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Resumo

1. As interacgdes que podem ocorrer entre os xenobioticos € 0s organismos vivos sdo
complexas e dependem, muitas vezes, de factores como a idade e a disponibilidade de
agua e de alimentos. No caso dos organismos superiores, dependem ainda do sexo e do

seu estado de sande.

2. Os estudos realizados em mamiferos, procurando determinar € compreender esse tipo
de interac¢Oes, sdo habitualmente dirigidos para um Gnico orgio, na maior parte dos
casos o figado, ou, menos frequentemente, os rins, € para um momento pré-definido do
desenvolvimento, ndo comtemplando assim a evolug@o do animal e dos seus subsistemas,
em situagdes de exposi¢do cronica a compostos exodgenos. Por esse motivo, a
informag@o que dispomos na literatura sobre a ac¢@o dos xenobidticos nos mamiferos é

por vezes parcial e escassa.

3. Neste trabalho, procuramos determinar a concentragio e as actividades cataliticas de
alguns constituintes do sistema citocromo P450, enzimas mGST, ¢cGST e GR do figado,
rins, testiculos e timo de ratos machos Wistar com 7 e 12 semanas de idade, tendo em
vista caracterizar em diferentes orgios o perfil de concentragio e de actividade catalitica
desses enzimas em dois estadios importantes do desenvolvimento animal, a puberdade e

adulto jovem.

4. Procuramos igualmente avaliar, nos referidos orgdos e nos mesmos estadios do
desenvolvimento animal, o tipo de resposta que alguns constituintes do sistema P450 e
os enzimas mGST, ¢GST e GR deram ao tratamento com isoproturdo (composto

utilizado como principio activo de varios herbicidas), administrado intraperitonealmente



de 12 em 12 h, nas doses de 1, 3 e 9 mg/Kg, durante seis dias, tendo em vista determinar
os riscos de toxicidade e a capacidade protectora dos diferentes tecidos em duas fases

distintas do desenvolvimento.

5. Os perfis de concentracdo e de actividade enzimatica que obtivemos para o0s
constituintes do sistema citocromo P450, enzimas GST e GR de ratos machos Wistar
pubertais e adultos, mostram que:

- aresposta ao isoproturdo foi diferente em cada um desses orgdos e dependente
do estadio de desenvolvimento em que foi administrado, com excep¢do da actividade
enzimatica NADPHred que diminuiu sempre, excepto no timo de ratos maturos, onde

aumentou na sequéncia do tratamento.

6. No figado observamos que:

- nos ratos que nao foram tratados com isoproturdo, a concentra¢do de proteinas
microssomais, de citocromo P450 ¢ de hemo, assim como as actividades enzimaticas
NADPHred, ECOD, EROD, END, 64-T-OH, 16a-T-OH, 114T-OH, 2a-T-OH, mGST
e ¢GST aumentaram com a idade, no periodo etario que consideramos para estudo.
Estes resultados sugerem que o tecido hepatico de ratos machos maturos possul uma
capacidade superior a dos ratos pubertais para a metabolizagdo de xenobidticos e de
esteroides endogenos, apesar de a concentracdo de proteinas do citosol e a actividade
enzimatica GR ndo terem sido afectadas pela idade.

- em ratos pubertais, o tratamento com isoproturdo provocou um decréscimo da
concentragio total de proteinas microssomais, de citocromo P450, de citocromo b5 e de
hemo, assim como das actividades enzimaticas NADPHred, ECOD, EROD, END, 16a-

T-OH, ¢GST e GR, mas ndo afectou as actividades cataliticas 6-T-OH, 115-T-OH, 2a-
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T-OH, mGST, nem a concentragio de proteinas do citosol. Resposta, esta que expde o
tecido hepatico a riscos de toxicidade elevados, sobretudo se o isoproturdo penetrar no
organismo misturado com outros compostos exdgenos, uma vez que a inibi¢do das
reacgOoes de desalquilagio e de conjugagdo com o glutationo podera restringir a
biotransformagao desses compostos no figado.

- em ratos adultos, o tratamento com isoproturdo induziu um aumento da
concentrag@o de proteinas microssomais, de citocromo P450 e de hemo, assim como das
actividades enzimaticas ECOD, EROD, c¢GST e GR, resposta que poderemos considerar
como hepato-protectora, devido ao efeito concertado entre alguns enzimas microssomais
e do citosol, para uma eventual eliminagdo do composto. No entanto, o isoproturdo
também provocou um decréscimo da concentragdo de citocromo b5 e das actividades
enzimaticas NADPHred, 64-T-OH, 114-T-OH, 2a-T-OH e¢ mGST, afectando o
metabolismo de excre¢do da testosterona, efeito que podera ter consequéncias

imprevisiveis.

7. Nos rins, observamos que:

- nos ratos que ndo foram tratados com isoproturdo, a concentragdo total de
citocromo P450, de citocromo b5 e de hemo, assim como as actividades enzimaticas
NADPHred, ECOD, EROD, aumentaram com a idade, no periodo etario que
consideramos para estudo. No entanto, contrariamente a0 que aconteceu no tecido
hepatico, as actividades enzimaticas 63-T-OH, 16a-T-OH e mGST diminuiram com a
idade no mesmo intervalo de tempo, enquanto que as actividades enzimaticas cGST e
GR apresentaram valores semelhantes em ratos pubertais e adultos jovens. Estes
resultados sugerem, de novo, que a maturagdo sexual ampliou a capacidade de alguns

constituintes do sistema citocromo P450 para a biotransformagido de xenobidticos, mas
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ndo reforgou, ou até inibiu, a sua capacidade para biotransformar esteroides enddgenos
ou para participar em respostas antioxidantes catalisadas por enzimas que participam na
segunda fase de biotransformagéo de xenobioticos.

- o tratamento de ratos pubertais com isoproturdo provocou um aumento da
concentragdo total de proteinas microssomais, de citocromo P450 e de hemo, assim
como das actividades enzimaticas mGST e GR. Contudo, inibiu acentuadamente as
actividades cataliticas NADPHred, 64-T-OH, 16a-T-OH e, com menor intensidade, as
actividades enzimaticas cGST, ECOD e EROD, que no caso da EROD s6 ocorreu no
grupo de ratos tratados com a dose mais elevada (9mg/Kg). A inibi¢do da transferéncia
de equivalentes redutores para os citocromo P450, assim como a inibigdo das reacgdes
de hidroxilagdo de esteroides endogenos catalisadas por enzimas microssomais e das
reaccdes de conjugagdo com o glutationo catalisadas pelos enzimas c¢GST, poderdo
afectar a capacidade de resposta do tecido renal a outros xenobioticos e, por esse motivo
ampliar, o risco deste tecido para sofrer efeitos toxicos pelo isoproturdio e seus
derivados, ou por outros compostos exégenos que venham a penetrar simultaneamente
no organismo.

- o tratamento de ratos adultos com isoproturdo provocou um decréscimo da
concentragdo de citocromo P450, citocromo b5 e de hemo, assim como das actividades
cataliticas NADPHred, ECOD ¢ EROD microssomais. No entanto, foram induzidas as
actividades enzimaticas 64T-OH, 16a-T-OH, mGST, cGST e GR. Este tipo de resposta
pode ser considerada como protectora do tecido renal, pois pode constituir uma via
alternativa para a eliminagdo de esteroides endogenos e de derivados metabolicos que

cheguem aos rins provenientes, por exemplo, do tecido hepatico.
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8. Nos testiculos observamos que:

- nos ratos que ndo foram tratados com isoproturdo, a concentragio total de
proteinas, de citocromo P450, de citocromo b5 e de hemo, assim como as actividades
enzimaticas NADPHred, ECOD, EROD, mGST e ¢cGST aumentaram com a idade, no
" periodo etario que consideramos para estudo, enquanto que as actividades enzimaticas
64T-OH, 16a-T-OH e GR ndo sofreram qualquer variagio com a idade. Estes
resultados sugerem que os testiculos de ratos machos sexualmente maturos possuem
uma capacidade superior a dos ratos pubertais para a metabolizagdo de xenobidticos e de
resposta anti-oxidante, apesar de a actividade enzimatica GR ndo ter sido afectada pela
idade.

- o tratamento de ratos pubertais e adultos com isoproturdo induziu um aumento
da concentrag@o total de citocromo P450 e de hemo, assim como das actividades
enzimaticas ECOD e EROD, mas provocou um decréscimo da concentragio de
proteinas microssomais € das actividades enzimaticas NADPHred, mGST e ¢GST, sem
afectar a actividade catalitica GR. A indugdo de reacgbes de desalquilagdo de
xenobiodticos, acompanhada pela inibicio das actividades cataliticas mGST e cGST,
constitui um perfil de agressividade induzido pelo xenobidtico sobre os testiculos com

implicagdes toxicologicas ao nivel da espermatogénese.

9. No timo, observamos que:

- nos ratos que ndo foram tratados com isoproturdo, a concentrag¢do total de
proteinas, de citocromo P450 e de hemo, assim como as actividades enzimaticas ECOD,
EROD e mGST aumentaram com a idade no periodo etario que consideramos para
estudo, enquanto que a actividade enzimatica cGST diminuiu e as actividades cataliticas

NADPHred e GR ndo sofreram qualquer variagio com a maturagdo sexual. Estes



resultados sugerem que a maturagio sexual ampliou a capacidade do sistema P450 para a
biotransformac¢do de xenobioticos, mas inibiu as reac¢des de conjugagdio com o
glutationo, catalisadas pelos enzimas do citosol, um importante sistema de defesa contra
0s xenobioticos.

-o tratamento de ratos pubertais com o isoproturdo induziu um aumento da
concentragdo proteica microssomal, de citocromos P450 e de hemo, assim como das
actividades enzimaticas ECOD, EROD, mGST e GR, mas provocou um decréscimo das
actividades enzimaticas NADPHred e cGST, assim como da concentra¢do proteica do
citosol. Resposta esta com implicagles toxicoldgicas, uma vez que a inducdo de
reaccdes de desalquilagio ndo foi acompanhada por uma indugfio semelhante das
reac¢des de conjugacio catalisadas pelos enzimas ¢cGST, o que podera contribuir para a
acumulagio de derivados metabolicos toxicos no tecido.

- o tratamento de ratos adultos com o isoproturdo provocou um decréscimo da
concentragdo de proteinas microssomais, de citocromos P450 e de hemo, assim como
das actividades cataliticas ECOD e mGST, mas provocou um aumento das actividades
enzimaticas NADPHred, EROD, c¢cGST e GR, comportando-se 0 xenobidtico como um
indutor bifuncional das actividades enzimaticas EROD e ¢GST, que foram assistidas pela
actividade NADPHred, uma via timo-protectora que eventualmente participara na

elimina¢do do composto.

10. O risco de toxicidade provocada pelo isoproturdo sobre o figado e rins parece-nos
maioritariamente pelos citocromos CYP1A1(rins), CYP1A2(figado), CYP2B1(figado) e
CYP2B2(figado), assim como das reacg¢bes de conjugacdo catalisadas pelos enzimas

c¢GST em ambos os tecidos. O risco de toxicidade provocada pelo isoproturdo sobre o



timo parece-nos igualmente elevado durante a puberdade, uma vez que a indugdo das
reac¢Oes maioritariamente catalisadas por citocromos CYP1Al e CYP1A2, ndo foi

seguida pela induc¢do dos enzimas ¢GST.

11.A indugdo bifuncional dos enzimas cGST, no figado e timo, e monofuncional, nos
rins, de ratos machos Wistar adultos jovens, parece constituir uma resposta protectora
desses tecidos, sugerindo que, em ratos adultos, esses orgdos poderdo ser capazes de
promover a elimina¢do do isoproturdo por perda de um grupo metilo e conjugagio desse

derivado com o glutationo, ou por conjugaggo directa do xenobiético com o tripéptido.

12. O nisco de toxicidade provocado pelo isoproturdo sobre os testiculos, devido a
possivel indu¢do dos CYP1Al e CYP1A2 e & inibigdo dos enzimas mGST e c¢GST,
mostrou-se semelhante em qualquer das idades que estudamos e pareceu ser muito

superior ao que inferimos para o figado, rins e timo.
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Abstract

1.The interactions that could be fall between xenobiotics and life organisms are
complexes and, in several cases, depend of factors like health and nutrition state. In

higher organisms also depend of gender and age.

2. The studies to evaluate those interactions in mammalians are usually directed to only
organ as the liver or less frequently to the kidney in a fixed age, without evaluate the
development of the animal and his biotransformation systems in chronic exposition to
exogenous compounds. Because of this, the knowledge about xenobiotics effects on

living organisms are sometimes incomplete and scarce.

3. In this work, we intent to determine the concentration and enzymatic activities profile
of cytochrome P450 system and mGST, ¢GST and GR enzymes of the liver, kidney,
testis and thymus of Wistar male rats at puberty (7 weeks old) and young adult age (12

weeks old), two important stage of animal growth.

4. Moreover we also intent to evaluate the response profile of cytochrome P450 system
and mGST, cGST and GR enzymes to the treatment with isoproturon (an active
compound present in several herbicides), intraperitoneal administrated in doses of 1, 3 e

9 mg/Kg, from 12 to 12h, during six days.

5. The concentration and enzymatic activities' profiles that we obtained to the elements
of the cytochrome P450 system, GST and GR enzymes of Wistar male rats, at puberty
and young adult stages show that the response to the isoproturon treatment was different

in any organ studied and age dependent, except for NADPHred enzymatic activity that



decreases with the isoproturon treatment in all organs studied, except in the thymus of

mature animals where occurred the reverse effect.

6. In the liver we observed that:

- in the rats which were not treated with isoproturon, was produced an age-
dependent increase of microsomal protein, cytochrome P450 and heme concentration, as
well as NADPHred, ECOD, EROD, END, 64-T-OH, 16a-T-OH, 114-T-OH, 2a-T-OH,
mGST e ¢GST enzymatic activities, in life period selected for this study. These results
suggest that hepatic capacity to xenobiotics and endogenous steroids metabolization was
higher in young adult rats than in pubertal animals, though cytosol proteins concentration
and GR enzymatic activity are similar in both ages.

- at puberty, the isoproturon treatment caused a decrease of total microsomal
protein, cytochrome P450, cytochrome b5 and heme concentration, also NADPHred,
ECOD, EROD, END, 16a-T-OH, ¢cGST and GR enzymatic activities, but the cytosol
protein concentration and 6f4-T-OH, 16a-T-OH, 114-T-OH, 2a-T-OH, mGST
enzymatic activities were not affected. These responses suggest that isoproturon
treatment expose the hepatic tissue to more elevated toxicity risks, when it penetrate the
organisms, mixed with other xenobiotics, since the inhibition of dealkilation and
conjugation reactions could prevent the elimination of these compounds on the liver.

- in adult young rats the isoproturon treatment induced an increase of microsomal
protein, cytochrome P450 and heme concentration, as well as, ECOD, EROD, ¢GST and
GR enzymatic activities. We suppose that this response contributes to the liver
protection against exogenous attacks due bifunctional induction of several microsomal

and cytosol enzymes that could promote the elimination of the compound. However, the



isoproturon treatment caused a decrease of cytochrome b5 concentration and
NADPHred, 64-T-OH, 115-T-OH, 2a-T-OH ¢ mGST enzymatic activities, an effect
with unexpected consequences because it was affected the electronic transference in

cytochrome P450 system and the biotransformation pathway of testosterone.

7. In the kidney we observed that:

- in the rats which were not treated with isoproturon, was produced an age-
dependent increase of total concentration of cytochromes P450, cytochromes b5 and
heme, as well as, NADPHred, ECOD, EROD enzymatic activities, in life period selected
for this study. However, in contrast with the liver, we observed a decrease of 64-T-OH,
16a-T-OH and mGST enzymatic activities with age in the same life period, and ¢GST e
GR enzymatic activities have the same values in both growth stages. These results
suggest that renal capacity for xenobiotics and endogenous steroids metabolization was
higher in mature Wistar male rats than animals at puberty, but the capacity of renal
microsomal fraction to participate in endogenous steroids biotransformation or
conjugation reactions decrease with age in same group of animals.

- at puberty, the isoproturon treatment induced an increase of total concentration
of proteins, cytochromes P450 and heme, also mGST e GR enzymatic activities.
Nevertheless, we observed a strong inhibition of NADPHred, 65-T-OH and 16a-T-OH
enzymatic activities and a delicate inhibition of ¢cGST, ECOD e EROD enzymatic
activities, that in the later case only was significantly in the animals treated with more
elevated dose (9 mg/Kg).

The inhibition of electronic transference from NADPH to the cytochromes P450,
as well as, the endogenous steroids hydroxylation reactions catalysed by microsomal

enzymes and glutathione conjugation reactions, mediate by ¢cGST could affect the renal

xxi



biotransformation capacity of others xenobiotics and because of this, to improve the risk
of kidney to bear toxic effects by isoproturon, yours metabolic derivates or other
exogenous compounds that was penetrate in the organism in same time.

- In young adult rats the isoproturon treatments caused a decrease of total
" concentration of cytochromes P450, cytochromes b5 and heme, as well as, the
NADPHred, ECOD e¢ EROD microsomal enzymatic activities. Moreover, we are
observed an increase of 63-T-OH, 16a-T-OH, mGST, cGST e GR enzymatic activities.
These results could be considered as protection response of renal tissue, because
establish an alternative pathway for endogenous and metabolic derivatives elimination

that could arrive to the kidneys, by example, from hepatic tissue.

8. In testis we observed that:

- in the rats which were not treated with isoproturon, was produced an age-
dependent increase of total concentration of proteins, cytochrome P450, cytochrome b5
and heme, as well as NADPHred, ECOD, EROD, mGST e cGST enzymatic activities, in
life period selected to the study, but we did not observe any difference of 63-T-OH,
160-T-OH and GR enzymatic activity in both ages. These results suggest that testis of
young adult Wistar rats have a more high capacity of xenobiotics metabolization and
antioxidant response than Wistar rat at puberty, though the results obtained to the GR
enzymatic activity was not affected by the age.

- at puberty and young adult stage, the isoproturon treatment induced an increase
of total cytochromes P450 and heme concentration, as well as, an increase of ECOD and
EROD enzymatic activities, but caused a decrease of microsomal proteins concentration
and, NADPHred, mGST e ¢GST enzymatic activities, without affect the GR catalytic

activity. We suspect that the induction of xenobiotics dealkilation reactions as the
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inhibition of mGST and ¢GST catalytic activities correspond to a profile of elevated risk
induced by the isoproturon in testis that could be implicated in toxicological effects in

spermatogenesis.

9. In the thymus, we observed that:

- in the rats which were not treated with isoproturon, was produced an age-
dependent increase of total proteins, cytochrome P450 and heme concentration, also
ECOD, EROD and mGST enzymatic activities and, a decrease of cGST enzymatic
activity with age, in life period selected to this study, but we did not observe any
difference of NADPHred and GR enzymatic activity in both ages. These results suggest
that sexual maturation improve the capacity of cytochrome P450 system to the
xenobiotics biotransformation, but inhibit the reactions of conjugation with glutathione
catalysed by cytosolic enzymes, an important defence system against xenobiotics.

- at puberty de isoproturon treatment induced an increase of microsomal proteins,
cytochrome P450 and heme concentration, as well as, ECOD, EROD, mGST and GR
enzymatic activities and a decrease of cytosol proteins concentration and NADPHred
and cGST enzymatic activities, response with strong toxicological significance, since the
induction of dealkilation reactions were not correlated with a similar induction of
conjugation reactions catalysed by ¢cGST.

- in young adult male Wistar rats, the isoproturon treatment caused a decrease of
microsomal proteins, cytochrome P450 and heme concentration, as well as, ECOD and
mGST catalytic activities, but caused an increase of NADPHred, EROD, ¢GST and GR
enzymatic activities, behave as bifunctional inductor of EROD, ¢GST and NADPHred
enzymatic activities, a pathway that could be participates in isoproturon elimination from
the thymus and consequently could be considered as protection via of this organ.
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10. the toxicological risk in liver and kidney associated to isoproturon treatment seems
* higher during puberty, owing the inibition in reactions greatly catalysed by
CYP1Al(kidney), CYP1A2 (liver), CYP2BI1(liver) and CYP 2B2 (liver) isoenzymes, as
well as, conjugation reactions catalysed by cGSTenzymes in both tissues. The
toxicological risk in thymus associates to isoproturon treatment seems also elevated
during puberty, because we did not observe an induction of cGST enzymes as those

occur with reactions greatly catalysed by CYP1A1l and CYP1A2.

11.The bifunctional induction of cGST enzymes in liver and thymus, and the
monofunctional induction of these enzymes in the kidneys of young adult Wistar male
rats, seems a protection response of these tissues that probably promote the isoproturon
elimination, by losing a methyl group and conjugation of the metabolic derived with

glutathione, or through direct conjugation of the xenobiotic with the tripeptide.

12.The toxicological risk owing by isoproturon seems to be more elevated in testis than
in liver, kidney and thymus, no-dependent of age and is probably associated to CYP1Al

and CYP1A2 induction and mGSTand ¢GST inhibition.
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Figura 4.20.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdio na actividade
enzimatica glutationo S-transferase da fracg¢o microssomal do figado
de ratos machos Wistar.

Figura 4.21.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de proteina total do citosol do figado de ratos machos Wistar.

Figura 4.22.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase do citosol do figado de ratos
machos Wistar.

Figura 4.23.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo redutase do citosol do figado de ratos machos
Wistar.

Figura 4.24.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no peso
hiimido dos rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.25.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na relagdo peso
dos rins/ peso do corpo de ratos machos Wistar.

Figura 4.26.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢d0 de proteina total da fracgdo microssomal dos rins de ratos
machos Wistar.

Figura 4.27.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de citocromo P450 da fracgdo microssomal dos rins de ratos
machos Wistar.

Figura 4.28.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢ao de citocromo b5 da frac¢do microssomal dos rins de ratos

machos Wistar.
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Figura 4.29.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de hemo microssomal dos rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.30.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica NADPH (P450) redutase da fracgdo microssomal dos rins
de ratos machos Wistar.

Figura 4.31.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase da frac¢io microssomal dos
rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.32.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase da fracgdo microssomal
dos rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.33.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 6f-testosterona hidroxilase da frac¢do microssomal dos
rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.34.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 16a-testosterona hidroxilase da frac¢do microssomal dos
rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.35.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase da frac¢do microssomal dos rins
de ratos machos Wistar.

Figura 4.36.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de proteina total do citosol dos rins de ratos machos Wistar.

Figura 4.37.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase do citosol dos rins de ratos
machos Wistar.

Figura 4.38.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo redutase do citosol dos rins de ratos machos
Wistar.

Figura 4.39.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no peso
himido de testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.40.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na relagido peso

dos testiculos/ peso do animal, em ratos machos Wistar.
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Figura 4.41.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de proteina total da frac¢do microssomal dos testiculos de ratos
machos Wistar.

Figura 4.42.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢ao de citocromo P450 da frac¢do microssomal dos testiculos de
ratos machos Wistar.

Figura 4.43.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢ao de hemo da fracgdo microssomal dos testiculos de ratos machos
Wistar.

Figura 4.44.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica NADPH (P450) redutase da frac¢io microssomal dos
testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.45.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase da fracgio microssomal dos
testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.46.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 7-etoxirresorfina O-desetilase da fracio microssomal dos
testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.47.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 6/testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal dos
testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.48.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 16a-testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal de
testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.49.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase da fracgdo microssomal de
testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.50.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de proteina total do citosol dos testiculos de ratos machos Wistar.

