg de proteina)
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microssomais hepédticas controle, tratadas com PB e 3MC.

O processo de indugdo de isoformas hepdficas visou a cbtenglo de um
corpo de resulfados gue contribuisse para demonstrar o participaglio do complexo
enzimético citcromo Puse na metcbelizacde do DIP. Verificada a indugfio, foram
conduzidos experimentos espectrofotométricos para avaliar a biotransformacdio de DIP

por MHC controle, tratados com PB e com 3MC.
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4.3 Metabolismo hepdtico de DIP

A observagdo direts do metabolismo microssomal hepético de DIP por
espectrofotometria € invidvel em virtude do baixo coeficientz de extinglio da droga na
regidic do visivel, gy = 5400 cm™ em 415 nm (Borisevitch & Tabak, 1992), Além do que, as
suspensdes colaboram aditivamente com ¢ grau de espalhamento de luz.Sende DIP um
xenobidtico lpofilico e, portanto, potencial substrato de moncoxigenases hepdticas
NADPH-dependentes, analisou-se o metabolismo peln oxidaclio do cofator, doador de

equivalentes redutores 4 reaglio,

Para tal, gquande quantidades iguais de NADPH foram adicionadas oo meio
de incubagdo contendo microssomas- meio controle e & amostra - microssomas e droga,
observou-se um decréscime na concentractio do cofator reduzido em 340 nm {Fig. 6). ©

consume de NADPH fol dependente do tempo, sempre zerando contra o meio controle.

A Figura & mostra fambém um decréscime no pico correspondente ao
citocrome by reduzido, com um mdximo em 424 nm e um minimo em 412 nm. O pico surgiu
no espectro diferencial de microssomas, logo apds ¢ adigfio de NADPH & amostra e
permanecey inalterado até que NADPH pudesse ser detectado {espectros 1-3), quando

_entdo decresceu (espectros 4-6).




Rezultados e Digcussdo 49

Ahs
a3

280 3z4 358 412 456 00

Alnm}

FIGURA &, Espectro de absorglio UV-Vis de NADPH e citocromo bs no metabolisme de DIP
por MHCs... Os especiros diferenciais foram coletades em intervolos de 2 min
contra controles contende MHCsu. 2 DIP. As concentraces iniciais foram 10 uM de
DIP, 0,3 mg/mL de proteing microssomal e 0,6 mM de NADPH, 25 °C.

A oxidacdo sé foi detectada pare concentracles protéicas acima de 0,30
mg/ml. (Fig. 7), ndo havendo reduglio perceptivel em concentracles inferiores. Tampouco
algum decréscimo foi observado ne controle, quando da incubagdo de NADPH com 08

mg/ml de proteina microssomal na auséncia da droga, durante um intervalo de 2 horas.

Os resultodos demonstram consumo do cofator em condicfes metabdlicas
para o DIP, bem como g oxidagdo do citocremo bs Jd no auséncia de NADPH.
Considerando gue citocrome bs pode transferir o segundo elétron ao citocromo Puss, sua
participagdo pode ser indicativa de que o substrate em questdo poderia estar sofrendo

uma reducdo (Pompon & Coon, 1984, Guengerich ef /i 1995},
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FIGURA 7. Oxidaglio do citocromo bs pelc metabolismo microssomal de DIP. 03 mg de
proteina/mi, 10 uM de DIP, 06 mA de NADPH em tampdo fosfato de sédic 0,1 M,
pH 7.4, 25 °C. Cdlculos obtidos do espectro de absor¢le do citocromo bs. (B) MHC
controle, (8) MHC tratados com PB 2 {4 MHC fratados com 3MC. Os valores foram
normatizados em relocdo o MHR controle.

Tem sido demenstrado que a participaglio do citocromo bs pode ativar,
inibir ou mesmo nde afetar ¢ metabolismo Puso-dependente, sendo os resulfados
experimentais claramente dependentes da isoforme envolvida, do substreto e das
condigles de protocolo. Como resultado da transferéncia do segundo eléiron pelo bs,
oxidacdo do substrato cotgiiseda pelo Puso torna-se mais eficiente, ou sejo, uma maior

poduto.é. obtida As exnens

{Vergeres & Waskell, 1995},

4.3.1 Yelocidades de oxidagdo de NADPH

Os coeficientes de velocidade de oxidaglio do cofator em condigles
propiciag oo metabolismo de DIP foram observados para microssomas controle, tratados
com PB e 3MC em funglo da concentraglo protéica Os valeres de k foram obtides pela
diferenca ky - k. . sende Ky o velocdidade de oxidacle de NADPH na amostre contende

DIP e ke a velocidade de oxidagdo de NADPH no controle, contendo apenas microssomas

produtes. 1615 -Come-SUReRdido o
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e cofator. k é dado peia razdo enfre a velocidade de oxidagleo de NADPH e a sua
concentragdo num Yempo t=0. Os resultados representam a média de no minimo trés

experimantos especirofotoméiricos.