Figura 4.51.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase do citosol dos testiculos de ratos

machos Wistar.
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Figura 4.52.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo redutase do citosol dos testiculos de ratos
machos Wistar.

Figura 4.53.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no peso
hiimido do timo de ratos machos Wistar.

Figura 4.54.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na relagdo
peso de timo / peso do corpo, de ratos machos Wistar.

Figura 4.55.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢d30 de proteina total da fracgdo microssomal do timo de ratos
machos Wistar.

Figura 4.56.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de citocromo P450 da fracgdo microssomal do timo de ratos
machos Wistar.

Figura 4.57.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra-
¢do de hemo da frac¢do microssomal do timo de ratos machos
Wistar.

Figura 4.58.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica NADPH (P450) redutase da fracgdo microssomal do timo
de ratos machos Wistar.

Figura 4.59.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase da frac¢do microssomal do
timo de ratos machos Wistar.

Figura 4.60.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica 7-etoxirresorfina O-desetilase da fracgdo microssomal do
timo de ratos machos Wistar.

Figura 4.61.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase da fracgdo microssomal do timo
de ratos machos Wistar.

Figura 4.62.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdao na concentra-

| ¢do de proteina total do citosol do timo de ratos machos Wistar.

Figura 4.63.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade
enzimatica glutationo S-transferase do citosol do timo de ratos

machos Wistar.
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Figura 4.64.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade

enzimatica glutationo redutase do citosol do timo de ratos machos.

Apéndice B

Figura L Cromatograma de uma mistura padrio de 6T-OH (3 mg.dm™) a,
16a-T-OH (1 mg.dm®) b, 114T-OH (1 mgdm®) ¢, 2a-T-OH
(1 mg.dm™) d e testosterona (20 mg.dm™) e.
Figura IL Cromatograma de uma mistura padrio de 63-T-OH (30 mg.dm™) a,
16-T-OH (10 mg.dm™) b, 114T-OH (10 mg.dm™) ¢, 2a-T-OH
(10 mg.dm™) d e testosterona (20 mg.dm>) e.
Figura II.Cromatograma de uma amostra de figado de ratos machos Wistar
controlo com 7 semanas de idade, onde estdo assinalados os picos
64T-OH (a), 16a-T-OH (b), 114T-OH (¢), 2a-T-OH (d) e
testosterona (e).
Figura IV.Cromatograma de uma amostra de rins de ratos machos Wistar
controlo com 7 semanas de idade, onde estéo assinalados os picos 64
T-OH (a), 16a-T-OH (b) e testosterona (e).
FiguraV.Cromatograma de uma amostra de testiculos de ratos machos Wistar
controlo com 7 semanas de idade onde estdo assinalados os picos 64T-
OH (a), 16a-T-OH (b) e testosterona (e).
FiguraVlL. Cromatograma de uma amostra de timo de ratos machos Wistar
~ controlo com 7 semanas de idade.
Figura VIL Curva de calibragdo para 63T-OH. Utilizaram-se 6 solugdes com
mistura dos quatro esterdides contendo 1,5; 3,0; 7,5; 15,0; 30,0 ¢
75,0 mg.dm™ de 6 &hidroxitestosterona.
Figura VIIL.Curva de calibragdo para 16a-T-OH. Utilizaram-se 6 solu¢bes com
mistura dos quatro esterdides contendo 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e
25,0 mg.dm™ de 16a-hidroxitestosterona.
Figura IX.Curva de calibragdo para 114T-OH. Utilizaram-se 6 solu¢des com
mistura dos quatro esteréides contendo 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 25,0

mg.dm™ de 114 hidroxitestosterona.
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Figura X.Curva de calibragdo para 2a-T-OH. Utilizaram-se 6 solugbes com
mistura dos quatro esteréides contendo 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 25,0

mg.dm™ de 2a-hidroxitestosterona. 331
Apéndice C
FiguraXI.Curva de calibragio utilizada na determinagcdo da concentragido de

proteina total, construida com 7 solugdes contendo 50; 75; 100; 125;

150; 175 e 200 pg.cm™ de albumina do soro bovino, respectivamente. 334
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1.Fundamento teérico






1.1.Bioquimica do desenvolvimento animal

1.1.1. Introducéo

A bioquimica do desenvolvimento animal constitui uma area cientifica muito lata
¢ complexa (Rothestein, 1986, Jazwinski, 1996, McClearn, 1997). Grande parte dos
conceitos que véo ser abordados neste capitulo nem sempre estdo explicitos na literatura
O que torna necessario fazer-se uma breve sistematizacio.

Os sistemas vivos distinguem-se dos sistemas inanimados pela forma como
contrariam a segunda lei da termodindmica que n3o prevé a existéncia de processos
ciclicos na natureza (Blum, 1955, Calow, 1978) e preconiza uma tendéncia continua e
unidirecional da ordem para a desordem.

A universalidade da tendéncia entropica s6 ¢ valida para sistemas isolados que
ndo trocam matéria e ou energia através das fronteiras que os delimitam. No entanto, o
universo, ¢ em regra, considerado como um sistema aberto e os processos naturais como
ciclos que envolvem um fluxo entre a ordem e a desordem, a composi¢io e a
decomposigdo (Calow, 1978). Apesar disso, algumas configuragdes mantém a sua
existéncia por consideraveis periodos de tempo, gracas 4 sua estabilidade ou a sua
repetibilidade.

O aparecimento repetitivo de uma unidade individual pode acontecer devido a
substitui¢do fortuita, quando a mesma configuragdo reaparece com elevada frequéncia,
por possuir probabilidade elevada de forma¢do, ou devido a replicagio, quando
providencia uma cépia de si propria conservando a sua organizagio complexa, mesmo
que a entidade original seja posteriormente destruida. Uma vez que a replicagio permite

a formagdo de um numero elevado de copias, uma unidade com essa capacidade pode



tornar-se vulgar mesmo quando a sua probabilidade de formagdo € baixa. Este tipo de
ocorréncia manifesta-se na formacdo de cristais e na reproducdo dos organismos vivos
(Calow, 1978, Jazwinski, 1996).

Um sistema s6 pode perpetuar-se por replicagdo directa se for estavel e inerte.
Caso contrario, a replicagdo obedece forgosamente a um plano, como acontece com o0s
organismos vivos que se replicam de acordo com as regras codificantes do seu material
hereditario (Caihrms-Smith, 1971, Rothestein, 1986, Lewin, 1994, Jazwinski, 1996).

A evolucdo dos seres vivos enquanto sistemas individualizados apresenta trés
aspectos importantes, como sejam: o aumento progressivo de tamanho, a diferenciacdo
celular e o desenvolvimento de sistemas de comunicagd0 entre os seus componentes
(Zeuthen, 1947, Calow, 1978, Chauvet, 1986).

Os ciclos da vida, para além de oscilarem entre duas fases distintas de formag@o e
decomposigdo, exigem um terceiro passo fundamental que € o da replicagdo. O diagrama
da figura 1.1 representa os principais eventos do ciclo de vida animal (Calow, 1978,

Hosokawa et al., 1997).

/ crescimento \
nascimento maturidade
embriogénese

&

reprodugio | « P
senescéncia

morte

Figura 1.1 Principais eventos do ciclo de vida animal



O crescimento ocorre quando a entrada de nutrientes no organismo é superior
ao consumo na compensa¢do das perdas resultantes dos processos dissipativos. O
potencial quimico disponivel para o crescimento é utilizado na produgdo de novas
células, na satisfagdo das pré-existentes, ou na criagio de material extracelular, como por
exemplo a acumulagio de gordura (Calow, 1978).

O crescimento pode, ao nivel molecular, exprimir-se através da replicagio do
DNA ou da biossintese de proteinas e, ao nivel celular, através da velocidade de
multiplicagdo ou de morte celular ou, ainda, através do aumento de volume de cada
célula.

O termo diferenciacdio celular ¢ referido na literatura como o processo em que
ocorre um aumento do conteudo e da diversidade celular que leva a formacio de
diferentes linhagens de células com organizagdo molecular e propriedades metabolicas
diversas, que tornam possivel a constru¢do de um organismo multicelular a partir de um
unico zigoto (Calow, 1978; Hosokawa et al., 1997).

No entanto, a diferenciagio celular ¢ mais abrangente do que o conceito atras
exposto, uma vez que ndo so engloba a histogénese, quando se refere as diferencas
celulares progressivas que se manifestam durante a embriogénese ou na transformagdo
de um sistema em desenvolvimento, mas também a regionalizagdo que ocorre em alguns
locais dos sistemas vivos nos processos regenerativos e que consiste na formagio de
estruturas diferentes e essencialmente disjuntas a partir de uma estrutura inicialmente
homogénea (Chauvet, 1986).

A vida ¢ a morte estdo fortemente interligadas uma vez que todos os seres vivos
morrem devido a causas diversas como doengas, acidentes, acgdo dos predadores ou em

resultado de alguns processos degenerativos intrinsecos. Em algumas espécies, o



envelhecimento e a morte, estdo fortemente associados com a reproducdo,
nomeadamente em insectos. Contudo, a maioria dos vetebrados possui tecidos
mitoticamente activos que sio reciclados durante téda a vida e envelhecem lentamente.
As possiveis causas fisico-quimicas que determinam este processo poderdo estar
previamente programadas no seu patrimonio hereditario, ou constituirem uma
acumulagio aleatoria de danos no sistema que o inviabilizam progressivamente até a
morte (Calow, 1978, Rose, 1991).

O termo desenvolvimento apesar de, por vezes, ser utilizado de forma pouco
clara e confundido com crescimento, € de indole globalizador e designa o conjunto de
variagOes, estruturais e metabolicas, progressivas ou aleatorias a que um individuo esta
sujeito durante a sua vida (Chauvet, 1986, McClearn, 1997, Hosokawa et al., 1997).

Os modelos que procuram interpretar o desenvolvimento englobam uma ampla
variedade de fendmenos e niveis de explicagdo (McClearn, 1997, Hosokawa et al.,
1997). O desenvolvimento €, pois, um processo descontinuo e de dificil previsibilidade,
devido a incerteza relacionada com as caracteristicas proprias e a bifurcagdes complexas
de cada sistema, a magnitude de cada nivel em que decorre e também & influéncia do
patrimonio genético e do ambiente que diferem hierarquicamente de subsistema para
subsistema, e dentro de cada subsistema ao longo da idade cronologica (Jazwinski, 1996,

McClearn, 1997).

1.1.2. Hipéteses classicas sobre a influéncia da idade nos seres vivos

Rose (1991) e Arking (1991) identificaram muitos modelos que procuram
interpretar a influéncia da idade nos organismos vivos com base na identificagio de

processos biologicos basicos ao nivel celular, dos tecidos e dos orgdos. A maior parte



dos modelos descritos podem ser agrupados em quatro hipoteses mais abrangentes: (1)
mutagdo somatica (Burnet, 1972, Goldstein, 1978), (2) acumulagio de erros durante a
sintese proteica (Orgel 1973), (3) radicais livres e formacdo de ligagGes cruzadas

(Harman, 1972), (4) participagio do sistema imunitario (Burnet, 1972, 1974).

1.1.2.1 Hipétese da mutacdo somatica

A hipotese da mutagio somatica considera que erros na sintese do DNA de
células somaticas poderdo acumular-se com a idade e levar a uma eventual perda da
fungdo bioldgica normal das células. O modelo fundamenta-se no facto de a frequéncia
de aberragdes cromossomais aumentar com a idade e de a irradiagdo de células com
radiagdo X conduzir a alteragdes moleculares idénticas, acompanhadas por uma
diminuig3o da esperanga de vida celular (Goldstein, 1978).

Todavia, tém surgido algumas inconsisténcias nesta hipotese. Por exemplo, a
correlagdo entre o tipo de radiagdo ou a dose aplicada e as aberragdes cromossomais ou
a diminui¢io da longevidade nem sempre é mﬁito elevada. Contudo, existe uma relagio
bem estabelecida entre os erros produzidos no DNA e os erros cromossomais que
permitem reconciliar algumas dessas dificuldades (Burnet, 1974).

Por outro lado, os mamiferos possuem meccnismos moleculares capazes de
reconhecer e reparar danos no DNA. No entanto, também existem algumas evidéncias de
perda de fidelidade desses mecanismos com a idade (Rothstein, 1986). Por exemplo,
Epstein ef al. (1972) observaram que a taxa de reparagio do DNA se apresentava
bastante diminuida em experiéncias realizadas in vifro com fibroblastos senescentes de
humanos. Alguns autores tém sugerido que a repetigdo genética protegera as células

destes danos e, consequentemente, a esperan¢a de vida de um organismo podera



depender da extensio em que as proprias mensagens genéticas se repetem (Medvev,
1981). Por esse motivo, pode acontecer que a esperanga de vida dependa da ocorréncia
de danos em genes pouco repetidos ou ndo repetidos.

Outros autores tém proposto que a replicagdo incompleta dos cromossomas, com
perda parcial das suas sequéncias teloméricas ao longo do desenvolvimento, pode
contribuir para a perda gradual do potencial de proliferacdo celular, uma vez que o
encurtamento dos teldmeros facilita a degradacdo e a fusdo cromossomal. No entanto,
alguns estudos realizados para compreender esse facto, ainda ndo permitiram determinar
os factores responsaveis pela conservagio do tamanho dos telomeros durante os
processos replicativos, pois parece que a actividade telomerase, por si so, ndo €
suficiente para o fazer, devendo, por esse motivo, existir mecanismos ndo dependentes
da telomerase que participam na estabilizagdo do comprimento dos telomeros (Smith e

Pereira-Smith, 1996).

1.1.2.2 Hipotese da acumulacdo de erros durante a sintese proteica

A hipotese da acumulagdo de erros durante a sintese proteica formulada por
Orgel (1973) sugere que a ocorréncia de falhas ao nivel da transcri¢do e/ou tradugdo,
pode autoperpetuar-se € conduzir a uma quebra gradual, mas irreversivel, da fidelidade
na sintese proteica.

Uma das principais previsdes desta teoria ¢ a da populagdo enzimatica de um
organismo poder variar de tal modo com a idade que venha a impedir um funcionamento
optimo dos processos metabolicos (Cutler, 1975; Rothestein, 1986, Rose, 1991 e
Arking, 1991). No entanto, algumas experiéncias tém mostrado que a incidéncia de

inser¢do de bases erradas em mRNA a partir de matrizes sintéticas de DNA ndo varia



quando se comparam preparagdes de RNA polimerase de ratos envelhecidos com as de
ratos jovens. Podera, pois, defender-se a ocorréncia de erros pontuais, mas nio uma

catastrofe de erros ao longo do desenvolvimento (Rothstein, 1986).

1.1.2.3 Hipétese dos radicais livres

A hipotese dos radicais livres descrita por Harman (1972) admite que uma ampla
variedade de agentes da natureza, como por exemplo radicais livres e aldeidos, podem
desencadear a formagdo de ligagdes cruzadas entre grupos de grandes polimeros de
localizagdo proxima no organismo que provocam alteragdes da conformagdo espacial
dessas biomoléculas e inviabilizam o seu papel na célula. Por outro lado, parece que esse
efeito depende da idade do organismo (Sohal e Weindruch, 1996, Beckman e Ames,
1998).

De acordo com esta hipotese, podera ocorrer no meio celular um aumento da
produgdo de radicais livres com a idade ou uma falha nos sistemas de defesa da célula.

As ligagdes cruzadas podem, também, participar na associagio de pequenas
moléculas € promover a fixagdo destas a moléculas de grandes dimensdes ou até aos
organitos (Harman, 1972, Rothstein, 1986, Beckman e Ames, 1998, Rose, 1991 e
Arking, 1991). Por exemplo, a formagdo de ligagdes cruzadas no colagénio aumenta com
a idade. No entanto, parece que muitas delas ocorrem durante o crescimento e a
maturagdo e nao no periodo designado por senescéncia (Hall, 1976, Cerami, 1986).

A lipofusceina, o chamado pigmento do envelhecimento, acumula-se com a idade
nas células de muitos tecidos (Strehler, 1962). Este pigmento, que resulta da formagdo
de ligagdes cruzadas entre biomoléculas, parece ndo produzir danos celulares, excepto

quando se acumula em quantidade suficientemente elevada para interferir com a estrutura



e o funcionamento celular adequado (Zeman, 1971). Todavia, a ocorréncia de tais
materiais sugere que outros produtos menos 0bvios, resultantes deste tipo de ligagdes, se
possam acumular levando a destrui¢do dos tecidos. Parece, também, que na cromatina
pode ocorrer uma acumulagio progressiva de ligagdes cruzadas entre as cadeias de DNA
e as histonas (Cutler, 1975, Beckman e Ames, 1998). Este efeito € evidenciado pelo
decréscimo na possibilidade de extracgdo de proteinas do DNA de células envelhecidas e
pelo aumento da sua estabilidade térmica com a idade.

O estabelecimento de uma relagdo entre tais variagGes e 0s processos de
senescéncia ainda n3o foi conseguido, embora algumas experiéncias envolvendo dietas
ricas em anti-oxidantes paregam contribuir para a expansdo da longevidade de animais de
laboratério. Sabe-se que esses agentes initbem a formag@o de ligagdes cruzadas por

reacgdes de autoxida¢do (Harman, 1972, Rothstein, 1986, Beckman e Ames, 1998).

1.1.2.4 Hipdtese imunologica

A hipotese imunoldgica resultou do facto de se ter observado que a perda da
capacidade de defesa do sistema imunitario contra células malignas e auto-imunitarias de
antigénios reconheciveis aumentava com a idade (Burnet, 1972, 1974).

A contribui¢io do timo para a competéncia imunitaria € extremamente elevada
durante o periodo de maturagdo sexual, atingindo o seu maximo durante a puberdade, a
que se segue o periodo de involugdo do orgdo. O timo parece, pois, assumir um papel
importante no desenvolvimento, pois, para além de funcionar como local de
diferenciagio e proliferagdo de linfocitos T imunocompetentes, as suas células epiteliais

segregam hormonas, como as timosinas € a timopoietina, que desempenham fungdes
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importantes na propria diferenciagdo celular dos linfocitos (Hall e al., 1983, Healy,
1983, Geenen et al, 1989, Li, 1993).

A partir da idade adulta, a diferenciagio de linfocitos T e, provavelmente, a dos
linfocitos B cessa e o sistema imunitario devera passar a funcionar com clones de células
até ai ndo utilizadas e que se encontrem acumuladas em outros tecidos linfoides
periféricos (Miller, 1994, Miller, 1997).

Experiéncias realizadas com ratos que apresentavam sinais precoces de
senescéncia, devido a disfungdes da hipofise, mostraram que a administragio de tiroxina
e de hormona de crescimento corrigia os efeitos observados para o padrio de
desenvolvimento normal desses animais. No entanto, nio foi observado um efeito
idéntico em ratos timectomizados. Tal facto levou varios autores a inferirem que o
desenvolvimento animal podera ser condicionado por interacgdes hormonais
hipofise/timo (Burnet, 1974, Grossman, 1985, Miller, 1994).

Acredita-se, pois, que a involugdo do timo, associada ao declinio das hormonas
timicas circulantes, contribua para a perda do vigor imunitario e assuma um papel
importante na determinagio da longevidade (Burnet, 1974, Grossman, 1985, Li, 1994,

Miller, 1994, Miller, 1997).

1.1.3.Outras concepgdes sobre a influéncia da idade nos seres vivos

As hipoteses classicas formuladas sobre a influéncia da idade nos organismos
vivos agrupam os factores determinantes do desenvolvimento em dois dominios
grosseiros, o dominio ambiental e 0 dominio genético.

Os factores ambientais podem ser radiagdes ionizantes, aspectos nutricionais ou,

até, sistemas de suporte social.
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Os genes podem ser considerados como fontes de programas de envelhecimento
especificos de cada espécie ou como influenciadores da longevidade. No entanto, ¢
pouco usual que os factores genéticos e os factores ambientais sejam considerados em
simultdneo, uma vez que as ciéncias biologicas, as ci€éncias do comportamento € as
ciéncias sociais tém alguma tendéncia para considerar estes dois dominios algo

contraditorios e opostos (McClearn, 1997).

1.1.3.1 . Modelo diferencial

McClearn, em 1997, descreveu uma aproximagio ao fenomeno desenvolvimento,
explicitando os dois dominios de influéncia, na qual pressupde que o fendtipo observado
corresponde ao resultado de factores genéticos e ambientais que influenciam a sua
propria formagdo. Nesse modelo, é também assumido que existe um intervalo
indifinidamente grande de diferengas ambientais efectivas e de. sub-influéncias
intrauterinas que, por interaccdes de grupo, podem conferir a muitos genes
caracteristicas individuais. Por outro lado, considera-se também que existe um grande
numero de genes com formas alélicas alternativas que sdo compativeis com a vida € que
condicionam o fendtipo. O suporte algébrico deste modelo, designado por modelo
diferencial, foi desenvolvido no inicio deste século e tem-se mostrado adequado para
interpretar dados empiricos da agricultura e da biologia humana (Falconer, 1989,

McClearn, 1997). A relagdo matematica mais simples que o traduz ¢ dada pela equagdo:

Vp = Vgt Vg

onde Vp representa a varidncia total do fenétipo, V¢ a componente genética e Vg a

componente ambiental da variancia. A componente genética (V) refere-se a diferencas
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entre individuos cujo genétipo condiciona um fenétipo particular e abrange uma
colectividade de genes que exercem influéncia individual sobre o fenotipo. Estes
comportam-se de forma mendeliana em termos de segregagdo e variedade, sendo
aditivos ou podendo apresentar varios graus de dominincia ou recessividade. A
componente ambiental (Vg) corresponde a varidncia entre individuos resultante de
impactes ambientais que se manifestam no fenétipo, mas que ndo estdo localizados no
DNA de cada individuo.

A particdo da varidncia em componentes genéticos e ambientais exige uma

expansio da equagdo inicial em varios termos, podendo tomar o aspecto:

Vp = VA + VD+ VI +VEs + VENS + VGXE + ZCOVGE + ...

onde Vg se subdivide nos componentes V, aditivo, Vp ndo aditivo e V; de interacgdes
entre genes. Para V| temos o exemplo classico de Coleman ¢ Hummel (1975) que, em
estudos realizados com ratos relacionados com o gene da diabetes, observaram
diferentes patofisiologias dependentes da variedade animal, ou melhor, da vizinhanga
genética. Por outro lado, o termo ambiente pode ser subdividido em efeitos a curto-
prazo e efeitos a longo-prazo ou em componentes familiares partilhados (Vgs) ou ndo
partilhados (Vexs). O termo de interacgdo covaridncia (COVgg ), omitido para facilitar a
apresentagdo inicial, contempla a correlagio entre a genética e as influéncias do
ambiente. A expressdo anterior consegue, de certa forma, realgar o facto de as respostas
simplistas ndo serem expectaveis para interpretar a influéncia da genética e do ambiente
no desenvolvimento (Falconer, 1989, McClearn, 1997).

A influéncia de qualquer agente ambiental especifico sobre o desenvolvimento

dependera assim de outras circunstincia ambientais predominantes e do genoétipo do
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organismo sobre o qual as condigdes ambientais actuam. Por isso, a caracterizagdo
anatOmica, bioquimica, fisioloégica e imunoldgica, entre outras, de um dado fenétipo s6
pode ser considerada uma descrigdo da idade bilogica para cada instante. Alteragdes

neste campo podem pois ser consideradas desenvolvimento (McClearn, 1997).