A Figura 8 mostra um aumento na velocidade de oxidagdo de NADPH na
resenca de DIP para microssomas tratados em relacfo ao controle, apresentando um
g G L

méximo para 0,6 mg/mlL de MHC tratados com 3MC.
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FIGURA B. Coeficientes de velocidade de oxidagdo de NADPH para o metabolismo de DIP,
10 p#h de DIP em meio de incubacfio contendo 0.6 mM de NADPH 2 a2 0,6 mg/mlL
de proteina microssomal, sendo (B) MHC controle, (@) MHC tratedos com PB 2 (&)
MHC tratodes com 3MC

3MC € reconhecidamente, um notente induter de isoformas citocromo Pago,
como etéxicournarina-O-deetilase, arithidrocarbonete hidroxiigse e etoxiresorufing O-
dealquilase (CYP TA1), enquanto PB induz pentoxiresorufina O-dealquilase (provavel CYP

TIB1), aminopirina N-demetilase e morfina N-demetilase (Anandatheerthavarada 7 alii,
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1990; Balvers et o/ii, 1992). Uma vez que os coeficientes de velocidade de oxidacto de
NADPH sdo maiores (K auc> Kea > K¢ ) para preparacfes obtidas de animais tratados com
indutores de citocromo Pasoe, aliado g este resultade, os valoras aumentam & medida que
¢ maior a concentractio protéica, este corpo de resultados constitui outra evidéncia da

participacdo do complexo enzimdtico Puso na biotransformacte de DIP.

4.3.2 Inibigdo do metabolismo microssomal hepdtico de DIP em presenca de

o

Mondxido de carbono-CC € um dog mais tradicionais inibidores de
hemeproteinas, apresenta uma ofinidade extremamente aita per hemoglobing, sendo
inclusive utilizade para dosagem de citocromo Pusp reduzido por ditionito de sédio
{Omura & Sate, 1964). A pré-incubaclio conforme descrita em Materiais e Métodos se
faz necessdria, uma vez gue CO 36 complexa com g forma reduzida de citocromo Paso,
enquanto que esta enzima precisg estar oxidada para conduzir o catdlise (Guengerich 7

alii,, 1998

O decaimento de intensidade de fluorescéncia do DIP em condigBes de

retabolizacto por MBIC no presenca e e T ausBnci T O forreced o8 TresUivadey
apresentados ng Tabela IT, sendo os valores de k obtidos como descrito em Materiais e

Metodos,
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Tobela II. Efeito de £O sobre o consumo de DIP por MHC

microssomas controle | Microssomas tratades com | microssomas frotades
B com IMAC
Trotaments
k x 10° ke kx 10° k. k x 10° .
serm 0 i5x6 1.0 56+ 11 i0 0E2 10
pmd n=3 n=3

com C00 5£03 03+01 10212 03201 16+07 1 05=203

A n=4 n=4 nz3 nz3 =3 n=3

Os valeres demonstram gue ¢ presenga de CO inibe o consumo de DIF em
condicBes metabdlicas, mais significativamente em microssomas tratados com FPB. Tais
resultados ndo confirmam os resultados de velocidade de oxidaclo de NADPH e
citocromo bs, que mostram ser mais eficiente a metabolizaclo catalisada por enzimas
microssomais induzidas por 3MC, porém as constantes apresentam um desvio padrio

congiderdvel.

Por outre lade, estes dados demonstram gue de fate quando DIP estd na
presenca de muitas isoformas em pequenas concentragdes, os valores de coeficiente de

yelocidade de oxidaclo de cofator apresentam um desvio significative, enquanto que na

presenga de isoformas induzidas por PB e 3MC (menor nimero de iscformas, porém em
maiores concentracfes) o desvie cai consideravelmente. Logo, podemes inferir que
algumas das isoformas induzidas deve apresentar maior especificidade catalitica na
metabolizagtio de DIP, ¢ que justificaric um menor desvie padrde e confirmaria a

participacdo de citocromo Pasg neste processo.
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4.4 Interagdo DIP-membrana microssomal hepdtica

Num primeiro momento, 295 nm fol escothide como & de excitacdo, ndo sé
por resultar na emissdo de uma maior intensidade de flusrescéncia do DIP (Fig. 9) mas
também por excitar mais especificamente Trp de membrana, permitinde uma dupla
andlise: o efeito da droga sobre o membrana microssomal e o efeito da membrana sobre
¢ intensidade de fluorescéncia emitida pelo DIP. Parg tal, foram feitos os controles de
espalhamento de luz pelos valores de absorbdncia em 295, 343, 415 ¢ 496 nm nas
sugpensdes microssomais incubadas cormn 10 oM de DIP, sendo selecionadas
concentragdes entre 0,01 e 0,06 mg/mlL. Essas concentragfes apresentaram absorblncia
< 015, portante evitando os efeitos de filtre primdric e secunddric gue poderiam

mascarar os resultadoes de fluorescéncia (Fig 9).
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FIGURA 9. Controle de espathamento de luz AAHR-DIP loncentracfes de MHR incubadas com
10 M de DIP, em tampdo fosfato de potdssio 01 M, pH 7.4, 25 °C.
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Considerando os resultados obtidos por espectrofotometria e o recém
exposts, optou-se por confirmar a biotransformagfio do DIP por fluorescéncia,
acompanhando agora o espectro de emissde do composto em 496 nm, excitado em 415

nm,

0Os dados especirofotométricos des ensaics de interaglo DIF-membrana
para avaliar os efeites do composto sobre ¢ membrang, utilizando A= 295 nm e Jemis™
343 nm foram omitidos. 4 variaclo de intensidade de fluorescéncia foi exfremamente

sequeng, dificultande uma andlise acurada dos resulados.

No tocante & biotransformacde de DIP por sistemas enzimdticos
microssomais, fez-se o estude da interaclio de DIP com as membranas, objetivando
analisar possiveis modificacfes espectrais da droga quande em condigfes ndo-
metabdlicas, Foram utilizadas concentragfes de proteina microssomal até um mdximo de
0,06 mg/mL uma vez que pare concentracBes superiores o espalhamentc de luz €

detectado.

No foi observade deslocamento algum no pico de intensidade de
fluorescéncia do droga na presenga de membrang, apenas uma redugfio na intensidade

(Figura 10). Tampouco a presenga de CO causou modificacles no especire de

{resultados ndo mostrados).
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FIGURA 10, Espectros de fluoresc@ncin da  interagio n8o-metabdlica DIP-MMHR.
Concentragles de DIP incubadas com membrana microssomal, em tampdo
fosfate de potdssio C1 M, pH 7,4, 25 °C. () DIP controle, () com 0,01 mg/ml,
{-3com 0,03 mg/mb, (=) com 0,06 mg/mb.

O que também pode ser observado foi um peguenc aumento da intensidade
de fluorescéncio da droga na presenca de 0,01 mg/ml de proteina microssomal, exceto

para a conceniraglie de B uM, em todos os experimentos. A Fig. 11 gpresenta valores

cormparatives.
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FIGURA 11. Decaimento da intensidade de fluorescéncic de DIP em condigles ndo-
metabdlicas. Concentrasdes de DIP em tampdo fosfato de potdssio 01 M, pH 7.4,
25 °C, incubado com diferentes concentragdes protéicas de MHR,

E provével que o acréscimo de intensidade de fluorescéncia observado
seja decorrente de um equilibrio enfre moléculas de DIP ligadas 4 membranag e livres em

soluclio, como verificade para interagdo de DIP com micelas de lisofosfatidilcolina. A

drager-dpresentarse Totalmente “desprotonade empbl- B8 sendogue-nar presengarde
membrana o valor de pK passa o 7,4 (Tabak & Borisevitch, 1992). Algumas consideragdes

podem ser feitas:

a) considergndo significative o pequenc cumento de intensidade de
fluorescéncia, em concentragles muifo peguenas de DIP, € plausivel
que todas as moléculas esteiam prioritariamente ne fase aguosa, sendo

imperceptivel quaiquer particdo da droga no fase membranar;

b} ou ainda, a disponibifidade dez lipideos de membrana que favereceriam g

sarticio de DIP nos microssomas, € muito peguena dado que as
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conceniragfes de MHR sdo muitc baixas e a contribuiclo lipidica

pequena (10%);

¢} o mesmo ndo se verifica para concentra¢des maiores, provavelmente
pela presenco de uma malor concentraglo de DIP, com deslocamento
de equilibric favorecido pela interacfio com o fase membranar, podendo

assim ser detectadn,

Assim sendo, os resuitades demonstram a existdncia de reduglo ne
intensidade de fluorescéncia da droga em funcgle do aumentc de concentracie de
proteina de membrana micressomal, evidenciando que hd uma interaclio efetiva de
concentragbes terapéuticas de DIP com a fase membranar, na auséncia de condigfes

propicias ao metabolisme,

4.5 Biotransformagtio do DIP acompanhade por fluorescéncia

Os resultados dos experimentos de biotransformaclio de DIP oor

membranas microssomais, portanto na presenca de cofator (SRNADPH), evidenciam a

Na Figura 12 pode ser observado que mesmo a fluorescéncia emitida pela
aroga em tampdo, apresenta oscilagBes prdprias do desvio das medidas experimentais,
enquanto o decaimento em presenca do meio membranar confirma ensaios anteriores nos
quais o tempe de incubagdo era pequenc (5 minutos). Os valores utilizades para célculos
de velocidade levaram em consideracfio a reduclic de fluorescéncia decorrente do

interaclic DIP-membrana.

A cinética em condicles metabdlicas ndo cpresenta-se monofdsica, no
primeiro infervalo de 30 minutos pode ser observado um rdpide decaiments da emissio

de fluorescéncia, entre 30 e 60 minutos foi detectada uma pegquena reduclo na
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velocidade e a partir de 60 minutos de incubacdo os valores se mantiveram constantes. E
provdvel gue um processo de lipoperoxidaco tenha sido desencadeado pela agdo de

radicais livres provenientes do proprio mecanismo metabdlico.

0.5
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a7k —-@-—DIF 2,5 1M - MHR_0.04 mg/mL
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FISURA 1Z. Interactic metabdiica e ndo-metabdlica de DIP com MHR por fluoresc@neia DIP
2,5 uM, 004 mg/mL de proteina microssomal na presenca = na auséneic de
SRNADPH, em tampéic fosfato de potdssic 0,1 M, pH 7.4, 25 °C.

O processo lipoperoxidativo NADPH-dependente que ocorre em
membranas microssomais parece envolver mais a destruicto do grupamento heme do que

o rupture da integridade da membrana (Svingen ef o/, 1979).