1.1.3.2. Sistemas complexos

A idade de um organismo pode ainda ser considerada como um sistema
complexo constituido por subsistemas aproximadamente separados com diferentes idades
biologicas. Se tomarmos como verdadeira esta afirmac@o, a tentativa para caracterizar a
idade biolégica ou funcional de um individuo por uma Unica aproximagdo torna-se, de
facto, muito limitada, uma vez que as restrigdes genéticas e ambientais podem variar
substancialmente de subsistema para subsistema.

Os sistemas complexos sdo constituidos por uma rede de vias metabolicas
interactivas que dipdem de mecanismos de compensagdo através dos quais um defeito ou
uma menor eficacia de uma determinada via podem ser compensados pela actividade de
outra. Tal compensagdo ocorre por retro-resposta garantindo que a informagdo libertada
por determinado subsistema ira influenciar um subsistema anterior.

Uma resposta deste tipo constitui a base dos mecanismos de homeostase que
mantém importantes constituintes biologicos a um determinado nivel “set point” ou
dentro de um determinado intervalo.

A nogio classica de homeostase inclui os conceitos de homeorresis (Waddington,
1957) ou reostasis (Mrosovsky, 1990) que consideram os “set point” ou os intervalos
como pardmetros que variam com o desenvolvimento e com a resposta a factores

ambientais.
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Os sistemas em desenvolvimento evoluem por saltos entre patamares funcionais
que ocorrem presumivelmente em pontos de bifurcagdo metabolica.

Um sistema pode ser muito estivel entre esses pontos de “bifurcagio
metabolica”, mas imprevisivel nessas bifurcagdes. Esta concepgio ¢ util e possivelmente
necessaria para se observar o desenvolvimento como uma sucessio de passos funcionais
€ ndo como um processo continuo. Por esse motivo, alguns investigadores consideram
mais correcto conceber o desenvolvimento como uma série de saltos funcionais
multiplos, que podem nd3o ocorrer de forma sincrono em cada um dos “clusters”
hierarquicos da idade.

Os pontos de bifurcagdo ou passos funcionais podem colocar uma limitagdo
fundamental a previsibilidade ao longo da trajectoria global da vida.

A estabilidade e a previsibilidade podem ser elevadas em cada patamar, mas
podem ser severamente reduzidas nos periodos de transi¢io (Simon, 1973, Warner et al.,
1987, Lipsitz, 1992, McClearn, 1997).

As diferengas entre um patamar funcional e o seguinte resultam da contribui¢do
genética e ambiental que condicionam o estado do organismo entre patamares. Embora o
intervalo entre patamares e a extensdo dos patamares possa variar de individuo para
individuo, € provavel que se tornem previsiveis se 0s pardmetros evoluirem de forma
caracteristica ao longo da vida desse individuo (Lipsitz, 1992, McClearn, 1997).

S6 o tempo e a acumulagdo empirica de dados tornario disponiveis modelos
diferenciais quantitativos ou teorias de sistemas complexos dirigidos ao
desenvolvimento, que possam oferecer boas perspectivas para o esclarecimento das
relagSes entre as varias hipoteses classicas acerca deste, providenciando uma base para

uma perspectiva teorica geral (Yates ez al., 1972, McClearn, 1997).
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1.2. Biotransformacio de xenobioticos

1.2.1.Introducdo

Os seres vivos contactam diariamente com um grande e variado conjunto de
moléculas quimicamente diferentes. O processamento de algumas dessas substancias
como, por exemplo, ghicidos, proteinas e lipidos, fontes nutricionais indispensaveis a sua
sobrevivéncia, decorre por vias metabolicas especificas de biotransformagio,
evolutivamente aferidas ao longo dos tempos (Leader; 1991, Guengerich, 1993).

No entanto, existe outro tipo de compostos de circulagdo ambiental com os quais
um determinado ser vivo contacta esporadicamente na vida, como alguns produtos do
metabolismo secundario das plantas (Itio ef al., 1993, Zhang e Das, 1993, Chhabra e
Rao, 1994, Canivenc-Lavier et al, 1996), medicamentos (Naitio ez al., 1994, Buetler et

al., 1995, e produtos industriais potencialmente toxicos que podem também ser

absorvidos (Leader, 1991).

Em geral, os compostos deste tipo, vulgarmente design;.dos por xenobioticos,
apresentam caracter lipofilo e podem ser facilmente absorvidos através da pele, pulmdes,
ou tracto gastro-intestinal e excretados pela urina, bilis, fezes, ar expirado ou
transpiragao.

Embora, em alguns casos, a sua excregdo possa ocorrer sem que lhes seja
efectuada qualquer modificagdo quimica, o mais vulgar € necessitarem de ser
previamente biotransformados em compostos mais polares, tendo em conta que o

caracter lipofilo que apresentam facilita a sua reabsorgdo a partir dos fluidos excretorios

(Feffrey, 1991).
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Por este motivo, os xenobidticos com caracter apolar que ndo sejam eficazmente
reconhecidos e modificados pelos sistemas de biotransformagio podem acumular-se nos
organismos, uma vez que sdo facilmente absorvidos e dificilmente excretados
(Guengerich, 1993, Meyer, 1996).

Os produtos das reacgdes de biotransformagdo sdo, em geral, compostos
quimicamente distintos das moléculas que lhes deram origem, facilmente excretaveis
pelas vias urinaria, biliar e fecal e de dificil distribuigdo pelos varios tecidos pois, devido
a sua hidrofilicidade, ndo difundem facilmente através das membranas biologicas (Kyle e
Farber, 1991, Sipes e Gandolfi, 1991, Guengerich, 1993, Woodhause e Wyml, 1992,

Meyer, 1996).

1.2.2 Reacgdes de biotransformacio - Fase I e Fase 11

A conversdo enzimatica de compostos lipossoliveis em compostos mais polares
pode dar-se através de um conjunto variado de reacgdes pertencentes a duas etapas
reaccionais vulgarmente referidas como primeira e segunda fase de biotransformagdo
(Sipes e Gandolfi, 1991, Smith ez al, 1996).

A primeira fase de biotransformagdo ou fase I, compreende um conjunto de
reacgGes de oxidagdo, de redugdo e de hidrolise que levam a formagdo de derivados
metabolicos mais polares com grupos funcionais, como o hidroxilo, sulfidrilo, amina e
carboxilo, disponiveis para participarem noutros processos metabdlicos ou para,
eventualmente, serem excretados (Sipes e Gandolfi, 1991, Smith et al, 1996, Meyer,
1996).

A segunda fase de biotransformagio ou fase II, compreende um conjunto de

reac¢des de conjugagdo do composto lipossoliivel ou de um seu derivado, produzido na
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primeira fase, com um cofactor endégeno. Nestes casos, a molécula endégena, que
podera ser, por exemplo, o acido glucurénico, o ido sulfato ou o tripéptido glutationo,
conferem ao xenobidtico lipofilo ou ao seu derivado metabolico uma elevada
solubilidade em agua bem como capacidade acrescida para sofrer uma ionizag@o
significativa a valores de pH fisiologicos (Sipes e Gandolfi, 1991, Wilce e Parker, 1994,

Gulick e Fahl, 1995, Smith, 1996).

Acumulacio

nos tecidos
Produtos da fase I

Exposigio/adi¢do
de grupos funcionais

s/biotransformacdo o
Eliminagdo

xenobiodtico

Eliminag3o Conjugagio

Produtos da fase I1

Figura 1.2 Destinos que um xenobiético pode seguir depois de penetrar num organismo vivo
{ adaptado de Sipes e Gandolfi, 1991).

A biotransformagio de um xenobidtico € um processo integrado e, por vezes,

complexo. O destino metabolico de um composto em particular €, obviamente
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condicionado por factores como as suas propriedades fisico-quimicas, a dose de
exposi¢do ou a via de penetragdo no organismo vivo (Leader, 1991 Sipes e Gandolfi,
1991).

Na figura 1.2, pretendemos representar de forma sucinta alguns dos destinos
possiveis que um composto lipossoluvel exdgeno pode tomar quando penetra num
0rganismo vivo.

Assim, o percurso aparentemente mais simples corresponde a eliminagdo ou &
acumulagdo do composto sem que este tenha sofrido qualquer modificagdo quimica. Por
vezes, esta situagdo ocorre com compostos organicos volateis que podem ser eliminados
pelos pulmdes sem sofrerem qualquer biotransformagio (Sipes e Gandolfi, 1991).

No entanto, os xenobidticos sdo, na maior parte dos casos, quimicamente
modificados podendo entdo passar pelas duas fases de biotransformagio ou s6 por uma
delas, como € o caso de serem directamente conjugados com o cofactor endogeno sem
passarem pela primeira fase.

Tendo em conta tdo elevada complexidade e as diferencas existentes entre as
reac¢Ges da primeira fase e as reacgdes da segunda fase de biotransformagio, é possivel
que pequenos desvios metabolicos relacionados, por exemplo, com a dose ou o estagio
do - desenvolvimento do ser vivo possam desencadear danos quimicos neste com
importéncia elevada sob o ponto de vista toxicologico (Kyle e Farber, 1991, Woodhause

e Wyne, 1992, Smith ez al., 1996).

1.2.3.0rgéos onde ocorrem as reacgdes de biotransformacio

Os sistemas enzioaticos que participam na biotransformagio de xenobiéticos

estdo, como seria de esperar, maioritariamente localizados no figado, uma vez que a
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principal fungdo deste orgéo € receber e processar os compostos quimicos absorvidos
pelo tracto intestinal antes que sejam distribuidos pelos outros tecidos.

Outros orgdos como os pulmdes, rins, testiculos e intestinos também apresentam
capacidade para metabolizar compostos lipofilos exogenos, mas com especificidade e
valores de actividade enzimatica inferiores a do figado (Jeffrey, 1991, Sipes e Gandolfi,
1991). Por esse motivo, a contribui¢do dos tecidos extra-hepaticos para a biotransforma-
¢do global de xenobioticos é limitada. No entanto, a biotransformagido de um composto
quimico num tecido extra-hepatico pode assumir um papel especifico e imp;)nante do

ponto de vista toxicologico.

1.2.4.1ocalizacdo celular dos sistemas de biotransformacido em euca-

riotas

Os enzimas que participam na primeira fase de biotransformagdo estdo
localizados maioritariamente no reticulo endoplasmico, sendo por esse motivo
designados por enzimas de membrana (Guengerich, 1995, Meyer, 1996).

A localiza¢do enzimatica na matriz lipoproteica do reticulo constitui um factor
extremamente importante para o desencadear desse tipo de reac¢des, uma vez que os
substratos lipofilos distribuem-se parcialmente pelas membranas lipidicas (Jeffrey, 1991,
Guengerich, 1995, Meyer, 1996).

A obtengdo da frac¢do celular rica neste tipo de enzimas passa pela prepara¢do
de um homogeneizado do tecido com o rompimento do reticulo endoplasmatico e
formagdo, a partir dos fragmentos lipoproteicos, de microvesiculas designadas na

literatura por microssomas ou frac¢do microssomal.
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A fracgdo microssomal pode ser posteriormente obtida a partir do
homogeneizado por centrifugagio diferencial. Uma primeira centrifugagio a 10000 g
sedimenta nucleos, mitocondrios, lisossomas, células nio rebentadas e outro tipo de
fragmentos celulares, enquanto que posterior centrifugagio do sobrenandante
remanescente a 105000 g leva a4 obtencdo de um sedimento muito rico em fracgdo
microssomal.

O sobrenadante resultante deste ultimo passo de centrifugagdo, vulgarmente
designado por citosol, possui a maior parte dos enzimas da segunda fase de

biotransformagao (Dannenberg et al, 1993, Sipes e Gendolfi, 1991).

1.2.5.Desintoxicacdo-bioactivacio

Os sistemas enzimaticos que participam na fase I e na fase II de biotransformagdo
tém sido considerados como enzimas de desintoxicagdo uma vez que na maior parte dos
casos, convertem os xenobioticos em compostos facilmente excretaveis.

Todavia, a biotransformag¢do nem sempre pode ser intrinsecamente relacionada
com processos de desitoxicagdo, pois existem exemplos de produtos resultantes da
biotransformagdo que sio mais toxicos do que os compostos que lhes deram origem,
como acontece com alguns compostos pro-cancerigenos, como as aflotoxinas B1, os
etilcarbamatos e as arilaminas do fumo do tabaco que exercem os seus efeitos
genotoxicos ou iniciam processos de cancerizagdo nos orgdos alvo (Guengerich ef al.,
1994, Gulick e Fahl, 1995, Douton, 1995).

Em alguns dos casos estudados, j4 se conseguiram isolar e identificar os
derivados metabolicos responsaveis pela agressdo celular, mas noutras situagdes

formam-se intermediarios reaccionais extremamente agressivos € com um tempo de
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meia-vida muito curto que ndo permite o seu isolamento (Gulick e Fahl, 1995, Meyer e
Zangar, 1997).

O termo intoxicagdo ou bioactivagdo é muitas vezes utilizado para designar a
formagdo desses intermediarios reactivos que sdo capazes de desencadear agressdes
moleculares que levam a morte celular, ou de induzir quimicamente o cancro, a
teratogénese e outros processos de toxicidade (Sipes e Gendolfi, 1991, Guengerich et al,

1994, Gulick e Fahl, 1995, Douton, 1995).

1.2.6.Caracterizacdo da biotransformacdo

A descrigdo dos processos de biotransformagdo torna-se mais facil quando
caracterizamos os sistemas de biotransformagdo separadamente. Por esse motivo, nas
secgdes 1.3, 1.4 e 1.5 serdo discutidos com maior pormenor aspectos fundamentais de
alguns desses sistemas, como sejam a natureza € o mecanismo geral da reac¢do, os
cofactores envolvidos, a localizagdo subcelular e a importancia de alguns enzimas nos
processos de desintoxicagdo/bioactivagio. |

Contudo, convém ter sempre presente que a biotransformagdo de um
determinado xenobi6tico por um determinado organismo decorre com a participagido de
uma grande variedade de enzimas e num determinado instante da sua vida. Como tal, a
sua interpretagdo constitui sempre uma aproximagao integrada do problema.

Por outro lado, existem varios factores que afectam os sistemas de
biotransformagdo como por exemplo, os estados nutricional (Murray ef al, 1987,
Toskulkao et al, 1994) e de saide do organismo (Biro-Sauveur et al, 1994, Paitaud et
al, 1996) o sexo (Kato, 1986, Li et al, 1993, Zarida, 1993) ou o estadio de

desenvolvimento (Yu, 1996).
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1.3.Sistema citocromo P450

1.3.1.Perspectiva historica

O sistema citocromo P450 foi descoberto na primeira metade do século XX,
quando se estudavam reacgdes pouco conhecidas que utilizavam o oxigénio molecular
como substrato. Foi observado, entfio, que durante o processo um dos atomos do
oxigénio molecular se combinava com dois atomos de hidrogénio provenientes de duas
moléculas de NAD(P)H para formar 4gua, enquanto que o segundo atomo de oxigénio
era incorporado num substrato orginico denotado por “R”, a molécula sobre a qual o

enzima actuava, de acordo com a estequiometria:

NAD(P)H+H +0,+R ¥, NAD(P)" +H,0+RO

Estas reac¢des designadas na época por “monooxigenases de fungio mista” participavam
activamente no metabolismo de compostos quimicos como drogas, esterdides e
fitofarmacos (Gonzalez, 1989, Guengerich, 1991).

Reacgdes deste tipo foram detectadas em pequenas vesiculas derivadas do
reticulo endoplasmico liso do figado, obtidas apds rebentamento celular por
homogeneizagdo e sucessivos passos de centrifugagdo, que apresentavam uma grande
multiplicidade dessas reacgdes “de fungdo mista™, facto este que permitiu atribuir aos
hepatocitos um papel crucial neste processo metabélico (Ortiz de Montellano, 1986,
Guengerich, 1993).

O primeiro passo de identificagio dos componentes microssomais do sistema

coincidiu com a descoberta de uma hemoproteina capaz de se ligar ao monoxido de
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carbono e formar um cromoéforo cujo espectro de absorgdo apresentava um maximo
caracteristico a 450 nm (Omura e Saté, 1964a).

Sato, na Universidade de Osaka, e Estabrook, na Universidade da Pensilvéania,
descobriram que esta proteina se comportava como um constituinte terminal de uma
cadeia de transporte de electrdes que catalisava a oxidag@o de varios substratos. Sato,
tendo em conta as propriedades espectrais desta proteina, denominou-a citocromo P450
(Omura e Sato, 1964a,b; Estabrook, 1963).

Grunsalus, da Universidade do Illinois, descobriu que a bactéria Pseudomonas
putida era capaz de crescer num meio cuja unica fonte de carbono era a cinfora devido
ao facto de apresentar niveis elevados de oxidases de fungdo mista e que a adigdo do
grupo hidroxilo 4 molécula de canfora, passo inicial da sua biotransformagio, exigia a
participagdo de uma flavoproteina, de uma proteina contendo fenol e enxofre, designada
por putidarredoxina, ¢ de um citocromo P450 que designou por P450cam. Este
investigador também descobriu que essas proteinas faziam parte de uma cadeia de
transporte de electrdes que iniciava na forma reduzida do NADH, passava pela
flavoproteina e pela putidarredoxina e terminava no citocromo P450, de acordo com a

sequéncia de passos (Sligar e Murray, 1986, Fulco, 1991):

NADH —— flavoproteina —* putidarredoxina — P450..m

Na mesma época, Minor, Coon e Lu, da Universidade do Michigan, s6
conseguiram identificar na fraccdo microssomal de figado de coelho dois tipos de

proteinas envolvidas na cadeia de transporte de electrdes das oxidases de fun¢do mista.
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Observaram, entdo, que a manifestagio dessas actividades enzimaticas requeria a
presenca de fosfolipidos e que a cadeia de transporte de electrdes iniciava no NADPH,
passava por uma flavoproteina e terminava num citocromo P450, de acordo com a

sequéncia de passos:

NADPH — flavoproteina —> P450

Estudos posteriores realizados com mitocondria de eucariotas demonstraram a
existéncia de uma via semelhante a que ocorre na bacteria Pseudomonas putida em que a
adrenorredoxina, uma proteina com ferro e enxofre, substitui a putidarredoxina no seu
papel (Vermillion e Coon, 1978, Guengerich, 1993).

Nebert ef al. (1989) propuseram pela primeira vez uma classificagdo sistematica
dos citocromo P450 agrupando-os por familias e subfamilias homologas, de acordo com
a analise sequencial dos respectivos cDNA. Esse sistema de classificagdo constituiu a
base para o desenvolvimento de uma nomenclatura consensual que foi revista e

actualizada por Nebert, et al. em 1991 e por Nelson ef al. em 1993 e em 1996.

1.3.2.Papel biologico

Existem duas correntes de opinido acerca do papel biologico desempenhado pelo
sistema citocromo P450, uma que admite o seu envolvimento no metabolismo de
compostos endogenos e outra que lhe atribui como principal fungdo a remogio de
xenobidticos do organismo participando no amplo conjunto de reacgdes da primeira fase
de biotransformagio. Em alguns casos, parece que o mesmo papel depende de um Gnico

tipo de isoenzima. No entanto, na maior parte dos casos, parece existir especificidade
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funcional para cada isoenzima P450 do sistema (Sipes e Gandolfi, 1991; Nelson, 1993
Yamazaki et al., 1996, Kroetz, et al., 1997).

A resposta a um xenobidtico depende da quantidade e do tipo de citocromos
P450 activos no organismo.

Alguns seres vivos da mesma espécie ndo expressam um determinado tipo de
isoenzimas ou fazem-no em pequena quantidade. Por esse motivo, ndo conseguem
eliminar a substincia acumulando-a com consequéncias gravosas para a sua
sobrevivéncia (Mahgoub et al., 1977, Eichalbaum ef al., 1979, Daly, 1994).

A descoberta do isoenzima CYP2D6, por Robert Smith no St. Mary’s Hospital
Medical School, em Londres, ocorrreu quando este investigador, ao participar como
voluntario num ensaio sobre a ac¢do do farmaco hipotensor debrisoquina, ficou
gravemente doente devido ao efeito exagerado produzido pelo medicamento (Mahgoub
etal 1977).

Na mesma época, um ensaio realizado em Bona com o anti-histaminico
esparteina produziu um efeito toxicolégico idéntico (Eichelbaum ez al., 1979). Estudos
efectuados posteriormente sobre o metabolismo dos farmacos debrisoquina e esparteina
demonstraram que o isoenzima CYP2D6 estava fortemente envolvido na sua
metabolizagdo e elimina¢do, e que as pessoas nas quais a toxicidade ocorreu ni3o o
tinham expresso. Hoje sabe-se que cerca de 7% da populagdo caucasiana nio o possui
(Krolmer e Eichelbaum, 1995, Griese et al., 1998).

O sistema citocromo P450 pode também participar activamente no
processamento de compostos procancerigenos, uma vez que o aparecimento de tumores

depende, muitas vezes, da presenga ou da auséncia de um determinado isoenzima.
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As carnes grelhadas e o fumo do tabaco, por exemplo, possuem compostos
aminados heterociclicos derivados de glucidos e de residuos de aminoacidos endégenos
que podem manifestar propriedades cancerienas quando activados pelo CYP1A2
humano que, ao torna-los mais electrofilos ou quimicamente mais reactivos, facilita a sua
ligagdo covalente a0 DNA e a ocorréncia de mutagdes (Nelson et al., 1993, Daly ef al,
1994, Rannio et al., 1995, Yamazaki et al., 1996).

Para além da modificagdo quimica dos xenobidticos, o sistema citocromo P450
participa ainda na hidroxilagido de esteroides (Kato ef al., 1986, Shimada et al., 1987,
Sugimoto, et al., 1990, Kroetz, et al,, 1997, Bylund et al., 1998), acidos biliares,
algumas vitaminas e seus derivados, biossintese de alcaldides endogenos, como a codeina
e a morfina (Sipes, e Gandolfi, 1991), biossintese dos eicosandides a partir do acido
araquidonico (Zeldin ef al, 1996, Kroetz, et al., 1997) e biossintese do 6xido nitrico
(Masters et al., 1996).

A biossintese dos eicosandides, como as prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclinas, decorre por um mecanismo diferente daquele que se observa nas usuais
reac¢des oxidativas de fun¢do mista, uma vez que ndo requerem a transferéncia de
equivalentes redutores nem o oxigénio molecular como co-substrato, ocorrendo somente
rearranjos internos de precursores das prostaglandinas (Guengerich, 1993).

No entanto, a biossintese de outros eicosandides menos conhecidos como os
epoxieicosatrienos, que actuam ao nivel da bomba sodio-potassio, da absor¢do de agua e
do mecanismo de vasoconstri¢do no rim, ou da produgio do 6xido nitrico, gas que actua
como neurotransmissor na regulacdo da pressdo sanguinea no tecido cerebral e como
toxina contra agentes patogénicos nos macrofagos, decorre pela reac¢do de oxidagdo

comum do sistema citocromo P450 (Guengerich, 1993, Masters et al., 1996).
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1.3.3.0rgéos e localizacdo celular em mamiferos

Os enzimas que constituem o sistema citocromo P450 estio localizados
maioritariamente no reticulo endoplasmico (Jeffrey, 1991, Guengerich, 1995, Meyer,
1996).

O figado € o orgdo onde os citocromo P450 sdo expressos em maior quantidade
e diversidade. No entanto, estes enzimas expressam-se também noutros tecidos como os
rins, testiculos, ovarios e glandulas supra-renais onde desempenham, por vezes, fungdes

especializadas. (Jeffrey, 1991, Sipes, 1991, Meyer, 1996).

1.3.4.Ciclo catalitico

O mecanismo das reacgdes catalisadas pelo sistema citocromo P450 foi
parcialmente esclarecido a partir de estudos de caracterizag@o estrutural de isoenzimas
particulares.