Por oufre lado, a destruiglo peroxidativa do citocromo Paso 2,
srovaveimente também do citocromo bs, pode ser responsdvel pela rdpide perda de
linearidade da atividade biotransformadora de drogas {Levin ef g/, 1973). A cinética
metehdlica microssomal de DIP, nestas condigBes, nde apresenta uma linearidade

oroporcional & concentraglo protéica. A interacliv da droga com o fase membranar pode
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modular o reconnecimento do sitio catalitico pelo substrate, dado gque hd uma inserciio

prévia da droga na superficie.

Existem interacfes entre NADPH citocrome Puso redutase e Pusy, bem
como enfre bs e Paso (Como neste caso, conforme demonstrade pelo consumo oxidative de
citocromo bs em condicfes metabdlicas) para catdlises oxidativas de vdrios substratos
que podem szr moduladas pela porgdo polar da bicamada lipidica (Shank-Retzlaff ef o/,

1998).

As melhores curvas de decaimento foram obtidas pare concentragdes de
0,03 mg /mL de proteina microssemal e 2,5-5 1M da droga (Fig. 13), permitinde o cdlculo

de velocidades parciais apresentadas na Tabela ITT.
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FIGURA 13. Intensidade de fluoresc@ncic absoluta de DIP x temps em condicdes
metabdlicas. Meis de incubaglo contendo tamplio fosfato de potdssic 01 M, pH
74  acompanhado g 25 °C, L™ 415 nm e e 496 nm.
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Tabels III- Velocidodes de consume metabdlico de DIP

Yongaia {uM/min)
Tempe {min} DIF 2.5 M DIP B uM
30 =17 x10° + 2.8 x10°
50 +3,7x107 +15x10°
90 +6,1x10° +68x107
120 +6,1x10° +3,7x 107

Nas concentragdes de 0,06 mg/mL de proteina o decaimento foi mais
gbrupto e acompanhade por menores interveios de tempo, sendo as velocidades
coleuladas levando em consideragdo apenas o intervaio de tempo fotal de durggde do
experimento. Maiores concentracfes de membrana ¢, conseglientemente de citocromo

Puso bistransformam a droga ¢ masi rapidamente, sempre que em presence de

ronceniracies nlo Hmitartes decoenzima ede by, degcordocomoesperador

Os dados de literatura analisam o metabolismo de drogas mediade pelc
sistema microssomal citocrome Puse pela avaliag8o de atividades enziméticas especificas
{05 nossos resultados ndo podem ser comparativos uma vez que nde se Tem identificada
qual atividade de qual isoforma estd preferenciacimente envoivida com este substrate).
Tampouco foram conduzidos experimentos para detecclo e quantificaclo de metabdlitos
por técnicas mais opuradas tais como espectrometria de massa, imuncinibicde de

isoformas, radiometria, et¢ (Bornheim e o/, 19958).
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Finalizande, os ensaios metabdlicos foram conduzidos com adiglio prévia de
€O, objetivande confirmar a inibiclo do sistema enzimdtico responsivel pelg
biotransformacle parcial do DIP. A Figura 14 mostra os espectros de flusrescdncia
colhides apés uma corrida 4 temperatura ambiente, na auséncia e presenca de O, Ndo
foram observades deslocamentos no pico em 496 nm, apencs redugdio na intensidade de
flueresc2ncia da droga confirmando o natureza metabdlica da interacde, parcialmente

inibida pela prasenga de CO.

T DIP BuM o« MHRc 5.03 maiml cSRNADPM .« OO
""""" SIP Bud « BMRe 9,008 ma/ml
DIP B us

T ODIP B M - HHRe 2.93 maiml + SRMADFH

0 e S AMEz 0,03 maimb

450 4B =10 540
Mnm)

FIGURA 14. Espectros de fluorescineic de DIP em condigBes metabdlicas e na presenca de
inibidor de citocromo Puso.DIP B uM, 0,03 mo de proteina/mL, SRMNADPH, €O,
em tampdo fosfate de potdssio 0,1 M, 25 °C, .= 415 nm,
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Figura 15. Decaimento de fluorescéncia de DIP em condigBes metabdlicas e na presenga de
CO.(-) DIP 5 uM, (-)DIP 5 uM + 0,03 mg/ml + SRNADPH + CO, (-} 5 uM » 0,03

mg/mL + SRNADPH, 25 °C.

A Figura 15 mostra o decaimento da intensidade de fluorescéncia com o

tempo na presenga das enzimas microssomais citocromo Puso, parcialmente inibida por

CO. E possivel que outros sistemas enzimdticos presentes na vesicula participem da

biotransformagdo da droga, dado que toda a populaglo enzimatica citocromo Puse estd

ingtivada uma vez gque o volume ufilizado de solugdo saturada de CO foi o mesmo

utilizado para quantificar citocrome Paso em 1,0 mg/ml de proteina microssomal.

4.6 Lipoperoxidagdc mediada por DIP

DIP ndo 8¢ se caracteriza por apresentar potente acdo antioxidante, mas

+ambém por potencislizar a agdo de wvdrios agentes terap@uticos como drogas

radioprotetoras, anticancerigenas, enfre outras.
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Foi verificade que DIP 2 clguns derivados inibem lipoperoxidacic induzida
por Fe gm mitocndrias, bem cdmo sugerem que o efeitc seia provavelmente decorrente
da sua ligogho & porgdo lipidica e ndo da interaclo com proteinas do membrana

mitocondrial (Nepomuceng ef a/ii, 1997},

Resultados preliminares demonstram que DIP protege a membrana
microssomal da lipoperoxidaclio NADPH-dependente, ou seja, em condigfes metabdlicas,
mesme em conceniragfes de profeina microssomal de dez e vinte vezes maior que as
utilizadas nos ensaios metabdlicos (Figuras 16 e 17), Também pode ser observade que o
quantidade dz TBARs detectada para 0.5 mg/ml de membrana € préxime da encontrada

para 1.0 mg/ml no presenca da droga.

7
a.
5
3
24
1.
0
MiHRe MHRc+ 3R MHRc+ SR+
LIF

Figura 16. Medidas de TBARSE de MHR, na presenga de SRNADPH ¢ DIP. Foram utilizadas
0.5 mg/ml de proteina microssomal, SRNADPH, DIP 8 uM, bo™ 515 nm, domss BB5
nm, sendo TBARS obtido por medidas de 11,33, tetraetdxinropanc {TEP),
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Figura 17. Efeito de DIP sobre a lipoperoxidaclo em MHR..Foram utilizadaes 1,0 mg/ml de
sroteina microssomal, SRNADPH, DIP 5 M. howe= 515 nm, demis® 555 nim.

Em membranas micreossomais, ¢ porgde lipidica € peguena 2 a porgdo
protéica atinge os 70% {Hird ef ali, 1964), dliade 4 composigdo protéica massiva,
citocromos Pysp sdo degradados por lipoperoxidagtic NADPH-induzida, ou sejc, o pripric
cofator enzimdtico poderia atuar como efetor da atividede cataiitica. O sistema
cotalitico € gerador de rodicais livres (Esquema 2}, iguaimente envolvidos com o

desenmdzamaﬁ?e de processos oxidatives em membranas zmiag;cas Com estas

mnsgdemgces o estudo da atividade antioxidante de DIP emgﬁan?o substrato de
monooxigenases microssomais, pederia contribuir, ¢ muito, para o compreensdo dos
possiveis meconismos presentes em ambos processes- ¢ metabdlico e o de proteglo &

lipoperoxidagdo.

Porém, os experimentos de lipoperoxidacdo NADPH-induzida e atividade
orotetora do DIP ndo constitfuem resultados totaimente elucidatives, ndo sé porque a
localizagle do complexo citocrome Paso em dominios lipidices preferenciais ainda ndo se
encontra definida (Shank-Retzieff 7 /i, 1998), mas também por serem miltiplas as

orebabilidades de presenca de agentes indutores e prepagaderes envolvides ne processo,
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Entre as perspectivas futuras estdo o estudo detalhado do papel do
citocromo Pauss como agente biotransformador de drogas com a utilizaclo de técnicas
avangadas come EPR, espectrometria de massa, HPLC acoplado ¢ espectrofluorimetro,

gt

Por outro lade, também seria ideal explorar o processo catalitico
conduzido pelo citecromo Puso e quais mecanismos atuam como meduladores, qual a sug
interagdo com dominios lipidicos ou com outras proteinas, através de espectroscopia de

fluorescéncia.

O estudo do papel do citocromo Pasg em plantas transgénicas faz parte de
urn projete interdisciplinar de pesquisa submetide & JAIKA, entidade financiadora

Japonesa, por um grupe de professores da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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5. CONCLUSOES

Nas condicdes de trabalho utilizadas para este estudo, pode-se afirmar que:

- Nas condig8es estabelecidas, foi verificada a indugio de citocromo Psgo por

PB e 3MC.

- Existe uma interacdo do DIP com a membrana microssomal hepdtica, como

verificado pelos resultados obtidos por fluorescéncia;

- HA uma metabolizagdo parcial de DIP por moncoxigenases microssomais
hepdticas, conduzida preferencialmente por isoformas induzidas por 3MC
como demonstrado pelo consumo de NADPH e inibi¢do parcial por €O,

observado em experimentos espectrofotométricos;

- A cinética de consumo metabdlico de DIP conduzida por enzimas microssomais
apresenta-se bifdsica, com uma fase inicial rédpida d qual se seque uma fase

lenta, segundo dados da Tabela I1I;

- Verificou-se que hd uma protecdo parcial do DIP & lipoperoxidacdo induzida

por NADPH em membranas microssomaus hepahcas dependente da

concen‘rragao de pro‘rema mzcrossomal na auséncia de EDTA
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7. ANEXOS

Durante o desenvolvimento desse estudo, foram apresentados os

seguintes trabalhos em congressos nacionais:

1. De Paula, E.; Costa, C.; Marques, MB & Macedo, DV. "Advantages of using drama for
the evaluation of basic biochemistry courses for physical education”. Resumo J2,

XXIV SBBq, 1995, Caxambu/MG.

2. Marques, MB; Meirelles, NC. Malheiros, SVP. & Degterev, TA. "Mouse liver
microssomes membranes protect red blood cells (RBC) against damage caused by

drugs, ethyl alcohol and tween 80", Resumo P30, XXIV SBBq, 1995, Caxambu/MG.