Os trabalhos desenvolvidos com o sistema P450 de eucariotas tém sido pouco
frutuosos uma vez que as propriedades agregativas que sdo conferidas aos citocromo
P450, pelo caracter hidréfobo das membranas do reticulo endoplasmico, impedem a
formag@o de cristais distintos dessas proteinas (Sipes e Gandolfi, 1991).

Como nas bactérias, alguns citocromo P450 nd3o se encontram ligados a
membranas, a sua cristalizagdo pode ser conseguida em maior quantidade e com maior
facilidade.

A cristalizagdo do citocromo P450 CI bacteriano, vulgarmente designado por

P450cam, conseguida por Poulos, da Universidade da California, facilitou a aquisi¢do de
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conhecimentos importantes acerca do sistema citocromo P450 e do mecanismo da
reac¢do em que participa (Poulos, 1988).

O passo inicial do ciclo reaccional envolve a ligagio do substrato RH ao atomo
férrico do hemo, com a formagdo de um complexo substrato-citocromo P450 (1), e
reducdo do ferro ao estado ferroso, por transferéncia de um electrio do cofactor

NADPH mediada pelo enzima NADPH P450 redutase (2) (Mckee e Mckee, 1996, Lohr

etal., 1998).
3+
_ROH Fe
/
Fe** ROH
FeOH*" R®

NADH-bs ou (NADPH-P450) reductase ™ NADH-b;s ou (NADPH-P450) reductase™

Figura 1.3 Ciclo catalitico do sistema citocromo P450 (Sipes ¢ Gandolfi, 1991 ¢ Yamazaki, 1996)

A forma ferrosa do citocromo P450 combina-se entdo com o oxigénio molecular

(3), que aceita um segundo electrdo e um protdo provenientes do cofactor NADPH, via
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NADPH (P450) redutase e citocromo bs, ou do cofactor NADH via NADH bs redutase
e citocromo bs (4, 5) (Sipes e Gandolfi, 1991, Shen e Kasper, 1996, Yamazaki et al.,
1996, Bridges et al., 1998).

Posteriormente da-se a transferéncia dos dois electrdes para o oxigénio por uma
série de passos pouco conhecidos. Um dos atomos de oxigénio € libertado sob a forma
de agua e o outro ¢ incorporado no substrato com a formagao do complexo (FeQ)* (6).

Apos a oxidagio directa do substrato pelo complexo (FeO)** o produto formado
desliga-se do citocromo P450 (7, 8), deixando-o regenerado na sua forma oxidada (9).

O monoxido de carbono constitui um forte inibidor das reacgdes catalisadas pelos
citocromo P450 pois compete com o oxigénio molecular na ligagdo a forma enzimatica

reduzida. (Sipes et al, 1991, Mckee e Mckee, 1996, Lohr ef al., 1998).

1.3.5.Enzimas NADPH (P450) redutase

As reaccles catalisadas pelos citocromo P450 microssomais exigem a
transferéncia de electrdes do NADPH para os citocromo P450 mediada pelos enzimas
NADPH (P450) redutase (Taniguchi et al, 1984, Shen, e Kasper, 1995, Okita e Masters,
1997, Lohr ef al., 1998).

Os enzimas NADPH (P450) redutase ¢ uma flavoproteina com massa molecular
de aproximadamente 78 kDa, 1 mol de FAD e 1 mol de FMN por mol de proteina, onde
o dinucledtido de flavina funciona como aceitador de electrfes € o mononucleétido de
flavina como doador de electrdes (Vermillion € Coon, 1978, Gum e Strobel, 1979, Wang
et al., 1997). A proteina possui um dominio catalitico polar € um dominio hidréfobo
ligado a membrana pelo aminoacido terminal. O dominio ligado 8 membrana corresponde

aos primeiros 55-60 aminoacidos da regido N-terminal (Gum e Strobel, 1981).

30



Black ef al. (1979, 1982) observaram que o enzima perdia a sua capacidade para
reduzir os citocromo P450 quando lhe era removido o dominio hidrofobo, apesar de
conservar essa capacidade para o citocromo ¢ ou para o ferricianeto, o que levou os
autores a suporem um papel importante desempenhado por esse dominio na interacgio
citocromo P450-NADPH (P450) redutase.

E provavel que o enzima NADPH (P450) redutase também seja capaz de
estabelecer interacgdes electrostaticas com os P450 por emparelhamento de residuos de
aminoacidos com carga oposta. No entanto, esta opinido ndo é unanime entre todos os
investigadores, pois Voznesenski e Schenkman (1992) observaram que os grupos
carregados do enzima NADPH (P450) redutase e dos citocromo P450 podiam contibuir
para a perda de estabilidade do complexo de transferéncia de electrdes devido a repulsio

de cargas.

1.3.6.Enzimas citocromo P450

1.3.6.1.Caractenizacdo estrutural

Os citocromo P450 s3o hemotiolatoproteinas constituidas por um meio
hemoprotoporfirinico IX ligado a uma unica cadeia polipeptidica de massa molecular
entre 45 e 55 kDa (Guengerich, 1993, Nelson et al. 1993).

O atomo de ferro do grupo prostético hemo esta localizado no centro do anel
protoporfirinico onde se estabelecem ligagGes de coordenagédo entre o atomo de ferro e o

anel porfirinico.
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A quinta ligagdo de coordenagdo, axial, ¢ ocupada pelo anido tiolato do residuo
cisteinil da apoproteina que estabelece a ligagdo entre o grupo prostético € a cadeia
polipeptidica.

A sexta posi¢do de coordenagdo podera estar ocupada por um grupo hidroxilo de
um residuo de aminoacido ou um ambiente com forga de campo similar, tal como o que
pode ser gerado pela presen¢a de uma molécula de agua (Guengerich e Martin, 1980).

No citocromo P450, o atomo de ferro pode existir em dois estados de spin
diferentes, o estado Fe**-P450.s com um valor liquido de spin igual a 1/2, onde os cinco
electrdes das orbitais 3d se apresentam com emparelhamento maximo, e o estado Fe''-
P450ys, com um valor liquido de spin igual a 5/2, onde os cinco electdes das orbitais 3d
se encontram totalmente desemparelhados.

A interacgdo do substrato com o P450 pode induzir um desvio do equilibrio de
spin, que pode ser acompanhado espectrofotometricamente, uma vez que, os dois
estados de spin possuem maximos de absor¢do diferentes (Shenkman ez al, 1982).

Por exemplo, um desvio  Fe''-P450,s —— Fe’'-P450us  designado por
interac¢@o do tipo I, corresponde a uma interac¢do entre o substrato hidrofobo e a
apoproteina, enquanto que um desvio Fe®*-P450ys — Fe’'-P450.5 é designado
por interac¢@o do tipo II (Shenkman ef al, 1982).

O ferro no estado fundamental encontra-se predominantemente como Fe''-
P450.s e possui provavelmente uma molécula de agua a actuar como sexto ligando de
coordenagio.

Como a maioria dos substratos dos citocromo P450 possuem caracter hidréfobo,
a sua ligagdo a proteina desloca a agua e expde o ferro férrico para fora do plano do anel

porfirinico, o que implica uma redistribui¢do electronica nos orbitais 3d do atomo de
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ferro que favorece a forma Fe’* P450ys (Shenkman ef al, 1982; Lewis et al, 1989,
Williams, 1992). Em qualquer dos complexos Fe*'-P450.s e Fe*" P450ys o ligando
proximal tiolato permanece ligado ao 4tomo de ferro férrico.

A maior parte dos actuais conhecimentos acerca da estrutura dos citocromo P450
foram obtidos a partir de estudos realizados com enzimas bacterianos como, por
exemplo, 0 PCI (P450c.m ou P450 101) de algumas estirpes de Pseudomonas putida.

A estrutura cristalina obtida por difracgdo de raio X demostrou que a proteina
P450 CI possui um dominio pobre em hélices a constituido por estruturas B
antiparalela;, B1 e Bs, e um dominio rico em hélices o que compreende cerca de metade
dos residuos de aminoacidos divididos por 13 segmentos de hélices diferentes (de A a
C9) A estrutura cristalina do P450 CI revelou, ainda, que o hemo esta embebido na
apoproteina entre as hélices I e C e as cadeias Bs. A hélice L situa-se por abaixo do plano

do hemo e contém a cisteina (Cys357) e o ligando tiolato (Poulos, 1988).

1.3.6.2. Interaccdo NADPH (P450) redutase-citocromo P450

Alguns investigadores tém procurado compreender o mecanismo de transferéncia
de electrdes do NADPH para os citocromo P450 mediado pelo enzima NADPH (P450)
redutase, assim como o tipo de interac¢do funcional que as proteinas envolvidas no
processo podem estabelecer, tendo em conta a propor¢do estequiométrica (20:1) de
citocromo P450 relativamente a NADPH citocromo P450 redutase determinada em
microssomas hepaticos (Shepard ef al, 1983).

A redugdo bifasica das hemoproteinas P450 parece ser regulada pelo equilibrio
entre o estado de baixo spin Fe''-P450.5 € o estado de spin elevado Fe**-P450ys do

grupo prostético que pode ser traduzido pela Keq = k1/k2 da representagio:
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Fe'"-P450 LS ——El—————v Fe*'-P450 HS 7—~—°k3 Fe’* -P450 HS
-350mV k2 -175 mV
o

De acordo com este modelo, a transferéncia de electroes do NADPH com um
potencial redox de -365 mV para a configuragio de spin elevado Fe’*-P450ys com um
potencial redox de -175 mV ¢ termodinamicamente mais favoravel do que para a
configuragdo de baixo spin Fe’*-P450ys cujo potencial redox é de aproximadamente -350
mV (Schenkman e Gibson, 1981, Tamburini ef al., 1984, Backes et al., 1982, 1985,
Goeptar, 1995).

Os substratos com capacidade para desviar o equilibrio de spin para a
configuragdo HS, designados por substratos do tipo I, podem aumentar a taxa inicial e a
extensdo do fluxo de electrdes para o P450 (Schenkman e Gibson, 1981).

Varios modelos foram propostos para explicar a interacgdo NADPH citocromo
(P450) redutase-citocoromo P450.

Franklin e Estabrook (1971) defenderam um arranjo rigido entre o enzima
NADPH (P450) redutase e um “cluster”” de vaarios citocromo P450. No entanto, Yang
(1975) optou por admitir a ocorréncia de colisdes aleatorias entre o enzima NADPH
(P450) redutase e os citocromo P450.

Peterson et al. (1976) defenderam a existéncia de um “cluster” de citocromo
P450 agrupado em torno da molécula de NADPH P450 redutase mas circundado por
P450 satélites onde ocorreriam duas fases de transferéncia de electrées, a rapida,
correspondente a redugdo do “cluster” de citocromo P450, e a lenta, correspondente a

reducdo dos citocromo P450 satélites.
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Gut et al (1983) defenderam a existéncia de um complexo monomolecular
NADPH (P450) redutase-citocromo P450, considerando que estudos cinéticos de
redugdo de P450 e de hidroxilagio de substratos por eles realizados em sistemas
reconstituidos com quantidades equimolares de NADPH (P450) redutase e de citocromo
P450 mostraram que a proteina com actividade NADPH (P450) redutase apresentava
mobilidade rotacional.

Backes e Eyer (1989) propuseram, entretanto, outro modelo para o mecanismo
cinético de reducgéo dos citocromo P450 pelo enzima NADPH (P450) redutase onde,
neste caso 0 CYP2B4, pode apresentar dois arranjos conformacionais relativamente ao
enzima NADPH (P450) redutase. No complexo competente, os electrdes sdo facilmente
transferidos do enzima NADPH (P450) redutase para o P450, mas no outro arranjo
conformacional, apesar de o citocromo P450 n3o perder a sua capacidade para se ligar
ao NADPH (P450) redutase, a transferéncia de electrdes é mais lenta.

A ligagdo do substrato ao P450 pode, no entanto, aumentar a taxa de associa¢do
e a afinidade do complexo NADPH (P450) redutase-citocromo P450 e, consequente-
mente, a eficiéncia do fluxo de electrdes. Este aspecto foi confirmado posteriormente

para os CYP2B1 e CYP2B2 (Eyer e Backes, 1992, Goeptar, 1995).

1.3.6.3.Reacgdes

1.3.6.3.1.Reacc¢des de oxidacdo

O metabolismo oxidativo em que os citocromo P450 participam €, em geral, bem
conhecido. A figura 1.4 resume algumas reac¢Ges importantes como a hidroxilagio

alifatica (a) e aromatica (b), a epoxidagdo de alcenos (c), as reacgdes de N-, O- ou S-
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desalquilacdo (d), de desaminagdo (e), de oxidagdo do azoto (f) e do enxofre (g), de

dessulfuragio (h) e de desalogenagdo (i) (Sipes e Gandolfi, 1991, Mckee e Mckee, 1996,

Okita, e Masters, 1997, Lohr et al., 1998).

(2)

(b)

(c)

(d)

(e)

®

(2)

(h)

R—CHy—CHy—CH3z — R—CHy — CHOH—CHj

AD)—r D)o

O\
R—CH—CH— R ——» R—CH—CH—R

R—(N, O, S)—CH; —> R—(NFh, OH, SH)+CH0O

Y

R—CHy—NHy— R—C—H + NH3

R—NH—C —CH3—» R—NOH—C —CHj3

R—S—R'—R—S—NX
(II)
O
R1 RzllL—X — Ry R211|3 —X+S

X-halogéneo

X-halogéneo

Figura 1.4 Algumas reacgdes de oxidagdo em que os citocromo P450 participam.
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1.3.6.3.2 Reaccoes de peroxidacdo

Os citocromo P450 sdo capazes de utilizar peréxidos e peracidos, como o
hidroperoxido de cumeno e o t-butil-hidroperoxido, para suportar reac¢des de
hidroxila¢do alifatica, de N- e O-desalquilagdo e de epoxidagio de alcenos (Kadlubar,
1973, Rahimtula e O’Brien, 1974, White ¢ Coon, 1980).

Embora a maior parte das reacgdes de biotransformagio necessitem de cofactores
como o NADPH ¢ ou o NADH, a co-oxidagdo de substratos acoplada a redugdo do
peroxido de hidrogénio e de hidroperoxidos lipidicos constitui uma excepg¢do importante.

Parece que este tipo de reacgdes exige disponibilidade celular de hidroperoxidos,
e ocorre em tecidos capazes de manter um ambiente oxidante com actividade peroxidase
elevada. Por exemplo, a bexiga (a), a medula renal interna (b) e a pele (c¢) , assim como o
epitélio da gandula mamaria (d) e os leucocitos (e), possuem enzimas com actividade
prostaglandina sintetase-hidroperoxidase (PGS) (a,b,c), lactoperoxidase (d) e mielo-
peroxidase (€) que catalisam uma reac¢do comum onde a redugio de um hidroperdxido

esta acoplada a oxidag@o de um co-substrato e que pode ser descrita pela equagio:

ROOH + Substratog — ROH + substrato.x

O mecanismo de reacgdo idéntico de cada uma das actividades peroxidase atras
referidas passa pela redugdo de um hidroperéxido com a formagdo de um composto
intermediario oxidado que reage com substratos, radicalares ou ndo, para formar dois
outros produtos oxidados. Esta via secundaria de redugdo sequencial do O, é, muitas
vezes, referida como desvio peroxido, pois estudos realizados com '*O mostraram, de

facto, que o atomo de oxigénio incorporado nos substratos deriva de um peréxido.

37



A ruptura da ligagio O-O depende da capacidade da ligagdo cisteina-hemo para
doar densidade electronica ao sistema peroxoférrico (Groves e Watanabe, 1988).

O intermediario oxidado também é capaz de catalisar reac¢des de N-desmetilagdo
por uma oxidagio monoelectronica inicial de um azoto amina de um radical catidnico
aminium (Rahimtula e O’Brien, 1974).

A desprotonagdo subsequente do radical cationico aminium seguida da
recombina¢do com o radical hidroxilo ligado ao ferro do hemo da uma carbinolamida
instavel, que se decompde em metanal e numa amina secundaria (Groves e Watanabe,

1988).

1.3.6.3.3 Reaccdes de reducio

Embora os citocromo P450 microssomais sejam classificados como oxigenases,
algumas reacgdes de biotransformagio de xenobidticos seguem um mecanismo de
redugdo. As primeiras publicagdes acerca desse tipo de reacgdes referem-se a sua
ocorréncia em condi¢des de baixa pressdo parcial de oxigénio. De facto, nesses casos, o
substrato em vez de aceitar o oxigénio molecular torna-se o aceitador dos equivalentes
redutores dos citocromo P450 ficando reduzido. Os casos mais bem documentados de
reacgdes de reducdo mediadas pelos citocromo P450 em condigGes anaerobias envolvem
a participacdo de alcanos halogenados. No entanto, em condi¢des aerdbias, os citocromo
P450 também podem comportar-se como mediadores de reacgdes de redugdo
monoelectronicas do O, manifestando uma actividade designada por oxigeno-redutase.

A formagio espontanea de O," na presenga de xenobidticos devido a actividade
oxigeno-redutase dos citocromo P450 ¢ atribuida a capacidade do complexo [Fe*'-

P450][ O,] para se auto-oxidar. Quando a taxa de redug@o do sistema citocromo P450 ¢
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superior ao “turnover” de oxigenagio do xenobidtico, o complexo [Fe’'-P450][O;]
podera acumular-se durante o metabolismo do estado estacionario e, consequentemente,
levar a formagdo de O,". Os enzimas CYP2B e CYP2E! apresentam uma elevada
actividade oxigeno-redutase. Devido a formagdo de espécies radicalares de oxigénio
como subprodutos deste tipo de reacgles, alguns investigadores admitem que os
CYP2E1 desempenham um papel importante na patogénese de algumas desordens
hepaticas, em particular nas doengas de figado alcodlico (Koop, 1992).

A acetona e outras cetonas comportam-se como indutores potentes dos CYP2E1
e contribuem, pelo menos, para o aumento do nivel destas proteinas em ratos apos a sua
ingestdo (Hong et al, 1987).

Os compostos que sofrem redugdo pelos P450 possuem poucas semelhangas
estruturais. O mecanismo molecular preciso que descreve as interacgbes que
desencadeiam a actividade redutase dos P450 ainda estdo pouco esclarecidos, devido a
estrututra tridimensional dos citocromos P450 de eucariotas ndo ser conhecida
(Koymans et al., 1993).

Os inibidores classicos dos citocromo P450 sio também inibidores destas
reacgdes de reducdo, uma vez que competem com o substrato na ligacdo ao centro
activo ou complexam com o ferro do grupo hemo e bloqueiam o fluxo de electrges.

Os grupos funcionais nitro ou azo também podem sofrer redugdo quimica ou
enzimatica uma vez que ao éceitarem equivalentes redutores, por um lado, diminuem o
estado de oxidagdo do azoto e, por outro, 0 grupo nitro, por uma série de passos
sequenciais converte-se numa nitrona, depois numa hidroxilamina, e, por fim, numa

amina (Goeptar, 1995).
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A dupla ligagdo azoto-azoto dos compostos azo é progressivamente reduzida até
o composto se decompor em dois derivados aminados. Para além da redugdo dos
compostos nitro € azo, sabe-se que outros grupos funcionais podem ser reduzidos por
este sistema, tais como os Oxidos de arenos, os N-0xidos e haletos de alquilo. Estes
processos exigem a participa¢do simultanea do enzima NADPH (P450) redutase e de
citocromo P450 oxidase terminais. O baixo potencial redox amplifica a especificidade do
substrato e uma forte coesdo dos constituintes do sistema P450 permite a transferéncia
de electrdes para o xenobidtico, priveligiando a via redutora relativamente a via
oxidativa predominante (Martin e Kennely, 1981).

Esta via de biotransformagdo pode ser considerada um processo de
desintoxicagido, mas na maior parte dos casos o produto ou os intermediarios reaccionais
que se formam sdo -mais toxicos do que os compostos que lhes deram origem. Por
exemplo, muitos compostos azotados sofrem redugdo a derivados aminados, que podem
entdo ser oxidados a derivados N-hidroxilados. Os alcanos polialogenados aceitam
electrdes e convertem-se em anides radicalares que se fragmentam em radicais livres que
rompem a ligagdo carbono-halogéneo.

O tetracloreto de carbono e o haloetano (CF;CHBrCl) sdo dois exemplos
classicos de compostos que sofrem reacgdes de bioactivagdo redutora a intermediarios
radicalares mediadas pelo sistema citocromo P450 (Martovich, 1984, Testai e Vitozzi,
1986, Manno et al, 1992).

A microflora intestinal é também capaz de mediar a redug@o de varios compostos
e, em particular, dos que pertencem aos grupos azo e nitro. Estes microrganismos
possuem maquinaria enzimatica idéntica a do sistema P450 de mamiferos e, por esse

motivo, podem provocar efeitos importantes na biotransformagdo de xenobioticos in

40



vivo em condig¢des anaerobias e de elevada concentragdo desses compostos, devido a
ingestdo exagerada ou a excregdo biliar. Os referidos microrganismos podem também
modificar derivados metabolicos de xenobiodticos produzidos pelos citocromos P450
hepaticos. Em alguns casos, o derivado metabolico produzido pode ser reabsorvido e,

posteriormente, processado pelos enzimas hepaticos (Goeptar et al, 1995).

1.3.6.3.3.1.Reaccdes de reducdo anaerobia

Alguns xenobidticos em condicdes de anaerobiose sdo capazes de aceitar
electrdes directamente do complexo [Fe**-P450] pela denominada actividade xenobittico
redutase do P450, que pode ser inibida pelo O,. Os inibidores classicos dos citocromo
P450 também sdo potenciais inibidores desse tipo de reacgdes, quer por ligagdo ao
centro catalitico dos citocromo P450, nas interac¢des do tipo I, quer por ligagdo directa
ao atomo de ferro do grupo hemo, nas interac¢do do tipo II, o que inibe o fluxo de
electrdes para os xenobioticos.

As causas que condicionam os citocromo P450 a optar por este desvio
metabolico ndo estdo ainda totalmente esclarecidas (Goeptar, et al, 1992a, 1992b).

O desvio do estado de baixo spin F°"-P450.s para o estado de spin elevado
Fe’'-P450ys induzido por substratos como os haloalcanos leva a que o complexo
[substrato- Fe**-P450] sofra uma redu¢do monoelectronica pelo enzima NADPH (P450)
redutase que o transforma no complexo [substrato-Fe’*-P450]. Em aerobiose, seguir-se-
ia o ciclo monoxigenase oxidativo dos citocromos P450 com a ligacio, neste estagio, do
O, ao complexo [substrato-Fe’-P450], que levaria & formagio do intermediario

reaccional [substrato-Fe?’-P450][ O,]. Todavia, na auséncia do O, o co‘mplexo
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[substrato-Fe**-P450] doa, directamente ao substrato, um electrdo com a regeneragdo do
Fe**-P450 e formagdo de um substrato radicalar livre (Luke et al, 1987).

A toxicidade dos alcanos halogenados tem muitas vezes sido atribuida a esta
actividade que se manifesta em anaerobiose (Nastainczyk e Ullrich, 1978, De Groot ¢
Noll, 1986).

A necrose hepatica centrilobular constitui uma lesdo caracteristica induzida por
alcanos halogenados devido aos citocromo P450 por eles induzidos no 16bulo hepatico
se localizarem predominantemente na area centrilobular onde a pO; é baixa (Gooding et
al_, 1978, Oinonen e Lindros, 1998).

Entre os xenobidticos que podem sofrer este tipo de reacgdo, destacam-se os
haloalcanos (Ekstrom e Ingelmann-Sundberg, 1989) e as quinonas (Vromans ef a/, 1990;
Goeptar et al, 1992a,1992b, 1993).

O composto poli-halogenado haloetano, CF;CHCIBr, um anestésico, constitui
um bom exemplo de xenobidtico que pode ser bioactivado por redugio mediada pelos
citocromo P450. O metabolismo oxidativo do haloetano leva a formag¢do do acido
trifluoroacético (Stier, 1964) enquanto que o metabolismo redutor o converte em
radicais livres como o [CF;CHCI]* (Tomasi, 1983), e produtos estaveis, como o F,CHCI
e CF;CH,Cl (Mukai ez al, 1977).

Em condi¢des anaerdbias, o CF;CHCIBr liga-se ao Fe*-P450 presumivelmente
no centro catalitico, mas n3o directamente ao ferro do hemo (Goldblum e Low, 1980).
Apos fedugio monoelectronica do complexo [Fe**-P450- CF;CHCIBr] seguida da
eliminagdo do Br, forma-se [CF;CHCIJ' que pode interactuar com o centro activo do
P450 ou induzir o metabolismo redutor (Luke, 1987). Uma segunda redugio

monoelectronica do complexo [Fe**-P450-CF;CHCI] leva a formagio do complexo
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[Fe**-P450-CF;CHCI T que, apos eliminagdo do F~, converte-se em [Fe**-P450-
CF,CHCI] que se dissocia em CF,CHCI e Fe**-P450 (Luke, 1987). Acrescente-se, ainda,
que a protonagio do complexo (Fe’*-P450-CF;CHCI) e posterior dissociagio do
produto podem levar a formagio de [CF:CHCI]* (Goldblum e Lowe, 1980).

Alguns autores tém observado que o [CF;CHCI]® tem efeitos destrutivos sobre os
citocromo P450 hepaticos de rato uma vez que destroéi o seu grupo prostético (Manno e?
al, 1991, 1992).

A mitomicina, uma p-benzoquinona substituida é um composto com propriedades
antitumorais utilizado no tratamento de uma grande variedade de cancros humanos
(Powis, 1989, Sinha, 1989). Este composto requer bioactivagio redutora antes de
manifestar a sua actividade citotoxica e antitumoral. A mitomicina pode ser bioactivada
por redugdo monoelectronica, levando a formagdo do respectivo radical livre
hemiquinona, ou sofrer redugdo dielectronica, com a formagdo das respectivas
hidroquinonas (Traver, et al, 1992, Odom, et al, 1992).

A redug@o dielectronica parece exigir a participagdo de enzimas como o NADPH
(P450) redutase e NADH b5 redutase (Kalyanaraman et al., 1980, Powis, 1987). No
entanto, estudos realizados por Kennedy er al (1982) e Vriomans ef al (1990)
demonstraram que os citocromo P450 induziveis pelo fenobarbital também estdo
directamente envolvidos na redu¢do monoelectronica da mitomicina. Os autores
observaram que esta quinona liga-se com elevada afinidade ao centro catalitico dos
citocromo P450 microssomais hepaticos de rato induziveis pelo fenobarbital e que o
mecanismo de redugdo monoelectronica pelos citocromo P450, apesar de ainda n3o estar
completamente esclarecido e ser fortemente inibido pelos inibidores SK, F525-A, pela

metiraprona e por anticorpos de CYP2B em condigdes anaerobias (Goeptar ef al, 1992b,
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1993), leva a formagdo de H,O,, um produto da actividade oxigeno-redutase (Alvares et
al, 1967, Vromans et al, 1990, Goeptar et al, 1993).

Gustafsson ef al. propuseram em 1991 um mecanismo que tenta explicar a
reducdo monoelectronica de quinonas pelos citocromo P450. Os autores formularam a
hipotese de a mitomicina ao ligar-se com elevada afinidade aos citocromo P450 do
figado de rato induzir uma alteragdo conformacional do proprio citocromo P450 que
facilita o fluxo electronico desde o enzima NADPH (P450) redutase até ao complexo
[Fe3+-P450-quihona] pré-formado que aumenta a extensio da reducdo directa da
mitomicina pelos citocromo P450. Esta via de redugdo monoelectronica €
particularmente sensivel ao oxigénio devido a reoxidagdo do radical hemiquinona na
presenga de O, e consequente formagdo de O, (Bachur ez al, 1979, Powis ef al, 1987,
1989).

A dismutagio enzimatica ou espontinea do O," pode produzir H,O, (Nakamura
et al, 1989), na presenca de quantidades vestigiais de alguns i3es metalicos, como ides
férricos, por exemplo, e formar espécies radicalares de oxigénio, como *OH, capazes de
provocar a ruptura da cadeia e alteragdes antigénicas no DNA (Rumyantseva et al, 1989,
Blount ez al., 1989, Fischer et al, 1990) ou, ainda, outros danos celulares resultantes da
peroxidagdo lipidica (Doroshow, 1986, Rumyantseva e Wertner, 1988, Mimnaugh et al_,

1986, Chatterjee, 1988).

1.3.6.3.3.2 Reaccdes de reducido aerobia

O mecanismo reponsavel pelo desacoplamento do ciclo monoxigenase do sistema
citocromo P450 microssomal ainda ndo estd esclarecido e algumas hipoteses até agora

formuladas permanecem sujeitas a discussdo.
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O desvio do estado de baixo spin Fe*"-P450, para o estado de spin elevado Fe*'-
P450ys dos citocromo P450 microssomais favorece a redugio do Fe*"-P450 a Fe?*-P450
e subsequente ligagio do O, ao Fe*’-P450 (Guengerich ef al., 1976).

Lewis et al. (1989) sugeriram que a ligagio Fe*'- P450 (°Z g0,) s6 ocorre se 0
Fe’’-P450 se encontrar no estado de spin elevado HS uma vez que o O, no estado
fundamental se encontra no estado tripleto com dois electdes desemparelhados.

O estabelecimento dessa ligagdo leva, entdo, a um emparethamento de spin com
consequente conversdo do O, na espécie singleto (‘Ag) e retorno do Fe**-P450 ao estado
de baixo spin LS. A posterior reoxidagio do Fe**-P450.s com a transferéncia de um
electrdo para 'Ag O, leva ao aparecimento de O,” (Saito, ef al., 1989). Esta hipotese
parece ser viavel se considerarmos que a transferéncia de electrdes da forma Fe**-P450yg,
com potencial redox de +50mV, é mais favoravel se o O, se encontrar no estado 'Ag, em
que apresenta potencial redox de +650 mv, do que se estiver no estado *X g0, em que
possui potencial redox de -160 mV (Lewis et a/, 1989, Koppenol et al., 1976).

O O," libertado do complexo [Fe** -P450] [ O2] em combinagdo com o ferro
pode levar a formagdo de *OH, um potente iniciador da peroxidagio lipidica (Ekstrom e
Ingelman-Sundberg, 1986).

A actividade oxigeno-redutase dos citocromo P450 pode ser induzida por
compostos como o 1,1,1 -tricloroetano, o hexobarbital ou o 2-bromo-4’-nitroacetofe-
nona que se comportam respectivamente como falsos substratos, desacopladores parciais
ou reagentes alquilantes (Goeptar, 1995).

Os compostos que actuam como falsos substratos ligam-se aos citocromo P450 e

induzem a actividade oxigeno-redutase destes enzimas inibindo a monoxigenagdo,
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aumentando a taxa de consumo de O, e a consequente produgdo de H,O, (Goeptar,
1995).

O hexobarbital um desacoplador parcial do ciclo monooxigenase dos citocromos
P450 ¢ provavelmente o indutor da actividade oxigenoredutase melhor conhecido
(Schenkman et al., 1967).

Durante o ciclo monoxigenase do P450, o hexobarbital sofre uma hidroxilagio na
posigdo 3’ do anel ciclo-hexinil (Bush e Weller, 1973) e uma epoxidagio nas posigdes 1'e
2’ (van der Graaf e Vermeulen, 1988).

No entanto, a formagdo do 3’-hidroxi-hexobarbital com a redu¢do do O; a H,O,
por microssomas do figado de diferentes animais provoca um aumento da taxa de
formag@o H,O, em todas as espécies testadas (Heinmeyer e Hildbrandt, 1980), facto esse
que foi atribuido a actividade oxigeno-redutase dos citocromo P450 (Hidbrandt et

al 1973, Estabrook et al., 1977, 1979).

1.3.6.4 Regulacio da expressdo dos genes citocromo P450

A regulagdo da expressdo dos genes citocromo P450 ocorre essencialmente ao
nivel da transcri¢do e da degradagdo do mRNA ou do proprio enzima (Sipes e Gandolfi,
1991; Denison, 1995; Okita e Masters, 1997).

Embora a transcri¢do dos genes CYP ou cyp dependa de processos fisiologicos
naturais como, por exemplo, a regulagdo por hormonas sexuais e, consequentemente, do
estadio do desenvolvimento animal em que decorre, pode em muitos casos, ser induzida
por xenobioticos (Li, 1993, Prough et al, 1996, Miller, Oinonen e Lindros, 1998, Ricci et

al., 1999).
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Como, muitas vezes, o indutor se comporta como substrato do enzima que foi
induzido, as actividades enzimaticas dependentes dos citocromo P450 s6 permanecem
elevadas quando existe xenobiético para biodegradar.

Os enzimas citocromo P450 que podem ser induzidos por xenobidticos
representam sistemas experimentais muito Uteis para analise dos mecanismos pelos quais
pequenas moléculas aumentam a taxa de transcricdo de genes especificos. Por esse
motivo passaremos a descrever de forma sucinta alguns mecanismos de inducdo da

expressdo dos genes CYP ou cyp.

1.3.6.4.1 Receptores “Ah”

A regulag@o da expressdo do CYPIAI tem recebido particular atengdo, pois os
individuos onde esta familia enzimatica ¢ fortemente expressa apresentam maior
predisposi¢@o para a formagido de tumores (Chen e Tukey, 1996, Walsh ez al., 1996,
Vaziri e Faller, 1997).

A sequéncia de passos que levam a indug@o dos genes CYPIA1 constitui um bom
exemplo destes sistemas reguladores. A descoberta do mecanismo desta indugéo ocorreu
quando se observou que a dioxina, um promotor muito forte de tumores em murganhos,
era um indutor potente do citocromo CYP1AL.

A sua eficacia como promotor de tumores depende da presenga de uma
fosfoproteina, o receptor funcional “Ah”, de “aryl hidrocarbon”, que reconhece a dioxina
como ligando (Swanson et al., 1993 Guengerich, 1993, Elferink e Whitlock, 1994, Li et
al., 1994, Denison, 1995, Schmidt, e Bradfield, 1996, Chen e Tukey, 1996, Vaziri e

Faller, 1997).
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Poland, da Universidade de Wiscousin, Fuji-Kuriyama, da Universidade de
Tohkm e Funae, da Universidade de Osaka, descobriram que o receptor “Ah”, que se
encontra nomalmente ligado a “heat shock protein”, hsp 90, do citosol, era fundamental
para garantir o desenvolvimento tumoral (Guengerich, 1993).

O reconhecimento da dioxina pelo receptor “Ah™ provoca a ruptura da ligagido
receptor-hsp90 e a formagio do complexo ligando-receptor que, apOs transporte para o
nucleo, liga-se ao receptor nuclear “ARNT”, de “aryl hydrocarbon translocator”, para
formar um heterodimero com elevada afinidade de ligagdo para 0 DNA (Guengerich,
1993, Chan et al., 1994, Mason et al., 1994, Denison, 1995, McGuire et al., 1996,
Walsh et al., 1996, Holmes e Pollenz, 1997).

O complexo dimérico entio fomado interage com uma regido reguladora
especifica do gene CYPIAI, conhecida como “E box”. A alteragdo conformacional da
cromatina provocada por essa ligagdo facilita o acesso de outras proteinas nucleares a
regido promotora do gene, por um processo que ainda ndo se encontra completamente
esclarecido e que leva a inducdo da sintese do mRNA matriz do citocromo CYP1A1l
(Guengerich, 1993, McGuire et al., 1996, Oinonen e Lindros, 1998).

Por vezes, o complexo receptor Ah-ligando pode inibir a transcricio de alguns
genes ao interagir com regides “XRE”, de “xenobiotic-response elements”, sobrepondo
sequéncias reguladoras positivas (Vaziri et al., 1996).

O receptor “Ah” esta estruturalmente relacionado com o seu companheiro de
dimerizag¢@o “ARNT” e com os factores de transcri¢io Sim e Per de Drosophila.

A dedugdo da estrutura a partir da analise dos respectivos cDNA revelou que as

quatro proteinas possuei um dominio homologo “PAS de Per-Amt-Sim” que contém as
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sequéncias necessarias para o reconhecimento do ligando, dimerizagdo e interacgio com
uma “heat-shock protein” de 90 kDa.

Os mesmos estudos mostraram ainda que as trés primeiras proteinas possuem
ainda um segundo dominio basico do tipo “helix-loop-helix”, designado “bHLH”, de
basic helix-loop-helix”, localizado na regido N-terminal, que contém a sequéncia de
ligagio a0 DNA (Swanson e Bradfield, 1993, Reisz-Porszasz ef al., 1994, Jain et al.,
1994, Denison e Whitlock, 1995, McGuire et al., 1996).

Alguns investigadores admitem que o receptor “Ah” desempenha um papel
importante na embriogénese e no crescimento animal, tendo como base o perfil de
expressdo do receptor obtido em diferentes fases do desenvolvimento.

Embora deva existir um ligando fisiologico para os receptores “Ah”, ainda nio
foi identificada uma molécula com esssas caracteristicas.

A activagio dos receptores “Ah” induz igualmente a proliferagéo de células do
parénquima e dos epitélios dos tractos urinarios e intestinal e da epiderme interfolicular,
pelo que uma desregulagdo desta via de sinal, induzida por hidrocarbonetos aromaticos
ou outros xenobidticos, podera interferir com o desenvolvimento animal, em particular
em periodos como a embriogénese e o crescimento (Vaziri et al., 1996, Schmidt e

Bradfield, 1996).

1.3.6.4.2 Receptores “PPAR”

Um amplo conjunto de compostos estruturalmente diferentes, como o farmaco
hipolipidémico clofibrato, o plastificante éster de ftalato ou solventes aromaticos

halogenados, induzem a proliferagdo de peroxissomas no figado dos mamiferos e podem
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inclusivamente ser responsaveis pela cancerigénese hepatica de roedores (Rao e Redy,
1987, Moody et al., 1991, Palmer ef al., 1998).

A proliferagdo dos peroxissomas em rato € acompanhada pela indugio da B-
oxidag@o de acidos gordos peroxissomal, pelo aumento do conteudo intracelular em
peroxidos e dos danos consequentes sobre 0 DNA e pela indugdo da actividade
microssomal 4cido laurico @-hidroxilase, catalisada pelos citocromos CYP4A1 de rato,
desempenhando um papel importante na regulagdo da homeostase dos lipidos (Sharma e?
al., 1988, Redy e Rao, 1989, Tugwood et al., 1992, Gearing et al., 1994, Denison e
Whitlock, 1995, Desvergne e Whali, 1996).

A indugido da trancrigdo dos genes CYP4A1/6 precede a indugdo da transcrigdo
do gene ACO, de “acyl-CoA oxidase”, pois, estudos realizados com hepatécitos de rato
e inibidores do citocromo CYP4Al permitiram observar uma inibi¢io da indugido do
gene ACO sem o mesmo acontecer para o gene CYP4Al. Por outro lado, foi também
observado que o acido hexadecanoico, um acido gordo de cadeia longa e produto da
reac¢do do citocromo CYP4Al, comporta-se como indutor do gene ACO (Bell e
Elcombe, 1991, Denison ¢ Whitlock, 1995).

A indugdo dos genes que codificam a actividade acil-CoA oxidase de rato e ©-
hidroxilase do CYP4A6 de coelho, por proliferadores de peroxissomas € regulada por
factores de transcricio conhecidos como ;‘PPARa“, de ‘“Peroxisome proliferator-
activated receptor o”, pertencentes a familia de receptores nucleares de hormonas
esterdides (Ram e Waxman, 1994, Palmer ez al., 1994, 1998), fortemente conservados
ao longo do processo evolutivo em organismos tdo afastados como o murganho e a rd

(Issemann e Green, 1990, Dreyer et al., 1992).
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A indugfo da transcri¢do inicia-se apos dimerizagio dos receptores “PPARa“
com o receptor RXR, de “retinoid X receptor”.

O heterodimero “PPAR*RXR” entdo formado liga-se a sequéncias de repeti¢do
TGACCT e TGTCCT, do DNA, designadas “PPREs”, de “peroxisome proliferator-
activated receptor”, para desencadear a resposta (Tugwood et al., 1992, Denison e

Whitlock, 1995, Palmer et al., 1994, 1998).

1.3.6.4.3 Receptores “PB” ?

A indugido do citocromo P450 por compostos como o fenobarbital, o 1,1,1-
tricloro-2,2-di(p-clorofenil)etano (DDT) ou compostos difenilicos policlorados traduz-se
num perfil caracteristico de actividades enzimaticas referido na literatura por “PB-like”
ou s6 “PB”. No figado de rato o fenobarbital induz a transcrigdo dos genes CYP2B] e
CYP2B2 por uma série de mecanismos transcricionais e pos-transcripcionais que ainda
nao se encontram totalmente esclarecidos (Ortiz de Montellano, 1986, Gonzalez,
1989, Waxman, 1992, Denison, 1995).

Embora a indugdo de citocromo P450 pelo fenobarbital seja observada em
bactérias, aves e mamiferos, parece que o mecanismo indutivo ndo foi fortemente
conservado ao longo do processo evolutivo, uma vez que, ensaios com hepatocitos de
rato mostraram que a indugéib dos genes CYP2B1 ¢ CYP2B2 pelo fenobarbital da-se por
um mecanismo diferente daquele que foi observado para o gene CYP34 (Okey, 1990,
Waxman, 1992).

Por outro lado, ainda ndo foi identificado um receptor comum a todos os
indutores “PB-like”, facto que pode eventualmente ser devido a diversidade estrutural

que apresentam (Okey, 1990, Waxman, 1992).
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A regido reguladora do gene CYP102 (BM-3) induzivel pelos barbituratos em
Bacillus megaterium contém uma sequéncia de 17 pb designada por “Barbie box™ que
tem sido associada a resposta ao fenobarbital nesta estirpe bacteriana (Fulco, 1991, He,
1991, Liang, 1995). Experiéncias de transfec¢do génica com hepatocitos primarios
mostraram que a sequéncia “Barbie box” tornava genes heterdlogos mutantes, com
sequéncia de consensus inactiva, induziveis pelo fenobarbital (Fournier, 1994).

A sequéncia “Barbie box” (consensus 5’-ATCAAAAGCTGGAGG) situa-se a
montante dos genes CYP102 ¢ CYPI106 (BM-1) bacterianos, CYP2BI, CYP2B2 ¢
CYP3A2, de rato e de outros genes de mamiferos que respondem ao fenobarbital (He,
1991, Liang, 1995). Como essas sequéncias de consensus se ligam in vitro a proteinas
bacterianas e proteinas do nucleo de hepatdcitos de rato, varios autores tem admitido a
existéncia de um receptor para o fenobarbital com capacidade para ligar-se ao DNA
nessa regido promotora dos genes codificantes dos citocromo P450, mas que ainda néo
foi identificado (Fulco, 1991, He, 1991, Fournier, 1994, Shepard, 1994, Liang, 1995,
Park et al., 1996).

Contudo, Shaw er al. (1993) identificaram uma regido a montante dos genes
CYP2B1 e CYP2B2, que era influenciada por glucocorticoides, o que levou estes autores
a admitirem que o fenobarbital poderia actuar indirectamente, induzindo a acumulagdo de
um esterdide endogeno, em vez de o fazer pelo mecanismo descrito no paragrafo
anterior.

Entretanto, estudos realizados por Waxman (1992) e Park er al (1996), com
culturas primarias de hepatocitos de galinha, permitiram detectar uma sequéncia

“enhancer”, localizada numa regido entre -5,9 -1,1 Kpb a montante do local de iniciagio
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da transcri¢do do gene CYP2H 1, que apresentava capacidade para regular a resposta de
um promotor heterélogo ao fenobarbital.

Ramsden er al. (1993) detectaram igualmente uma sequéncia reguladora
localizada entre -0,8 e -19 kpb a montante do local de iniciagdo da transcri¢io do gene
CYP2B2 de rato, apresentando a mesma propriedade.

No entanto, em 1996, Honkakoski ef al. conseguiram identificar sequéncias de
resposta ao fenobarbital na regido distal do terminal 5> do gene cyp2b10. Tal facto, levou
os referidos investigadores a questionar o papel preponderante da “Barbie Box” no
processo € a admitir que as sequéncias de resposta ao referido xenobidtico estariam
localizados na regido distal do gene.

Shaw et al. (1998) confirmaram parcialmente estes resultados num estudo
efectuado com Bacilus megaterium em que utilizaram um “gene reporter” com a regido
promotora do CYP P450B,.; e observaram que a delecg¢ido da sequéncia “Barbie box”
dessa regidao ndo afectava acentuadamente a indugdo pelo fenobarbital.

Em 1998, Stoltz ef al. conseguiram, ainda, identificar, por ensaios de transfecgio
génica, em hepatocitos primarios de rato uma sequéncia “enhancer” de 163 pb,
denominada Sau3Al, na regido 5’ do gene CYP2B2 que era capaz de responder ao
fenobarbital, promovendo a indugdo de um gene “CAT reporter” fundido com a regido
promotora do gene CYP2B2. Os mesmos autores observaram ainda que o fragmento
Sau3Al ¢ constituido por uma regido central, “core”, e por sequéncias acessorias na
vizinhanga que participam na resposta ao fenobarbital, como a denominada AF1, por eles
identificada no referido trabalho.

Stoltz et al.(1998), utilizando mutagénese dirigida mostraram ainda que a

resposta do CYP2B2 ao fenobarbital, também depende de um factor nuclear 1 ¢ de um
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receptor hexamero nuclear a ele associado, ou seja, requer interacgdes entre proteinas
reguladoras e elementos cis-actuantes que constituem uma unidade de resposta.

Honkakoski et al. (1998) identificaram, posteriormente, no citocromo cyp2b10,
um modulo “enhancer” de resposta ao fenobarbital denominado “PBREM”, de
“phenobarbital-responsive enhancer module”, com dois potenciais centros de ligacio a
receptores nucleares NR1 e NR2. Os resultados obtidos por Honkakoski et al. (1998)
mostraram ainda que um heterodimero constituido pelos receptores nucleares RXR, de
“anti-retinoid X receptor ” e CAR o “nuclear orphan receptor” constitui um factor trans-
actuante do gene cyp2b10 que participa na resposta ao fenobarbital.

Recentemente, Dogra et al.(1999) identificaram a montante do gene CYP2H1 de
galinha um dominio “enhancer” (5900-1100 pb) que responde ao fenobarbital. Analises
deste dominio por delec¢do e com enzimas de restrigio permitiram, igualmente,
identificar duas subregides “enhancer” separadas que respondem ao fenobarbital (de
5900- 4550 pb e de 1956-1400 pb), embora as proteinas que a elas se ligam paregam ser

diferentes das descritas para os dominios “enhancer” dos genes CYP2 de roedores.