3. Marques, MB: Meirelles, NC. & Degterev, IA. "UV-Vis and spectrofluorescence
study of metabolic transformation and membrane interaction od Dipyridamole (DIP)

in mouse liver microsomes (MLM)". Resumo M28, X FESBE, 1995, Serra Negra/SP.,

4. Marques, MB; Meirelles, NC. & Degterev, TA. "UV-Vis and spectrofiuorimetric of
Dipyridamole (DIP) metabolism®. Resumo P17, XXV SBBq, 1996, Caxambu/MG.

5. Malheiros, SVP; Marques, MB; Meirelles, NC. & Degterev, IA. "Interaction of

Dipyridamole (DIP) and Trifluoperazine with biological membranes”, Resumo 05.038,
XXV SBBq, 1996, Caxambu/MéG.

Em congressos internacionais:

1. Marques, MB.. Meirelles, NC. & Degterev, IA. "Metabolic and non-metabolic
Dipyridamole (DIP) interactions with biomembranes”. Resumo P-Misc 14, XIT™

International Biophysics Congress {TUPAB), 1996, Amsterdan, Holanda.
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2. Marques, MB.. Meirelies, NC. & Degterev, IA. "Dipyridamole inferacts with
biclogical membranes”. Resumo 26.47, 17® International Congress of Biochemistry

and Molecular Biology (ICBMB), 1997, San Francisco, USA.

Sendo publicado:

3. Marques, M.B.: Meirelles, nc. Zaikov, G.E.: Tatarskaya, N.K. & Degterev, LA.
(1998) Metabolic oxidation of dipyridamole (DIP) by mouse liver microsomes.

Oxidation Communications 21.(1): 120-126. (Em anexo).
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METABOLIC OXIDATION OF DIPYRIDAMOLE(DIP} BY MOUSE
LIVER MICROSOMES

M. B. MARQUES®, N. C. MEIRELLES?®, G. E. ZAIKOV?®,
N. K. TATARSKAYA®, 1. A. DEGTEREV %

Y Department of Biochemistry, Institute of Biology, State University of Campinas
(UNICAMP, C. P. 6109, CEP 13083-970, Campinas, Sdo Paulo, Brazil

® Department of Kinetics of Chemical and Biological Reactions, [nstituie of
Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

ABSTRACT

A method of spectrofluorimetric moenitering of dipyridamole {DIP) metabolism
has been developed. The spectrophotometric monitering of NADPH microsomal
oxidation as a mcasurc of DIP metabolism has also been performed. The drug
metabolic oxidation by microsomes requires NADPH and is accompanied by the
oxidation of both cofactor and cytochrome b,. Carbon monoxide inhibits DIP
metabolic oxidation.

AIMS AND BACKGROUND

An interest to study DIP metabolism is due to the new findings concerning this a
well new coronary vasodilator. It has been shown to inhibit platelet aggregation’
and to act as a potent antioxidant®, radioprotector®, antiviral agent®. The use of
the drug In the cancer treatment to either diminish the demage caused by
anticancer agents or potentate their activity has also been reported® ™%, At the
same time, DIP metabolism is not studied well due to difficulties of the drug itself
or its metabolite detection”. Thus, the development of the mcthodology of DIP

- metabolic consumption could contribute to a better understanding of both
mechanisims of drug metabolism and therapeutic activity.

A method of spectroliuorimetric monitoring of DIP metabolism has been
developed in the present study. The drug metabolic oxidation by microsomes
requires MNADPH and 15 accompanied by the oxidation of this cofactor and
cytechromc bs. Carbon monoxide inhibits DIP metabolic oxidation.

EXPERIMENTAL
MATERIALS AND METHODS

Chemicals. Dipyridamole (DIP), the cytochrome P-450-inducers, phenobarbital
(PB) and 3-methyicholuntrenc (3-MCj, NADP™, glucose-6-phosphate, glu-
cose-G-phosphate dehydrogenase, glucose, glucose oxidase, and catalase from
Sigma and sedium dithionite from Morck (F.R.G), were used.

* For correspondence.
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Animals. Male Swiss mice {one month old, 18—20g) were used throughout the
experiments.

Treatment of the animals with P-450-inducers. Approximately 15 mice were used
per group in cach of three fully independent experiments. For treatment with
phencbarbital, the animals reccived a single Lp. injection of 80mg/kg b.w. in
saline and subsequently 0.1 % phenobarbital in their drink water for one week.
The control animals received a single i.p. injection of saline. For treatment with
3-MC, the animals received three consecutive daily 1.p. injections of 30mg/kg

. bow. in olive oil. The control animals received two i. p. injections of olive oil.

Preparations of the liver microsomes. The control and induced mice were

. decapitated and their Iivers isolated, washed with ice-cold isotonic solution and

immediately homogenized. A portion of the homogenale was suspended in three
volumes of ice-cold sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) and used to prepare
the microsomal fraction. The suspension was consecutively centrifuged at 9000 g
for 20min and 20000g for 40min. The final supernatant was centrifuged at
1G5000¢g for 1 hour. The resulting pellet (microsomal fraction) was subsequently
washed with 10ml of ice-cold buffer in order to remove erythrocytes, hemoglobin
and colactors, and then re-centrifuged at 105 000g for 2 futher hour. The
microsomes thus obtained were suspended in the same buffer and used to study
the consumption of DIP.