1.3.6.4.4 Receptores “SRX’ ?

Compostos como a pregnenolona-16ca-carbonitrilo (PCN) ou a dexametazona
sdo indutores conhecidos dos CYP34, familia enzimatica que metaboliza uma ampla
variedade de esterdides, incluindo a testosterona (Gonzalez, F.J., 1989, Okey, AB,,
1990). Embora Burger et al .(1992) tenham identificado uma sequéncia de DNA
localizada entre -220 e -56 pb a montante do gene CYP3A4/, que responde &
pregnenolona-16c-carbonitrilo e & dexametasona, ndo conseguiram determinar o
elemento cis-actuante responsavel por essa resposta.
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Estudos efectuados com uma variedade de hormonas esteréides estruturalmente
semelhantes mostraram que a indugio dos CYP34, CYP2BI1, CYP2B2 e CYP2C6 nio
envolvia um receptor de esteréides conhecido (Okey, 1990, Burger, 1992, Kocarek,
1994). Blumberg er al. (1998) isolaram um receptor nuclear denominado SXR, de
“steroid and xenobiotic receptor”’, que forma com o receptor nuclear RXR, de “anti-
retinoid X receptor”, um complexo dimérico SXR*RXR capaz de interagir com a regido
do DNA que participa na indugdo dos citocromo P450 por esterdides. Segundo os
autores, o receptor SXR representa um novo tipo de receptores nucleares de baixa
especificidade que ¢ capaz de reconhecer varios esterdides enddgenos e exdgenos como

ligandos (Blumberg et al., 1998).

1.3.6.5.Classificacido

Os avangos na tecnologia de recombina¢do do DNA permitiram a identificagdo
de mais de 481 genes e 22 pseudogenes que codificam os citocromo P450 em diversos
organismos vivos. Estes genes distribuem-se por 85 espécies de eucariotas, incluindo
vertebrados, invertebrados, fungos e plantas e por 20 espécies de procariotas.

A analise sequencial desses genes e/ou dos correspondentes ¢cDNA tornou
possivel o desenvolvimento de um sistema de classificagdo para os citocromo P450 que
passamos a descrever.

Os citocromo P450 foram agrupados em familias cujos membros apresentam,
entre si, pelo menos 40% de homologia sequencial. Algumas dessas familias de genes

estdo ainda subdivididas em subfamilias cujos membros apresentam > 60% de sequéncias

homologas (Nelson ef al., 1993, 1996). Cada enzima ou mRNA que o codifica ¢

identificado pelo prefixo CYP seguido por um numero e por uma letra que o relaciona
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com a familia e a subfamilia a que pertence. Por exemplo, o citocromo CYP1A2
pertence a familia 1 e a subfamilia A. Infelizmente, ainda hoje persiste alguma
ambiguidade na atribui¢do do ultimo digito, uma vez que em alguns casos distingue
proteinas de espécies diferentes e noutros casos proteinas diferentes da mesma espécie.
Foi também proposto atribuir o prefixo cyp, para designar em murganhos e em
Drosophila, e CYP, para designar nas outras espécies, os genes que codificam cada
isoenzima citocromo P450 (Nebert, et al., 1989, 1991, Nelson ef al., 1993, 1996).

Das 74 familias de genes referidas em Nelson ef al. (1996), 14 existem em todos
os mamiferos examinados. Estas 14 familias subdividem-se em 26 subfamilias, das quais
15 foram identificados no genoma de rato e 20 no genoma humano.

Das catorze familias identificadas em mamiferos iremos caracterizar de forma
mais pormenorizada as familias de genes 1, 2, 3, e 4, que agrupam os citocromo P450
hepaticos e extra-hepaticos que participam nas reacgdes da primeira fase de
biotransformagio de xenobidticos e ou da testosterona. Outras familias de genes como,
por exemplo, a 11, 17, 19 e 21 ndo serdo referidas neste texto uma vez que sdo
citocromo P450 extrahepaticos especializados na biossintese das hormonas esterdides e
ndo constituiram objecto de estudo neste trabaltho. (Nebert et al, 1991, Nelson ef al.,

1993, 1996).

1.3.6.5.1. CYPI

Os membros mais importantes da familia de genes CYP/ de ratos, murganhos,
coelhos e humanos sdo os designados por CYPIAI, CYPIA2 e CYPIBI. Esses genes
codificam proteinas induzidas por hidrocarbonetos aromaticos, sendo muitas vezes

referidos na literatura mais antiga como P-448.
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A subfamilia CYPIAI associada i actividade benzopireno hidrolase ndo €
constitutivamente expressa no figado de rato, mas é também fortemente induzida por
hidrocarbonetos planares policiclicos. A indugdo do CYPIA!I é mediada por receptores
“Ah” (Sipes e Gandolfi, 1991, Oinonen e Lindros, 1998).

A subfamilia CYPIA2, associada ao metabolismo das arilaminas e de pro-
mutagéneos da dieta, como as nitrosaminas ¢ as aflotoxinas, expressa-se
constitutivamente no figado de rato e pode também ser induzida por hidrocarbonetos
aromaticos. A indugio ou a expressdo constitutiva em murganhos, é também regulada
por receptores “Ah”,

A subfamilia CYPB1 é constitutivamente expressa nas supra-renais e ovarios de
ratos e murganhos e regulada hormonalmente. Esta subfamilia é induzida em alguns
orgdos, incluindo o figado, pela TCDD e hidrocarbonetos planares policiclicos (Oinonen

e Lindros, 1998).

1.3.65.2. CYP2

A familia CYP2 é constituida por cinco subfamilias principais (Nelson et al.,
1996, Oinonen e Lindros, 1998).

As subfamilias CYP2A4, CYP2C e CYP2D codificam isoenzimas constitutivamente
expressos no tecido hepatico que participam no metabolismo da testosterona, das
aflotoxinas e das nitrosaminas (24), na biossintese dos acidos biliares e na hidroxilagdo
de androgéneos (2C) e na desalquilagdo de xenobioticos (2D).

As subfamilas CYP2B codificam os principais citocromos induzidos em varias
espécies pelo fenobarbital enquanto que a subfamila CYP2FE codifica as principais formas

induzidas pelo etanol.
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Devido ao acentuado numero de genes pertencentes a familia CYP2,
comparativamente com a familia CYPI, tem sido dificil identificar ortélogos nas

diferentes espécies (Sipes e Gandolfi, 1991, Oinonen e Lindros, 1998).

1.3.6.5.3. CYP3

Os membros melhor estudados da familia de genes CYP3 pertencem as
subfamilias CYP341 e CYP3A2.

A expressdo do CYP3A1 no figado de rato é fraca e a do CYP342 somente
ocorre em ratos machos (Oinonen e Lindros, 1998).

Os membros desta familia de citocromo P450 podem ser induzidos por esteroides
e pelo fenobarbital e participam na hidroxilagdo de esterdides e no metabolismo dos
antibiéticos macrolidos (Sipes e Gandolfi, 1991, Okita e Masters, 1997, Oinonen e

Lindros, 1998).

1.3.6.5.4.CYP4

Os membros da familia de genes CYP4 sdo transcripcionalmente activados por
indutores da proliferagdo de peroxissomas como o clorfibrato e solventes aromaticos
halogenados. A fungdo caracteristica destes enzimas é a o-hidroxilagdo de acidos gordos
e prostaglandinas (Nelson ef al., 1993, 1996).

O mediador da activag@o transcripcional parece ser o receptor especifico de
esterdides designado por PPAR de “peroxisome proliferator activated receptor”

(Oinonen e Lindros, 1998).
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1.4.Glutationo S-transferase

1.4.1 Perspectiva historica

A actividade enzimatica glutathiono S-transferase foi observada pela primeira vez
em 1961, por Joan Booth, Eric Boyland e Peter Sims, do Instituto Chester Beatty para a
Investigagdo do Cancro, em South Kensington, a institui¢io que sintetizou e isolou pela
primeira vez o benzo [a] pireno, um cancerigeno quimico, desenvolveu farmacos
derivados azotados da mostarda, como o clorambucil e o mefalan, utilizados na terapia
do cancro, e descobriu o papel importante que os aductos do DNA desempenham na
carcinogénese quimica (Brooks e Lawley, 1964, Brunning and Dukes, 1965, Sims e
Grover, 1974).

As tentativas iniciais de purificagdo do(s) enzima(s) que manifestava(m) a
actividade glutationo S-transferase ndo foram muito bem sucedidas devido, por um lado,
a multiplicidade destes enzimas e, por outro, a especificidade sobreponivel que
apresentam para diferentes substratos (Boyland e Chasseaud, 1969).

Nessa €poca, a comunidade cientifica ndo aceitava pacificamente que a formagio
de aductos entre compostos cancerigenos € 0 DNA, desempenhasse um papel importante
na carcinogénese quimica. Alguns investigadores conceituados argumentavam que a
reac¢do de compostos cancerigenos com as proteinas era mais importante, admitindo que
os processos celulares resultavam de reac¢des em cadeia, nas quais as proteinas
constituiam os principais guias participativos do processo. Foi, entdo, postulado que os
danos provocados em proteinas repressoras de determinados genes, responsaveis pela
manuten¢do do crescimento e diferenciagdo celular, podiam ser responsabilizados pelo

desenvolvimento de cancro (Pitot e Heidelberg, 1963, Miller e Miller, 1966). Contudo,
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esta hipotese ndo tinha sido comprovada e para o fazer tornou-se necessario o
isolamento de proteinas ligadas a produtos cancerigenos.

Foi com base neste pressuposto que alguns estudos, como os de Abell e
Heidelberg (1962) e Ketterer et al. (1967, 1980), por exemplo, levaram a descoberta de
proteinas com capacidade para se ligarem a compostos cancerigenos, como O0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e os corantes aminoazo.

Ketterer et al. (1967, 1971) tiveram algum sucesso na purificacdo de proteinas
como a “ligandina” que participava na formagdo de conjugados do glutationo com
corantes aminoazo cancerigenos.

Na sequéncia desses trabalhos, Ketterer € Boyland dedicaram-se a descoberta de
novos substratos reconheciveis pela “ligandina” para a actividade catalitica glutationo $-
transferase. No entanto, foram Habig et al. (1974) os primeiros a demonstrarem que a
conjugagdo do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno com o glutationo podia ser mediada por essa
proteina.

Ao longo do tempo, foi sendo demonstrado por processos semelhantes ao
descrito anteriormente que a “ligandina” também nanifestava a actividade glutationo
peroxidade ndo dependente do selénio (Prochaska e Ganther, 1976), A’-androsteno-
3,17-diona isomerase (Benson ef al., 1978) e participava em reacg¢des de biossintese e de
desintoxicagdo do metabolismo das prostaglandinas, constatando-se entdo que a
“ligandina” representava uma familia de isoenzimas, hoje designada por glutationo S-
transferase, que tinha como fung¢io principal proteger os centros nucleétfilos do DNA e
das proteinas de modificagGes induzidas por compostos electrofilos, uma propriedade

anti-cancerigena que contraria o que fora suposto inicialmente.
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Em 1984, Ketterer, Burchell e Jakoby, apos a primeira conferéncia sobre os
enzimas glutationo S-transferase, em Dundee, delinearam as primeiras regras de
nomenclatura para seis subunidades de glutationo S-transferase de rato entretanto
purificadas e que foram expandidas para catorze, em 1994 (Ketterer e Christodoulides,
1994) e para vinte, em 1995 (Hayes e Pulford, 1995)

O estudo dos enzimas glutationo S-transferase tem prosseguido segundo outras
abordagens como a pesquisa de substratos com interesse biologico, por exemplo que,
naturalmente, comegou pelo corante cancerigeno N,N,dimetilamino-4-aminoazobenzeno
(DAB) utilizado na descoberta da “ligandina”, passou pelo cancerigeno aflotoxina B,
(AFB,) e pelo oltripaz, o composto responsavel pela quimioprotec¢do da cancerigénese
induzida pelo AFB, (Ketterer e Chritodoulides, 1994), e expandiu-se até aos N-hidroxi
ésteres de pirolisatos alimentares cancerigenos, tais como IQ (2-amino-3-metilimidazo
(4,5-f)quinolina, MelQ, (2-amino-3,8-dimetilimidazo(4,5-f) quinoxalina) e PhIP (2-
amino- 1-metil-6-fenilimidazo(4,5-b)piridina) (Lin et al., 1994).

Outra abordagem do problema passou pela tentativa de purificar novos
isoenzimas glutationo S-transferase do figado e de outros tecidos (Ketterer e
Chritodoulides, 1994) e pela caracterizagdo do centro activo, utilizando estudos cinéticos
de inibi¢do com compostos derivados do glutationo (Adang ef al., 1988), avaliando os
efeitos sobre a actividade enzimatica provocados pela modificagdo quimica de residuos
especificos (Keterrer e Christodoulides, 1994) e utilizando marcadores de fotoafinidade
(Cooke et al., 1994).

Outra estratégia .passou pelo clonagem de c-DNA de algumas subunidades
purificadas de glutationo S-transferase de rato (Taylor ef al., 1984, Pemble et al., 1986;

Thier ef al., 1993) e de humanos (Pemble et al., 1994), que permitiram a identificacio

61



de enzimas congéneres em bibliotecas genomicas de humanos (Cowell ef al., 1988).
Simultaneamente e associado a sequenciagdo de algumas subunidades de enzimas
glutationo S-transferase, foi possivel, ainda, descobrir uma nova familia designada por 0
(Pemble et al., 1994), a qual possui uma distribuigio mais universal do que a dos
enzimas pertencentes as outras classes de glutationo S-transferase, pois, para além de

fungos e animais, tem sido detectada em plantas e bactérias.

1.4.2.Papel biologico

O termo glutationo S-transferase designa uma familia de enzimas multifuncionais
que participam em processos de desintoxicagdo celular e na excregdo de substincias
fisiologicas e de xenobidticos (Sipes, € Gandolfi, 1991, Mannervik et al., 1992, Monicha,
et al., 1997, Ouwerkerk-Mahadevan, 1997, Lohr ef al., 1998). Estes enzimas catalisam a
conjugagio do grupo tiol do tripéptido y-glutamilcisteinilglicina com centros electrofilos
de uma ampla variedade de compostos organicos estruturalmente diferentes (Ketterer e
Mulder, 1990, Waxman, 1990, Commandeur et al., 1995).

Em muitos casos, estes enzimas reagem com derivados metabodlicos produzidos
pelo sistema citocromo P450, como acontece na biotransformagdo do bromobenzeno,
cloroféormio e acetoaminofeno, evitando que essas espécies quimicas com elevada
reactividade estabelecam ligacGes covalentes com macromoléculas celulares. (Hesse et
al., 1982; Ho e Fahl, 1984a, Sipes, e Gandolfi, 1991, Lohr e al., 1998).

Alguns investigadores também tem atribuido aos enzimas glutationo S-transferase
a fungio de transportadores intracelulares de varios compostos hidréfobos como a

bilirrubina, o hemo, esteroides, hormonas da tirdide, sais biliares e neurotransmissores,
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fungdo esta que em muitos casos se torna inibidora da actividade catalitica (Mannervik,
1985, Abramovitz et al., 1988, Otieno et al., 1997).

Para além das reac¢Ges de conjugagdo com o glutationo, esta familia de enzimas
pode, em algumas situa¢des, ainda, catalisar reac¢Ges de isomerizagio de esterdides e de
peroxidagdo de hidroperoxidos ofgﬁnicos, ndo dependentes do selénio (Mosialou, et al.,

1993, Wilce e Parker, 1994, Otieno et al., 1997).

1.4.2.1.Adaptacdo bioldogica a compostos electrofilos

Alguns autores atribuem aos enzimas glutationo S-transferase um papel fulcral no
desenvolvimento da resisténcia celular a pesticidas, herbicidas, antibidticos e outros
agentes electrofilos de circulagio ambiental observada em varios organismos vivos
(Mannervik e Danielson, 1988, Armstrong, 1991, Hayes e Pulford, 1995, Ouwerkerk-
Mahadevan et al., 1997).

Outros autores, consideram ainda que a sua sobrexpressdo em células tumorais
constitui o factor determinante no desenvolvimento de resisténcia a compostos
electofilos de circulagdo ambiental como o benzo [a] pireno, o benzo [a] antraceno e o
benzo [a] criseno, cancerigenos como a aflotoxina B1-8,9-epoxido e compostos
alquilantes, exemplos que iremos descrever nas sec¢des 1.4.2.1.1.,1.42.1.2. ¢ 1.4.2.1.3.
(Jernstrom et al 1982, Hesse et al., 1982, Ho e Fahl, 1984a , 1984b, Robertson e
Jernstrom, 1986, Batist ef al., 1986, Manoharan et al., 1987, Kensler et al., 1987, Lewis
et al., 1988, Pulchalsky e Fhal, 1990, Schecter ef al., 1991, Hayes et al., 1991, Buetler et
al., 1992, Morel et al., 1993, Bolton et al., 1993b, Eaton e Gallagher, 1994, Clapper et

al., 1994, Gulick e Fahl, 1995, McLean e Douton, 1995).
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1.4.2.1.1. Benzo [a] pireno. benzo [a] antraceno e benzo [a] criseno.

O benzo [a] pireno pode ser biotransformado em benzo [a] pireno-7,8-diol pelo
enzima epoxido hidrolase, a partir de um intermediario epdxido gerado pelos enzimas
citocromo P450. Uma segunda reacgdo catalisada por outros citocromos P450 pode
ainda oxidar o diol a benzo [a] pireno-7,8-diol-9,10-ep6xido (BPDE), um composto que
ndo ¢ reconhecido como substrato pelo enzima epoxido hidrolase, mas que pode sofrer
conjugagio com o glutationo, uma reacgdo que facilita a sua excrec@o e que € catalisada
pelos enzimas glutationo S-transferase (Hesse ez al., 1982, Ho e Fahl, 1984a).

A descoberta da reac¢do de conjugagdo do glutationo com o BPDE deu-se no
seguimento do trabalho de Jernstrom ef al. (1982) quando os autores observaram a
formagdo de um conjugado duplamente marcado do glutationo com o BPDE, apods
incubagdo de hepatécitos de rato num meio em que estava presente *H-GSH e 'C-
BPDE, Ho e Fahl (1984b).

Posteriormente, um estudo realizado com cultura de F:élulas C3H/10T1/2 de
murganhos mostrou que a diminui¢do do conteudo intracelular em glutationo provocava
um aumento da sensibilidade das referidas células ao BPDE, acompanhado por um
aumento da formagio de aductos com o DNA (Manoharan et a/., 1987).

Outros estudos realizados posteriormente demonstraram, ainda, que a expressdo
do glutationo S-transferase 1-1 recombinante de rato, em células COS ou CH3/10T1/2
de murganho, conferia-lhes resisténcia elevada ao BPDE (Manoharan et al., 1987).

Robertson e Jernstrom também observaram, em 1986, que o isoenzima glutationo
S-transferase 4-4 de rato era capaz de catalisar a conmjuga¢do do glutationo com

derivados diois-epoxidos do benzo [a] antraceno e do benzo [a] criseno.
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1.4.2.1.2. Aflotoxina B1-8.9-epoxido

A aflotoxina B1-8,9-epoxido, um derivado metabolico activo de um composto
produzido pelo fungo Aspergilus flavus, tem sido reconhecida como substrato dos
enzimas glutationo S-transferase (Hayes et al., 1991, Eaton e Gallagher, 1994, McLean,
M. e Douton, MF., 1995). O composto é um contaminante dos graos de gramineas de
algumas regides da Asia e de Africa e parece estar relacionado com a elevada incidéncia
de cancro no figado humano nas populagées que os ingerem.

Buetler er al (1992) demonstraram que a resposta ao toxico dependia da
capacidade dos enzimas glutationo S-tranferase de cada animal para metabolizar a
aflotoxina B1-8,9-6xido, tendo constatado, por exemplo, que os enzimas da classes o de
figado de rato e de murganho apresentavam valores semelhantes de actividade para o 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e para o hidroperoxido de cumeno, mas diferentes
para a aflotoxina B1-8,9-0xido. Os autores concluiram, ainda, que o valor superior
obtido com murganhos justificava a maior resisténcia destes animais ao toxico. Foi,
igualmente, demonstrado que indutores transcripcionais especificos de isoenzimas da
classe o exerclam um efeito protector contra a hepatocancerigénese induzida pela
aflotoxina B1, uma vez que os ratos submetidos a uma dieta enriquecida com o oltipraz
5-(2-pirazinil) 4-metil-1,2-ditiolo-3-tiona (Kensler ez al., 1987, Bolton et al., 1993b),
antes ou durante a exposi¢do a aflotoxina Bl, eram mais resistentes ao composto,
apresentando menor incidéncia de aductos com o DNA e de focos de preneoplasia
hepatica. Estudos realizados posteriormente por Morel et al (1993) com culturas de
células hepaticas humanas e por Clapper et al (1994) com figado de murganhos
demonstraram que o oltripaz conseguia induzir mRNAs de glutationo S-transferase da
classe .
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1.4.2.1.3.Compostos alquilantes

Outra classe de electrofilos reconhecidos como substratos dos enzimas glutationo
S-transferase € o grupo de compostos alquilantes utilizados no tratamento de neoplasias.
O aparecimento de células tumorais resistentes aos compostos anticancerigenos constitui
uma dificuldade frequente na quimioterapia do cancro. Este fenémeno pode estar
relacionado com o aumento da expressio de uma proteina de membrana, uma p-
glicoproteina, designada por bomba P170, responsavel pela excregdo de grandes
quantidades de compostos hidrofobos potencialmente toxicos. (Gottesman e Pastan,
1988, Saxena e Henderson, 1995). Contudo, em muitos casos, a bomba P170 pode ndo
ser suficiente para justificar as diferengas observadas entre as células sensiveis a droga e
as células resistentes, como iremos mostrar através de alguns exemplos que passamos a
descrever (Kessel e Wilberding, 1985, Batist ef al., 1986, Lewis ef al., 1988, Pulchalsky
e Fhal, 1990, Schecter et al., 1991).

Batist et al. (1986) observaram que a populagdo de células MCF-7 de cancro da
mama resistentes a adriamicina possuiam a actividade total glutationo S-transferase
muito superior a das células MCF-7 parentais. Esse facto foi atribuido a expressdo do
isoenzima P1-1 nas células resistentes.

Schecter et al (1991) observaram um resultado idéntico com células de
carcinoma mamario expostas ao melfalan, onde os niveis de expressio do isoenzima
glutationo S-transferase 2-2 na populacdo de células sobreviventes era superior ao
observado nas células que lhes deram origem.

Tal como nos ensaios in vitro, o aumento da expressdo dos enzimas glutationo S-

transferase tem também sido observado em diversos casos clinicos. Por exemplo, Lewis
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et al. (1988) compararam uma linhagem de células de adenocarcinoma ovarico extraidas
antes do tratamento da paciente com cisplatina, clorambucilo e 5-fluoruracilo, com uma
linhagem de células resistentes derivadas da mesma paciente apds tratamento com os
referidos compostos. Na linhagem de células resistentes, a actividade glutationo S-
transferase correspondia ao triplo da que fora determinada na linhagem de células
tumorais originarias.

Puichalsky e Fhal (1990) demonstraram, posteriormente, que um aumento da
actividade glutationo S-transferase podia, por si s6, conferir resisténcia a medicamentos
antineoplasicos. Estes autores conseguiram obter a expressdo dos isoenzimas 1-1 e 3-3
de rato e P1-1 de humanos em células eucariotas COS por transfec¢do de c-DNA,
conferindo as células modificadas um aumento especifico de actividade glutationo S-
transferase. A seleccdo das populagSes de células que expressavam o isoenzima
glutationo S-transferase recombinante foi realizada apds incubagio das culturas celulares
com monoclorobimano, um composto que emite fluorescéncia apos conjugag¢do com o
glutationo, o que permitiu discriminar as células activadas, fluorescentes, das restantes.
As células modificadas mostraram elevada resisténcia a compostos alquilantes, tendo
voltado a apresentar o fendtipo de sensibilidade apos perda gradual do plasmideo
codificante. Contudo, os ensaios de transfecgdo génica nem sempre tém conduzido a
resultados inequivocos e coerentes. Por exemplo, a expressio, em células MCF-7, do
gene que codifica o isoenzima glutationo S-transferase P1-1 humano, fortemente
expresso nas linhagens de células de cancro de mama resistentes a adriamicina, ndo lhes
conferiu resisténcia, apesar de aumentar a concentragio isoenzimatica intracelular (Batist
et al., 1986, Moscow et al., 1989). Outros factores podem, pois, condicionar esta

discrepéancia de resultados.
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1.4.2.2. Bioactivacdo de compostos electrofilos

Conforme foi descrito anteriormente, alguns compostos reagem espontaneamente
ou por ac¢do dos enzimas glutationo S-transferase, com tiois e convertem-se em espécies
quimicas muito reactivas que se ligam ao DNA. Como os tecidos tumorais apresentam
em geral niveis elevados de enzimas glutationo S-transferase (Sato, 1989), o tratamento
de pacientes de cancro passa, muitas vezes, pela utilizagdo desses enzimas na conversido
de farmacos em compostos tiol-activados de toxicidade elevada para as células tumorais
(Koga et al , 1986, Simula et al., 1993, Shyam et al., 1993, Lyttle et al.,1994).

Por exemplo, os enzimas glutationo S-transferase participam na conjuga¢do do
glutationo com etanos di-halogenados, como o 1,2-dibromoetano e o 1,2-dicloroetano
que levam a formagdo de compostos de bromo ou de cloro que reagem com o DNA para
formar, por exemplo, o aducto S-(2-(N’-guanil) etil-glutationo (Koga ef al , 1986). Este
efeito pode estar correlacionado com a inviabilizagdo das células tumorais devido ao
aumento da taxa de mutagdes provocado pelo tratamento com etanos di-halogenados.
Por exemplo, Simula er al (1993) observaram que a expressdo recombinante do gene
GST Al-1 em salmonella typhimurim estava correlacionada com o aumento das
mutagdes provocadas pelo tratamento com 1,2-dibromoetano. Nesse mesmo ano, Shyam
et al., identificaram um segundo grupo de compostos que se tornam mutagénicos ao
reagirem com o glutationo, como as 1-(2-cloretil)-1,2,2-tris (metilsulfonil)-hidrazinas,
instaveis e pouco hidrossolaveis que, por hidrélise de um dos grupos metilsulfonilo,
formam espontaneamente espécies quimicas alquilantes, como as l-acilo-1,2-di
(metilsulfonil)-2-(2-cloroetil)-hidrazinas. Lyttle et al. (1994) descobriram que a

conjugagdo do glutationo com um fosforodiamidato de mustarda catalisada por enzimas
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glutationo S-transferase levava a formagio do conjugado y-glutamil-oi-amino-B-[[2-etil-
N,N,N’,N’-tetraquis (2-cloroetil) fosforodiamidato] sulfonil] propionilglicina, um outro

tipo de composto alquilante fortemente reactivo.

1.4.3.Classificacdo

A classificagdo dos enzimas glutationo S-transferase foi, originalmente realizada
de acordo com as propriedades fisicas e cataliticas dos respectivos isoenzimas e,
posteriormente, confirmada pela clonagem de cDNAs de diferentes isoenzimas
(Mannervik e Danielson, 1988, Meyera ef al. e Meyerb, 1991). Observou-se, entdo, que
em geral para os isoenzimas da mesma classe a sua homologia sequencial era superior a
70%, enquanto que entre as diferentes classes de isoenzimas citosolicos a homologia
sequencial era de aproximadamente 40% (Armstrong, 1991, Gulick e Fahl, 1995).

Actualmente, os enzimas glutationo S-transferase de mamiferos podem ser
agrupados em, pelo menos, cinco classes evolutivas designadas por a, 1, T, v € 6 no
citosol e uma classe evolutiva na fracgio microssomal. Todas elas sdo definidas de
acordo com o tipo de substratos e inibidores especificos, com o tipo de reactividade
cruzada com anticorpos e pela analise sequencial da sua estrutura primaria (Mannervik et
al, 1985, Morgentern e DePierre, 1988, Meyer ef al., 1991, Mannervik, et al., 1992,
Awasthi e al., 1994, Gulick e Fahl, 1995, Hayes e Pulford, 1995, Jakobson et al., 1997,
Ouwerkerk-Mahadevan ef al., 1997, Lohr, et al., 1998). Cada classe subdivide-se em
duas ou trés subfamilias representadas por diferentes tipos de subunidades (Hayes e
Pulford, 1995, Jakobson ef al., 1997, Ouwerkerk-Mahadevan et al., 1997, Lohr, et al.,

1998).
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1.4.4 Distribuicdo e localizacdo celular

A distribuicdo dos enzimas glutationo S-transferase, em mamiferos, € muito
ampla, podendo ser detectada em orgdos que participam activamente na
biotransformacgdo e excre¢do de xenobioticos, e de electrofilos endogenos, como o
figado, os rins, os intestinos € os pulmdes, ou em orgios do sistema neuro-endocrino,
como o pancreas, o cérebro, a tiroide, as supra-renais, os ovarios, os testiculos e o timo
(Spearman e Leibman, 1984, Nicoll-Griffith, 1995, Gandy et al., 1996, Otieno et al.,
1997, Rowe et al., 1998, Jakobsson et al., 1998, Vargas et al., 1998, Lawrence ef al.,
1998).

O nivel vde expressio dos diferentes isoenzimas glutationo S-transferase é
especifico de cada tecido e do tipo de compartimentagdo celular que 0 mesmo possui
(Hayes e Pulford, 1995, Gandy et al., 1996, Rowe et al., 1998, Lawrence, 1998).

Hayes e Pulford (1995) observaram que, nos seres humanos, os isoenzimas da
classe a sdo mais abundantes no figado e rins, enquanto que os (!a classe T predominam
na placenta, mamas, pulmdes, prostata e eritrocitos. Gandy er al. (1996) observaram
também que as formas isomorfas presentes nos tubulos seminiferos dos testiculos de rato
sdo diferentes das encontradas nas células de Leydig do intersticio.

Os enzimas da familia glutationo S-transferase dos mamiferos encontram-se
preferencialmente localizados no citoplasma (Spearman e Leibman, 1984, Sipes e
Gandolfi, 1991, Nicoll-Griffith et al., 1995) e no reticulo endoplasmatico (Sipes e
Gandolfi, 1991, Jakobsson et al., 1997, Otieno et al., 1997) observando-se, em regra,
valores mais elevados para as actividades enzimaticas determinadas no citosol (Sipes e
Gandolfi, 1991). No tecido hepatico, cerca de 55% das proteinas do citosol de ratos e

murganhos pertencem a familia glutationo S-transferase (Wilce e Parker, 1994).
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1.4.5 Reacgio

As reacgles de conjugagio mediadas pelos enzimas glutationo S-transferase
envolvem a formagdo de uma ligagdo tioéster entre o glutationo € um composto

electrofilo e podem ser representadas pela equagéo geral:

GST
RX+GSH —— RSG+HX

onde RX representa o composto electrofilo, GSH o glutationo na forma tidlica e RSG o
conjugado resultante do processo.

Os substratos hidrofobos dos enzimas glutationo S-transferase possuem, em
geral, um atomo de carbono electrofilo e reagem ndo enzimaticamente com o glutationo
a uma taxa razoavelmente mensuravel. O seu tamanho molecular varia desde pequenas
moléculas como o diclorometano (Meyer, et al., 1991) até hidrocarbonetos aromaticos
de grandes dimensdes como o benzo [a] pireno-7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE)
(Jernstrom ef al., 1982, Ho e Fahl, 1984a). Entre os exemplos conhecidos destacam-se
os haletos de alquilo e de arilo, as lactonas, os epoxidos, as quinonas e os ésteres e
alcenos activados (Mannervik e Danielson, 1988 Wilce e Parker, 1994, Gulick e Fahl,
1995, Dafré et al., 1996).

Usualmente, o ataque nucledfilo dos enzimas glutationo S-transferase da-se a
atomos de carbono electrofilos do substrato. No entanto, os atomos de azoto electrofilos
dos ésteres azotados, os atomos de enxofre dos tiocianatos orgéanicos e dissulfuretos e os
atomos de oxigénio dos hidroperoxidos organicos também podem servir como alvos

alternativos (Jakoby e Ziegler, 1990; Ouwerkerk-Mahadevan, 1997, Lohr et al., 1998).
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1.4.6.Caracterizacio estrutural

A elui¢do cromatografica de fracgdes ricas em enzimas glutationo S-transferase
do citosol hepatico revelaram a existéncia de uma ampla variedade de isoenzimas
diméricos que diferem entre si consoante a composi¢do das respectivas subunidades
(Gulick e Fahl, 1995, Lohr ef al., 1998). Estes enzimas sdo, em regra, constituidos por
duas subunidades com dois centros activos por dimero.

Cada centro activo € constituido por, pelo menos, duas regides, uma que
reconhece o glutationo e outra que reconhece o substrato electrofilo. Esta altima €
menos especifica e confere a estes enzimas a capacidade para reagir com uma ampla
variedade de compostos (Mannervik e Danielson, 1988, Gulick e Fahl, 1995, Lohr et al.,
1998). Do ponto de vista estrutural, os membros de qualquer das classes atras referidas,
sdo constituidos por duas subunidades com homologia sequencial entre 60% e 80%,
massa molecular na ordem dos 24-28 kDa, especificidade sobreponivel para diferentes
substratos e funcionamento autéonomo.

Os enzimas glutationo S-transferase do citosol podem existir como homo ou
heterodimeros, por serem codificados por genes multiplos, ou devido a hibrida¢do dos
proprios monomeros. Nos seres humanos, por exemplo, os enzimas das classes o, u, e
sdo o produto de pelo menos seis /oci de genes: Al, A2 para a classe a, M1, M2, M3,
M4, M5 para a classe p e P1 para a classe 7. E provavel que todos os enzimas glutationo
S-transferase sejam codificados a partir de um gene comum, com excep¢io, talvez, da
familia microssomal que ndo apresenta homologia sequencial elevada com os enzimas
citosolicos. Nao foram identificados heterodimeros entre as moléculas das diferentes

classes. Por vezes, a heterogeneidade observada entre os enzimas glutationo S-
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transferase resulta de modificagGes covalentes pos-transcricionais de que sio exemplo as

reacgdes de glicosilagdo das subunidades enzimaticas (Wilce e Parker, 1994).

1.4.7.Via metabolica de formacio de acidos mercaptiricos

RX + HSCHZClIHCNHCHZCOOH
NHﬁ:CHZCHz(IJHCOOH
0 CHp

substrato + glutationo

glutationo S-transferase

RSCHZClHCNHCHZCOOH
NHﬁCH2CH2(IZHCOOH
0 CHp

y-glutamiltranspeptidase
O

RSCHQ_(IIHCNHCHQCOOH

NH;
HO cisteinil glicinase
glicina
RSCHz(IIHCOOH

NHp

acetil-CoA
! N-acetil transferase

CoA

RSCH,CHCOOH
HNCCH;

)

acido mercapturico

Fig 1.5 Via metabdlica de formagio de acidos mercaptiiricos
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A formacgio da ligagdo tioéster entre o atomo de carbono electréfilo de um
determinado composto quimico e o grupo sulfidrilo do glutationo mediada pelos enzimas
glutationo S-transferase constitui um dos primeiros passos da via que leva a formagdo de
acidos mercaptﬁric;os, pela qual compostos hidrofobos podem ser inactivados e
eliminados do organismo, ao serem convertidos em derivados mais polares facilmente
excretaveis (Armstrong, 1991, Gulick e Fahl, 1995).

As etapas reaccionais posteriores envolvem a remog¢do dos residuos acido
glutamico e glicina, mediadas pelos respectivos enzimas y-glutamiltranspeptidase e
cisteinil glicinase, e a acetilagdio do grupo amina da cisteina com a formagdo de
conjugados N-acetilados deste aminoéacido, vulgarmente designados por 4acidos
mercapturicos. Esta tltima reacgdo é mediada pelo enzima N-acetiltransferase que utiliza
como cofactor o acetil-CoA (Sipes e Gandolfi, 1991, Lohr, ef al, 1998).

Esta via de excregdo é complementada por um sistema excretor transmembranar

de conjugados do glutationo dependente do ATP (Wilce e Parker, 1994).

1.4.8. Modulacio da actividade enzimatica

O papel desempenhado pelos enzimas glutationo S-transferase na metabolizagéo
de substratos electrofilos potencialmente toxicos torna premente discutir a regulagio
deste sistema de defesa molecular. Um tema fortemente estudado esté relacionado com o
envolvimento dos enzimas glutationo S-transferase nos processos de resisténcia celular a
medicamentos utilizados no tratamento de neoplasias. Este efeito pode ser ultrapassado
impedindo a expressdo elevada destes enzimas em populagdes tumorais resistentes ao
farmaco utilizando inibidores especificos ou destruindo as células tumorais resistentes

por administragio de pro-drogas tiol-activadas (Gulick e Fahl, 1995). Resultados
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experimentais sugerem que o nivel de expressio dos enzimas glutationo S-transferase €
um factor crucial na determinagio da sensibilidade celular a um espectro amplo de
compostos quimicos. O controlo biologico da expressio das diferentes familias ¢
complexo e, como veremos nas secgdes 1.6 e 1.7, depende do sexo, da idade, do tecido,
da espécie, e/ou do modelo de expressdo caracteristico de um determinado tumor. Por
outro lado, os enzimas glutationo S-transferase podem ser regulados pos-
transcripcionalmente por varios xenobi6ticos obtidos por sintese quimica ou que existem
como constituintes ndo-nutritivos dos vegetais e dos citrinos (Hayes e Pulford, 1995,
Lash et al., 1998). Nas sec¢des 1.4.8.1. e 1.4.8.2 iremos descrever alguns aspectos da
regulagio da expressdo genética dos enzimas glutationo S-transferase e caracterizar

alguns dos seus inibidores.

1.4.8.1.Regulacdo da expressio genética

Os estudos efectuados na ultima década para o esclarecimento do mecanismo de
indu¢do da expressio dos genes codificantes dos enzimas glutationo S-transferase
sugerem a participagdo de dois tipos de indutores: os bi e os monofuncionais (Prochaska
e Talalay, 1988, Fernandes ez a/., 1996).

Os indutores bifuncionais s3o, em geral, compostos planares, aromaticos,
policiclicos, reconhecidos por receptores do tipo “Ah” como ligandos.
Consequentemente, os compostos deste tipo comportam-se igualmente como indutores
de algumas familias de  citocromos P450. Em contrapartida, os indutores
monofuncionais ndo apresentam um arranjo estrutural comum nem exercem um efeito

significativo sobre isoenzimas do sistema P450 cuja indugio dependa do receptor “Ah”.
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A analise das sequéncias reguladoras das regides 5’ do gene GSTYa; de rato e de
carneiro revelou que a indugdo das subunidades constituintes dos enzimas glutationo S-
transferase dependente dos receptores “Ah” € regulada por uma sequéncia “enhancer”
conhecida como elemento de resposta a dioxina (DRE), que ja foi referida no ponto 1.3.
a proposito da regulagdo da expressdo genética de alguns enzimas citocromo P450. Foi
igualmente observado que os indutores bifuncionais sdo produtos das reac¢des mediadas
por citocromos P450 cuja indug@o depende igualmente de receptores “Ah” (Prochaska ez
al., 1985, Rushmore e Pickett, 1990, Friling et al., 1990, 1992, Jaiswal, 1994).

Para além da sequéncia DRE, existe uma segunda regido nos genes que codificam
subunidades dos enzimas glutationo S-transferase denominada elemento de resposta
electrofila (EpRE), que contém duas sequéncias “AP-1-like” separadas por trés a oito
nucleotidos (Jaiswal, 1994) e que sdo estimuladas quer pelos produtos da primeira fase
de biotransformagio quer pelos indutores monofuncionais. (Rushmore e Pickett, 1990,
Friling ef al., 1990, Fernandes ef al., 1996). Estes resultados permitiram construir um
diagrama explicativo que representa, na figura 1.5., o processo.

Embora tenham sido identificadas sequéncias EpRE em varios genes que
codificam os enzimas glutationo S-transferase, o factor de transcrigdo responsavel pela
indugdo enzimatica ainda ndo foi inequivocamente identificado.

O mecanismo preciso pelo qual os indutores monofuncionais regulam a expressao
dos genes codificantes dos enzimas glutationo S-transferase ndo esta ainda esclarecido.
Prochaska et al. (1985) sugeriram que o sinal para a indugdo enzimatica poderia ser
desencadeado pelas propriedades electrofilas das formas activas dos indutores (cGST)
ou pelo ciclo de oxidagdo-redug@o do glutationo (mGST) (Aniya ef al., 1993, Dafré et

al., 1996).
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Embora o stress oxidativo e/ou o ciclo redox do glutationo, possam estar
envolvidos neste mecanismo de indugdo, varios autores admitem que esta sO ocorre apos
o estabelecimento de uma ligagio covalente entre indutor electrofilo e uma proteina
reguladora, como esta esquematizado na figura 1.6 (Talalay et al., 1988, Rushmore et
al., 1991, Prestera et al., 1993, Bergelson et al., 1994, Pinkus ef al., 1995 e Fernandes

etal., 1996).

Citoplasma

(Gene Ah)
Fase 1

Fase I1 4
(Gene Yal GST) Vad mRNA GST

--DRE-----EpRE --Yal GST

Fig.1.6 Regulacdo da transcri¢do dos enzimas citocromo P450 ¢ glutationo S-transferase por indutores
monofuncionais (IM) ¢ bifuncionais (IB). Como podemos observar na figura, a indugio enzimatica da-se
através de uma modificagio covalente de uma proteina alvo. Os indutores bifuncionais actuam por dois
mecanismos: O primeiro implica a ligagio ao receptor Ah e consequente interacgio com sequéncias
“enhancer” “DRE” que induzem citocromos P450 e subunidades dos enzimas glutationo S-transferase, o
segundo resulta do aumento acentuado da concentragdo de citocromos P450 que convertem os indutores
bifuncionais em derivados metabélicos estruturalmente parecidos com os indutores monofuncionais

(adaptado de Fernandes et al., 1996).
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Embora alguns factores de transcrigio da familia fos/jun se liguem de forma
activa as sequéncias EpRE (Friling et al, 1992, Li e Jaiswal, 1992), ndo se pode admitir
inequivocamente que esses factores de transcrigio estejam directamente relacionados
com o processo indutivo, uma vez que nem sempre se observa a indugdo de genes
construidos com o promotor EpRE ligado a regido codificante do gene “CAT reporter”

(Neguyen ef al., 1994, Favreau e Pickett, 1993, Fernandes ef al., 1996).

1.4.8.2 Inibidores

Os compostos que se comportam como inibidores in vivo dos enzimas glutationo
S-transferase t€ém sido utilizados como auxiliares preciosos no esclarecimento e na
regulacdo dos mecanismos moleculares de resisténcia adaptativa a ac¢do de farmacos e
de toxicidade dos xenobioticos.

Tew et al. (1988) observaram que o acido etacrinico, um composto com
propriedades diuréticas, comportava-se como um inibidor eficaz de isoenzimas
glutationo S-transferase em culturas de células Walker 256 de carcinoma mamario de
rato, citotoxicamente sensiveis ao clorambucil. O efeito observado foi bastante mais
elevado na linhagem celular WR que expressava niveis mais elevados de glutationo S-
transferase do que na linha celular WS parental.

A utilizag@o in vivo do acido etacrinico pode ter consequéncias deletérias para a
célula uma vez que o composto, ao comportar-se como substrato das reac¢des de
conjugag¢do com o glutationo, pode levar a um acentuado decréscimo do conteudo

intracelular do tripéptido (Ouwerkerk-Mahadevan, 1997).
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Por outro lado, em muitos casos, o aumento da sensibilidade celular a um
determinado xenobiético pode também provocar um aumento da toxicidade sistémica do
mesmo.

Ciaccio et al. (1990) observaram in vitro que o acido etacrinico, numa
concentragdo da ordem dos micromolar, era capaz de inibir a conjugagdo do glutationo
com o clorambucil mediada por um enzima glutationo S-transferase para um valor 20x
inferior ao determinado sem a presenca do inibidor, potenciando o efeito do clorambucil
e dificultando a sua eliminagéo.

A maior parte dos inibidores conhecidos comportam-se como o acido etacrinico
actuando indiscriminadamente sobre todos os isoenzimas. Por esse motivo, tem
aumentado a procura de inibidores especificos para cada classe pois, com esses
compostos, poder-se-a compreender melhor o papel in vivo dos enzimas glutationo S-
transferase nos processos de biotransformagdo e de toxicidade. Por exemplo, Adang et
al. (1990) sintetizaram e testaram novos inibidores estruturalmente semelhantes ao
glutationo mas especificos de classes particulares de isoenzimas glutationo S-transferase,
substituindo o residuo C-terminal glicina por S-alanina ou fenilglicina e/ou bloqueando o
grupo tiol da cisteina com grupos arilo ou alquilo. O efeito devido & substituigio da
glicina pela B-alanina ou pela fenilglicina foi confirmado pelo registo de alteracdes
cataliticas selectivas ao nivel dos valores das constantes de inibi¢do K; dos isoenzimas
das classes o, i e w (Adang ez al., 1990, Lyttle ef al., 1994). Posteriormente, Ouwerkerk
et al. (1995, 1996, 1997) observaram que o composto Et-R-Hep ((R)-5-etoxicarbonil-2-
7-(S)-glutamilami-no-N-2-heptilpenta-mida), um derivado do glutationo, comportava-se
in vivo como um inibidor eficaz dos isoenzimas glutationo S-transferase das classes o e p

.....

de rato, sendo o efeito inibitorio mais pronunciado sobre os isoenzimas da classe .
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1.5.Glutationo redutase

1.5.1.Perspectiva historica

O enzima glutationo redutase foi descoberto em estudos realizados independente-
mente por Mapson ¢ Goddard (1951) e Conn e Vennesland (1951) sobre a redugio do
glutationo em tecidos vegetais. Pouco tempo depois, Rall e Lehninger (1952)
purificaram-no a partir de leveduras e do tecido hepatico de rato tendo constatado que
catalisava a reducdo da forma dissulfureto do glutationo (GSSG), utilizando o NADPH
como cofactor. Contudo, s6 em 1963 Buzard e Kopko mostraram pela primeira vez que
o glutationo redutase era uma flavoproteina .

Estudos realizados por Pinto et al., em 1973, e Lopez-Barea e Lee, em 1979, em
Sacch. Cerevisae e E.Coli, monstraram que o enzima pode ser regulado pelo estado de
oxidacdo intracelular, ao sofrer auto-inactivagdo na presenga de NADPH e reactivagdo

pelo GSSG (Penninks e Elskens, 1993).

1.5.2 Papel bioldgico

O enzima glutationo redutase (GR) participa no ciclo de oxidagdo-reducgdo do
glutationo e tem como papel principal a manutengio da concentragdo de estado
estacionario do glutationo na forma tiolica (GSH) (Buzard e Kopko, 1963, Jocheim e

Baillie , 1994 , Gérard-Monier e Chaudiere, 1996), através da reacgéo:

GR
GSSG + NADPH +H™ — 2GSH+ NADP "~
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1.5.3.Caracterizacdo estrutural

O enzima glutationo redutase é uma flavoproteina dimérica cujo grupo prostético
¢ o dinucleotido de flavina (FAD). A sua massa molecular ¢ aproximadamente 110 kDa

possuindo cada subunidade a mesma dimensdo (Buzard e Kopko, 1963).