Protein content of microsomes was determined by the method of Lowry at al.®,
The cytochrome P-450 content in microsomes was determined by the method of
Omura and Sato'l.

Microsomal incubation and spectroscopic measurements were performed  as
described elsewhere’?, An NADPH-generating system (I mmoldm ™3 of NADP*,
[0mmeldm™? of glucose-6-phosphate and 1 unit of glucose-G-phosphate
dehydrogenase/ml) was used in order to support a stcady-state concentration of
this electron donor.

Fluorimetric measurements were performed using a spectrofluorimeter Aminco
SPF-500.

RESULTS

Oxidation of NADPH and cytochrome b, in microsomes in the presence of DIP.
While the direct monitoring of DIP metabolic oxidation in mouse fiver
microsomes is impossible duc to low extinction of the drug and highly dissipating
media, we developed the monitoring of NADPH oxidation. This was based on the
assumption that if the drug is metabolized by NADPH-dependent enzymes

- {which arc microsomal monoxigenaizing system), an acceleration of this electron

donor oxidation can be detceted.
When equal amounts of NADPH have been added to both sample and

control cuvettes a time-dependent decrease of the cofactor concentration in the

sample cuvette can be monitored by the decrease of the characteristic absorbance
at 340 nm (the peak of the reduced form of NADPH) (Fig. 1a). A ime-dependent
decrease at 340 nm was also monitored in the control cuvette containing all the
same compounds but without DIP. This figure also shows a decrease of the peak
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Fig. 1a. Uv-Vis monitering of NADPH (340 nm) and cytochrome b, (424 —411 nm) oxidation during
DIP metabolisin in mouse liver microsomes from 3-MC-treated mico, The differential spectra are
registered in 2min intervals versus control containing all compounds except of NADPH. Inijtal
concentrations: 10 zmoldm ™3 of DIP, 0.6 mmol din =2 of NADPH, 0.3 mg proicin / ml of microsomes,
The vertical arrows show the direction of an absorbance change

corresponding to the reduced cytochrome bs (max. 424 nm, min 411am). The
peak appears in the differential spectra of microsomes immediately after the
addition of NADPH to the sample and remains unchanged until NADPH
presents in the mixture (spectra [ —3), then sharply decreases (spectra 4—6). We
monitored the intensity of this peak as a function of .time when DIR. .

(L0umordim ™) was incubated with microsomes of different concentrations (from

0.06 to 0.6 mg protein/ml) in the presence of 0.6 mmoldm ™3 NADPH. It was
found that no time-dependent decrease of the reduced enzyme conceniration can
be observed during 30min of NADPH and DIP incubation with 0.06 to 0.15mg
protein/m! of microsomes, while the enzyme was oxidized at microsomal
concentration 2 0.3 mg protein/ml. No such a decrease was observed in control
when NADPH was incubated for 1 —2h with microsomes (0.6 mg protein/ml} in
the absence of DIP.

The rate coefficients of NADPH oxidation during DIP metabolism in mouse
liver microsomes isolated from coatrol (7}, PB—treated (2) and 3-MC-treated (3} .
animals as a function of microsome concentration are shown in Fig. 15

The K values were measured as a difference (Kg—K.) where Ky and K, are
the rate cocfficients of NADPH oxidation in the sample {micro-
somes+NADPH+DIP) and the control (microsomes - DIP), respectively.
K=W/C,, wherc W is the rate of NADPH oxidation and Ci, is an initial
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Fig. 15, The ratc cocflicients of
NADPH (0.6 mmeoldm™3) oxidation ot
during DIP (10 umoldm™?)) metab-
olism in mousc liver microsomes I
isclated from contrel (f), PB-treated
(2), and 3-MC-treated (3} animals as 0.0
a function of microseme concentra- 0.0 o0z 04 0.6
tion [MLM]{mg protcin/mi) :

concentration of NADPH (r=0min). The results represent the mean +SD of
three experiments.

Une can see (Fig. 15), that the rate of NADPH oxidation in the presence of
DIP increased when microsomes of the induced mice were used as compared with
the control ones. This effect was maximum when PB was served as an inducer of
cytochrome P-450.

Spectrofluorimetric -monitoring of DIFP metabolic transformation. Spectra of the
drug excitation and emission in buffer sotution in the presence and the absence of
microsomes are presented in Fig. 2. It was found that the intensity of DIP
flucrescence in microsomal suspensicn does not change with time incubation for
at least three hours. In contrast, time-dependent decrease of intensity of DIP
fluorescence in the presence of NADPH was detected (Fig. 3). Microsomes

it 1 : PP, : 1 2 . . e
R GTATE U T U eSO Tr O HiICE " WwWer e asear ?}Ic’i IHCUUAUGI THATUTSS COLLgiea

15 umoldm ™2 of DIP, 0.6 mg protein/ml of microsomes, and NADPH of various
concentrations in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4. The experiments were
performed in either the presence (/) or the absence (2} of NADPH-generaling
system at room temperature, each point representing the mecan +SD of a
minimum of three expeniments. The rate coeflicient is cqual to: K=W;/C,,C,.
where W, is the initial rate of a decrease of fluorescence {rel. units), C,—the
microesomal membranes concentration (mg protein/ml). It was established in the
control experiments that the intensity of DIP in buffer solution is unaffected by
the presence of up to lmmoldm™ of NADPH. Thus, Fig. 3 shows
NADPH-dependent DIP consumption in mouse liver micresomes accompanied
by a decrease of the drug fluorescence. A steady-siale concentration of this
cofactor was maintained in the presence of NADPH-generating system which
resulted in higher rate DIFP metabolic transformation.

The influence of carbon menoxide (CQO), a heme-containing enzymes poison
competing with oxygen for P-450 binding, on the rate of DIP metabolic
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Fig. 2a. Spectra ol INP excitation (i =510nm) and emission (4 _=415nm) in 0.1 M sodium
phosphate buffer, pH 7.4, in the presence () or the absence (2) of microsomes (0.6 mg protein/mi).
Each point represents the mean +SD of three measurements
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Tk Fig2zh. Intensity of DIP fluerescence

L (i =415nm, A =3510nm} as a function of

- \ ‘ | . drug concentralion in 9.1 M sodium phos-

0_{}{} p o 1'5 phate bulfer, pH 7.4 in the absence {/) or the

[DIP} (umoldm™%

presence (2} of mouse Hver rmicrosomes
(0.6 mg protein/ml)

consumption has also been studied. Water saturated with CC (10 ml} was added

to a

microsomal

suspension

(0.3mg protein/ml) containing NADPH

(0.6 mmoldm ™~ ?) prior to addition of the drug (10 umo!dm™?) and the kinetics of
a fluorescence decrease was measured in this sample compared to the control
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Fig. 3. Kinctics of IDIP metaboilic transform- : : ’ a !
ation on mouse liver microsomes as measurced 0.00 it - : ! . s
by a decrease of a specific drug flucrescence 0.0 1.0 2.0 3.0
(A, =4l5nm, i =510nm) [NADPH] (mmoldm ™%

Table 1. An imhibition by CO of DIP consumption by liver microsomes of control, phenobarbital, and
3-methylcholantrenc-freated mice

Microsomes
Cenditions control phenobarbital 3-methylcholantrene
treated treated
K x10° K, K x 107 K, Kx10° | K,
1
Without CO 1646 1.0 56411 1.0 30x2 1.0
ne=4 n=3 =3

+CO 543 0.34+0.1 16412 03402 16+7 05403

n=4 o n=3 nwm 3 n=3 n=3

K is the rate cocfficient of DIP metabolic transformation measured by the fluorescence decrease.
K=V, _/CZ, where IV is the rate of the fluorescence decrease measured as an initial slope of the kinetic
curve, and C3 is the initil concentration of DIP. K, is the ratio of the K valuc obtained in the presence
of CO to that in the absence of CO.

sample containing all the same compounds except CO.. The.results presented. in...
Table 1 clearly show that CO inhibits DIP metabolic transformation.

DISCUSSION

The importance of DIP as a2 multipurpose drug menticned in the introeduction to
this work is confirmed by the fact that more than 500 articles concerning this
long-time used drug have appeared for the less than two years. At the same time,
we have failed to find onec concerning DIP metabolism. This is, however,
commeonly recognized that biclogical action of any drug is tightly bound to, if not
pre-determined, by its metabolic transformation. Concerning difficulties in DIP
metabolites determination we choose an approach based on the determination of
kinetics of drug metabolic transformation which was developed in cur studies of
nitroheterocyclic drug metabolic transformation?? ™14

A decrease 1n specifuc fluorescence of DIP (Figs 2 and 3) has showed that the
drug consumption in microsomes requires NADPH (no decrease in Juorcscence
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intensity was found in the absence of this colactor) and depends on its
concentration. That means that DIP transformation i1s driven by NADPH-
dependent enzyme. These conslusion, resulted from the fluorimetric data, was
confirmed by the results obtained by a differential spectroscopy (Fig. 1) which
shows that NADPH oxidation in microsomes accelerated in the presence of DIP.
This effect increases with an increase of the membrane concentration, ¢. g. an
increase of enzymes concentration. It is also of interest that not DIP, but NADPH
that is completely oxidized and the drug uses reduced cytochrome by as an
electron source for further biotransformation (Fig. la). The NADPH
concentrations at which this effect was observed were 60 umoldm™2 and 150
pumoldm ™2 which is 6—15 times more than DIP concentration (10 umoldm ™3).
One can suppose that there is a deep DIP transformation in microsomes requiring
up to 13 electrons.

The inducers of cytochrome P-450 {PB and 3-MC) were used 1n order to
elucidale a role of this enzyme in metabolic transformation of DIP.

One can see {rom the data presented in Fig 1b, that the rate of
DIP-dependent NADPH oxidation accelerated when microsomes of the induced
mice were used as compared with the control ones. This is an evidence of P-430
participation 1n DIP metabolism.

One more evidence comes from the data presented in Table 1. Carbon
monoxide is kunown as an inhibitor of cytochrome P-430. It prevents oxygen
binding to enzyme, thus preventing monooxigenation. Thus, the inhibition effect
shown in Table ! presents an evidence of both P-450 participation in DIP
microsomal metabolism and an oxidative mechanism of this process.
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