1.5.4.Modelacio enzimatica exercida pelo NADPH e pelo GSSG

Os equivalentes redutores, sob a forma de NADPH, utilizados na reacgdo
mediada pelo enzima glutationo redutase, podem ser gerados por diferentes
desidrogenases a partir de varios substratos.

Provavelmente, a via das pentoses fosfato o enzima isocitrato desidrogenase
dependente do NADP" serdo as principais fontes de NADPH que assistem & reacgdo do
glutationo redutase (Deleve e Klapovitz, 1990, Gérard-Monnier ¢ Chaudiere, 1996,
Mkee e Mkee, 1996, Nishida, 1996).

O coenzima NADPH, na auséncia de GSSG, comporta-se como um inibidor dos
enzimas glucose-6-P desidrogenase e glutationo redutase. No entanto, parece que as
razbes fisiologicas [GSH)/[GSSG] e [NADPH]/[NADP'] garantem a concentragio de
GSSG suficiente para manter a actividade basal destes enzimas.

Contudo, quando o contetdo intracelular de GSSG aumenta, como acontece em
condi¢des de “stress” oxidativo, os enzimas glucose-6-P desidrogenase e glutationo
redutase podem sofrer reactivagio pelo glutationo na forma de dissulfureto, efeito esse

que leva a um aumento do contetdo intracelular de GSH.
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Os equivalentes redutores do NADPH e do GSH conferem uma resposta
dindmica aos processos de metabolizagdo de xenobidticos.

Alteragbes no conteido intracelular de GSH ou nos sistemas enzimaticos
dependentes do GSH modelam fortemente a toxicidade de varios compostos quimicos.

A figura 1.7 ilustra algumas interacgdes metabolicas estabelecidas pelo ciclo de

oxidag@o-redugdo do glutationo que ajudam a compreender melhor esse facto.

/’ conjugados do glutationo

glutationo S-transferase

Xenobiodticos ou derivados
metabolicos

2 GSH

ROOH NADPH +H ~ glucolactona-6-P

glutationo peroxidase

dependente do Se glucose-6-P desidrogenase

glutationo redutase

ROH + H,O GSSG NADP " glucose-6-P

Fig 1.7 Interac¢do metabolica entre o ciclo de oxidagdo-reducio do glutationo e os enzimas,
glutationo S-transferase e glucose-6-P desidrogenase, um dos geradores de equivalentes redutores sob a

forma de NADPH (adaptado de Gérard-Monier, 1996, Mkee ¢ Mkee, 1996).
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1.5.5 Efeitos de alguns xenobidticos

A reacg¢@o mediada pelo glutationo redutase decorre por dois passos que podem

ser representados pelas semi-equagdes:

Enz+NADPH+H"™ — EnzH,+NADP"

EnzH, + GSSG —— Enz +2GSH

onde Enz representa a forma dissulfureto oxidada e EnzH, a forma tiolica reduzida, do
enzima (Jocheim e Baillie, 1994). O enzima glutationo redutase constitui, por esse
motivo, um alvo potencial dos xenobiéticos, em particular dos farmacos utilizados no
tratamento de tumores resistentes a quimioterapia, uma vez que alguns inibidores,
aproveitando as alteragdes particulares do centro activo, exercem o seu efeito, ligando-se
com elevada especificidade ao seu grupo tiol (Jocheim e Baillie, 1994, Kassahun ef al.,
1994).

Até a data, os principais estudos sobre a inibi¢do do glutationo redutase foram
realizados com o N,N -bis-(2-cloroetil)-N-nitrosilureia (BCNU), um composto com
propriedades antitumorais que se comporta, quer in vitro quer in vivo, como um inibidor
potente e muito selectivo deste enzima. (Brundrett ef al., 1976, Frischer e Severe, 1977,
Babson, e Reed, 1978, Karplus, et al., 1988, Cohen e Duvel, 1988, Jocheim ¢ Baillie,
1994).

O BCNU decompde-se espontaneamente em condigdes fisiologicas numa série de
derivados como o 2-cloro-etilisocianato (CEIC) que parece ser o principal responsavel
pela inibi¢io enzimatica observada (Babson e Reed, 1978, Karplus ef al., 1988). O CEIC

¢ capaz de ligar-se ao grupo tiol do centro activo da forma reduzida do enzima,
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impedindo que este exerga a sua actividade redutora (Karplus ef al., 1988). Parece que
outras nitrosilureias que se convertem espontaneamente em isocianatos também exercem
um efeito inibidor sobre o glutationo redutase por um mecanismo semelhante (Babson, e
Reed, 1978).

O composto antitumoral N-metilformamida (NMF) promove o metabolismo
dependente do citocromo P450, muito provavelmente, através de intermediarios
electrofilos reactivos metilisocianatos (MIC) que formam os conjugados tiocarbamatos
S-(N-metilcarbamoil) com o glutationo (SMG) ou com a cisteina (SMC) (Threadgill, e?
al., 1987, Slatter, et al., 1991).

Estes conjugados tém-se mostrado moderadamente instaveis em condigOes
fisiologicas, comportando-se como doadores de electrdes para péptidos e proteinas onde
os grupos sulfidrilo sdo carbamilados preferencialmente (Pearson, 1991, Baillie e Slater,
1991).

Tendo em conta o comportamento do CEIC e dos seus precursores metabolicos
sobre o glutationo redutase, é possivel que 0 SMG e o SMC possam comportar-se
como inibidores e, deste modo, contribuir para as propriedades antitumorais do NMF
(Jocheim, e Baillie, 1994).

- As actividades enzimaticas do ciclo de oxidagdo-reducdo do glutationo no figado
alteram-se em murganhos tratados com tetracloreto de carbono. Em alguns trabalhos, a
actividade do enzima glutationo redutase, por exemplo, diminuiu cerca de 80%
relativamente ao controlo, na fase inicial do aparecimento das lesdes hepaticas (Kumata,
Wakui er al., 1975, Watanabe e Nagashima, 1983, Di Simplicio e Mannervik, 1983,
Harrisch e Meyer, 1985, Chagoya de Sanchez, Hernandez-Munoz et al., 1995, Ohta,

Sasaki et al., 1995, Ko et al., 1995, Nishida ez al., 1996).
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1.6.Aspectos da regulacio hormonal nos sistemas de biotrans-

formacdo de xenobioticos e de esterdides endogenos

1.6.1.Introdugdo

Os efeitos produzidos por alguns compostos exogenos em ratos fémeas s3o, em
geral, mais acentuados e manifestam-se por periodos mais longos do que nos machos,
uma vez que, no periodo neo-natal e, por vezes, na puberdade, as hormonas séricas
circulantes condicionam o perfil de expressdo dos enzimas ligados a biotransformagio de
xenobioticos, na fase adulta (Dannan ef al., 1986, Shimada et al., 1987, Pinot et al.,
1995, Oinonen e Lindros, 1998).

O perfil de expressio hepatica dos isoenzimas citocromo P450 apresenta
dimorfismo sexual e pode ser alterado quando se modifica o nivel sérico de diferentes
hormonas circulantes (Prough et al., 1996, Oinonen e Lindros, 1998).

Os efeitos hormonais que regulam a expressdo dos citocromos P450 resultam de
um conjunto de interacgdes complicadas entre hormonas dependentes da hipofise como
por exemplo, as hormonas da tirdide, a hormona do crescimento e os androgénios ou
estrogénios produzidos pelas gonadas (Shapiro ez al., 1994).

Embora a ac¢do hormonal sobre os enzimas da fase II de biotransformagio seja
menos conhecida, alguns estudos tem mostrado que a resposta enzimatica também
depende do sexo do individuo e dos niveis hormonais que lhe estdo associados (Mulder,
1986, Zarida et al., 1993).

Por exemplo, Zarida et al. (1993) realizaram um estudo onde procuraram avaliar

o efeito da gonadectomia sobre as actividades glutationo S-transferase e glutationo
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redutase hepaticas. Os resultados obtidos mostraram que estas actividades enzimaticas
possuiam valores mais elevados nos machos controlo do que nas fémeas.

Por um lado, a ovariectomia provocou um aumento das actividades glutationo S-
transferase e glutationo redutase que foi contrariado pela suplementagdo hormonal das
fémeas castradas com estradiol, progesterona ou estradiol e progesterona.

Por outro lado, orquidectomia provocou uma diminui¢do das actividades
glutationo S-transferase e glutationo redutase para valores proximos dos obtidos para as
fémeas controlo, mas a suplementagdo com testosterona repds estas actividades para os
niveis determinados no figado dos animais intactos. Os resultados obtidos levaram os

autores a sugerir a modelagio destas actividades enzimaticas pelas hormonas sexuais.

1.6.2. Interaccio hormonas sexuais-hormona do crescimento

O perfil de secrecio da hormona de crescimento (GH) parece estar
correlacionado com o dimorfismo sexual que se observa na expressdo dos citocromo
P450, pois parece que a secregdo intermitente desta hormona nos machos condiciona a
expressdo de genes CYP dominantes ou especificos dos machos (Skett, 1990, Waxman,
et al, 1988, 1995, Oinonen e Lindros, 1998).

Nas fémeas, pelo contrario, a libertagdo continua da mesma hormona condiciona
a expressio de genes CYP caracteristicos das fémeas. A libertagio dos factores
hormonais que regulam a secre¢do da hormona do crescimento é controlada por
neuropéptidos produzidos no hipotadlamo através de um mecanismo de “feedback”
(Oinonen e Lindros, 1993, 1995, Lindros, 1997).

Os androgéneos controlam a expressdo de varios enzimas caracteristicos dos

machos que participam na metabolizagdo de esteroides. Tal facto tem sido confirmado
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por varios investigadores que observaram uma diminuicdo das actividades hidroxilase de
esteroides no figado provocada pela orquidectomia, um efeito que pdde em muitos casos
ser contrariado pela administragdo de testosterona (Gustafsson ez al, 1974, Skett, 1990).

Estudos realizados com ratos hipofisectomizados sugeriram que os androgéneos
ndo actuam directamente sobre o figado, mas sim através de interacgbes sobre o eixo
hipotalamo-hipofise (MacGeoch, er al., 1985, Kato et al., 1986, Oinonen e Lindros,
1993, 1995, 1998).

Shimada ez al. (1987) observaram que o produto da expressdo hepatica do
CYP2C11 responsavel pelas actividades hidroxilase da testosterona nas posi¢des 20 e
16a. ocorre preferencialmente nos machos, enquanto que o produto da expressio
hepatica do CYP2C12 responsavel pela actividade 15c-hidroxilase do dissulfato de
androstenodiol manifesta-se preferencialmente nas fémeas.

Os referidos autores observaram ainda que a hipofisectomia inibia a expressio da
do CYP2C11 nos machos mas aumentava nas fémeas, as quais deixavam de expressar o
CYP2C12.

A recuperagido do perfil de expressdo foi conseguido com a administragio de
hormona de crescimento, mas o modo de administra¢io condicionou a resposta, ou seja,
quando este simulava a secregdo intermitente masculina observava-se uma recuperagio
da expressdo do CYP2C11 nos machos e uma indugdo da expressdo nas fémeas (Morgan
et al., 1985). No entanto, quando se procedia a uma administragio por infusdo continua
observava-se a expressdo do CYP2C12 em ambos os sexos (MacGeogh ef al., 1985).

O perfil de secre¢do da hormona do crescimento também condiciona o modo de
expressdo de outros CYP especificos ou que predominam num dos sexos (Shapiro,

1994). Por exemplo, a expressdo dos genes CYPIA2, CYP2C13, CYP342 e CYP4A2,
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que codificam isoenzimas caracteristicos dos machos, e dos genes CYP2B1, CYP2B2,
CYP3A41 e CYP3A418, que codificam isoenzimas predominantes nos machos, ¢ induzida
pela hipofisectomia em ambos os géneros (Oinonen e Lindros, 1998)

A presencga continua da hormona de crescimento estimula a expressdo dos genes
CYP2C12 e 2C79 que ocorre preferencialmente nas fémeas e reprime a expressiao dos
genes CYP2C11, CYP2C13, CYP2B e CYP3A1 tipica dos machos (Guzelian ef al., 1988;
Schuetz, ef al, 1990; Murayama, ef al., 1991).

Waxman ef al. (1995), Ram et al. (1996) e Gebert ef al. (1997) descobriram uma
proteina activadora da expressdo genética designada por “stat5” que actua como
mediadora intracelular dos efeitos estimulatérios da hormona de crescimento nos
machos.

A expressdo do CYP2(C12 parece estar também sujeita a um factor regulador

nuclear da hormona de crescimento (Waxman et al., 1996).

1.6.3 Influéncia das hormonas da tirdide

As hormonas da tiroide também afectam a expressio dos CYP (MacGeoch et al.,
1985). Um conteudo hepatico elevado das formas CYP1A2, CYP2A1, CYP2A2,
CYP2B1, CYP2B2, CYP3Al e CYP3A2 foi observado em ratos hipofisectomizados,
tiroidectomizados e com atrofia da tiroide.

O efeito pode ser contrariado pela administragio das hormonas T3 ou T4
(Oinonen e Lindros,1997, 1998). Por outro lado, a administragdo de hormonas da tir6ide
a ratos hipofisectomizados ou com atrofia da tirdide estimulou a expressdo do CYP2C7

(Ram, 1990).
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1.6.4 Influéncia da insulina

Estudos realizados in vivo e in vitro tém mostrado que a insulina afecta
acentuadamente o conteudo de varios isoenzimas CYP assim como as actividades a eles
associadas no figado.

Em estudos efectuados com ratos nos quais foi induzida a diabetes pela
streptozocina, observou-se um aumento das acividades enzimaticas hepaticas e da
expressdo dos CYP241, CYP2C6, CYP2C7, CYP2EL, CYP342, CYP442 e CYP443
(Barnett ef al., 1994), ocorrendo apenas uma diminuigdo da expressdo do CYP2Cl11
especifica dos machos (Yoshita, 1996). Estes resultados, conjugados com estudos
realizados com hepatocitos isolados nos quais foi observada a repressdo da expressio
dos CYP2B1, CYP2B2, CYPIAl, CYPIA2 pela insulina (Oinonen e Lindros, 1998),
sugerem que esta hormona podera participar na inibigio da expressdo hepatica da maior
parte dos genes CYP (Barker et al., 1994). No entanto, como o nivel da hormona de
crescimento se apresenta diminuido na diabetes hormonal, a interpreta¢do dos resultados

torna-se complicada.

1.6.5.Influéncia dos glucocorticoides

Prough ef al. (1996) estudaram o efeito das hormonas esterdides, em particular
dos glucocorticoides, sobre a expressdo de genes regulados pelo receptor “Ah”, ao
tentarem compreender situagdes patologicos graves descritas por Hesselmeyer et al.
(1979), em fetos e criangas filhas de mies fumadoras ou que tivessem estado expostas a

compostos aromaticos policiclicos durante a gestagio e o desenvolvimento neo-natal.
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Prough et al. (1996) demonstraram, entdo, que a maioria dos genes induzidos
por receptores “Ah” sdo regulados por glucocorticoides e podem desempenhar um papel
importante na expressdo basal destes genes ao longo do desenvolvimento. Utilizando
modelos animais deficientes em glucocorticdides e culturas de hepatocitos de rato
observaram que a indugdo do CYPIAI por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e da
subunidade glutationo S-transferase Yal, duplicava ou quadriplicava na presenga de
glucocorticoides, resultados estes que parecem ser concordantes com a hipotese
formulada em 1988 por Abramovitz e Listowski onde estes autores admitiram que as
variagdes naturais na expressdo do gene GS7Ya!l de rato, durante o desenvolvimento
reflectiam, em parte, as variagdes dos niveis de glucocorticoides circulantes no sangue
fetal, neohatal e adulto.

Hayes ef al. (1996), num estudo realizado com ratos machos e fémeas Fischer
344 de varias idades, observaram que os animais sexualmente maturos apresentavam
dimorfismo sexual na expressdo do gene GS7Yc;, responsavel pela resisténcia aos efeitos
genotoxicos provocados pela aflotoxina B1. Os autores observaram que, ap6s indugdo
com fenobarbital, 3-metilcolantreno e dieta deficiente em selénio, a subunidade Yc2 so
estava expressa no figado das fémeas, o que parece justificar a relativa insensibilidade

destas a aflotoxina B1.

1.6.6.Via neuroenddcrina timo-figado

Estudos clinicos e experimentais ao longo das ultimas trés décadas tém
reconhecido ao timo o papel de glandula-mestre da imunidade. Contudo, evidéncias

experimentais tém também reconhecido ao timo um papel importante no sistema
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endocrino. Na década de 80, surgiram muitas publicagdes relacionadas com as
interac¢des entre o timo e o sistema neuroendocrino.

Rebar et al. (1980) observaram que murganhos congenitamente atimicos
possuiam uma concentragdo baixa da hormona luteinizante, da hipofise (LH) e da
hormona foliculo-estimulante (FSH) que podiam ser elevadas para valores normais
quando se efectuava um transplante do timo no primeiro dia de vida.

Rebar er al. (1980, 1981) e Grossman (1985) também descobriram que a
timosina da fracg¢do 5 purificada e um dos seus componentes peptidicos sintéticos, a
timosina 34, estimulavam a secre¢do da hormona libertadora da hormona luteinizante
(LHRH) em fémeas de rato.

Experiéncias realizadas in vitro com perfusio do hipotalamo e da hipéfise
demonstraram que as hormonas timicas: timosina da fracgio 5 e timosina B4
estimulavam a secre¢dio da hormona libertadora de gonadatropinas (GnRH) pelo
hipotalamo, induzindo a libertagdo da homona luteinizante LH pela hipofise (Rebar ez al.,
1983, Michael et al., 1983).

Healy et al. (1983) observaram que a timectomia de macacos juvenis induzia um
decréscimo na concentragdo de cortisol, corticotropinas e B-endorfinas plasmaticas,
efeito esse que pdde ser contrariado pela administragio intravenosa de timosina da
fraccdo 5.

Geenen er al. (1989) observaram que os neuropéptidos ocitocina (OT) e
vasopressina (VP) eram sintetizados no timo humano de forma semelhante aos
produzidos no sistema hipotalamo-neuro-hipéfise. Os mesmos autores também
observaram que a ocitocina € a vasopressina desempenhavam um papel activo na

diferenciagdo e activagdo das células T (Geenen et al., 1989). Os resultados atras
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referidos levaram Geenen et al. a proporem a existéncia de um conjunto de interacgdes
reciprocas entre o timo e o sistema neuroendocrino (Geenen et al., 1989).

Li et al. (1990) observaram que o timo pode influenciar o metabolismo hepatico
através do sistema neuroendocrino. Os autores, utilizando como modelo ratos machos
Wistar adultos timectomizados, observaram que o conteido em citocromo P450
microssomal hepatico e a actividade aminopirina N-desmetilase diminuia quatro, seis e
01to meses apos a timectomia, sendo observada maior variagdo nos machos.

Considerando o dimorfismo sexual da resposta a timectomia, os autores
suspeitaram que as hormonas sexuais podiam actuar como mediadoras entre o timo € o
figado. Na segunda parte do estudo, procuraram avaliar os efeitos das hormonas sexuais
nas fungdes do figado e observaram que as hormonas LHRH e LH plasmaticas
declinavam dois a trés meses apds a timectomia dos ratos machos. No entanto, o
decréscimo da testosterona plasmatica s6 ocorreu quatro, seis € oito meses apos a
ablagdo do timo. A reposi¢do do contetdo em citocromo P450 e da actividade
aminopirina N-desmetilase foram alcanc;adas com a administragio subcutdnea do
androgénio propionato de testosterona (Li et al., 1990). Nas fémeas, a LHRH ¢ o
estradiol plasmatico também diminuiram, mas seis meses apos a timectomia. A
administrag@o do estrogénio benzoato de estradiol inverteu a variagdo observada.

Numa terceira fase do estudo, Li ef al. observaram que o conteido em
citocromos P450 e a actividade aminopirina N-desmetilase eram inferiores em ratos
castrados, ocorrendo um efeito superior nos machos (Li ez al., 1993). O tratamento dos
ratos machos castrados com proprionato de testosterona restaurou a actividade
enzimatica para os niveis normais, enquanto que a administragdo de benzoato de

estradiol as fémeas castradas ndo produziu efeitos significativos.

92



Em resumo, Li er al (1993) admitiram a existéncia de uma nova via
neuroendocrina na qual o timo desempenhara um papel importante na manuten¢do dos
sistemas enzimaticos hepaticos de biotransforma¢io de xenobidticos que depende de
uma séric de interacgdes ao nivel do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, como se

representa na figura 1.8.
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Fig.1.8 Via neuroendécrina timo-figado (adaptado de Li et al., 1993)
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1.7.Influéncia da idade na biotransformacio de xenobioticos e

de esteroides endogenos

Ao longo da vida, os animais, apresentam alteragdes metabolicas que se traduzem
muitas vezes, por perfis de expressao diferentes dos varios sistemas enzimaticos ligados
a biotransformag@o de xenobidticos e de compostos endégenos que, por si s, podem
explicar a diferenca de sensibilidade a varios toxicos observada ao longo do
desenvolvimento (Finnen e Hassal, 1980, Pelkonen, 1985, Kamataki et al., 1985,
Anderson et al., 1989,Juchau ef al., 1989, 1992, Fujita ef al., 1990, Imaoka, S., 1991,
Raucy e Carpenter, 1993, Miller, 1994, Miller, 1996).

Nesta seccgdo iremos descrever de forma sucinta alguns trabalhos onde os autores
procuraram avaliar a influéncia da idade’ sobre os sistemas que participam na
biotransformagdo de xenobidticos e esterdides enddgenos

Rikans (1989), num estudo realizado com ratos fémeas Fischer 344, com idade
compreendida entre os 4 e os 25 meses, observou que a concentragio total de
citocromos P450 e a actividlade NADPH (P450) redutase microssomais do figado
diminuiam significativamente com a idade, mas a uma taxa inferior & observada por
Schmucker e Wang (1980) em trabalhos semelhantes realizados com ratos machos
Fischer 344. As actividades enzimaticas anilina hidroxilase, benzanfetamina N-
desmetilase e nitroanisolo O-desmetilase também diminuiram com a idade, apresentando
um perfil idéntico para qualquer dos substratos utilizados.

Fujita ef al. (1990), ao pretenderem avaliar a influéncia da idade na resposta ao
diazepan pelo sistema citocromo P450 de ratos machos e fémeas Fischer 344 com idades

compreendidas entre os 3 e os 30 meses de idade, observaram que, nos machos, as
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actividades 3-hidroxilase e N-desmetilase do diazepan decresciam gradualmente com a
idade até que se tornarem idénticas as das fémeas durante a senescéncia.

As reacgOes de hidroxilag@o da testosterona pela fracgdo microssomal hepatica
estdo bem caracterizadas e, como tal, torna-se facil o reconhecimento da participagdo de
citocromos P450 especificos na formagéo dos seus diferentes derivados metabolicos
isoméricos. Por exemplo, a 7a-hidroxilagio da téstosterona ¢ quase exclusivamente
catalisada pelos CYP2A1 (Levin et al., 1987), enquanto que a actividade 6B-hidroxilase
¢ mediada pelos CYP3A, as actividades 2ca- e 16a- hidroxilase pelo CYP2C11
(Guengerich, 1986, Gonzalez et al., 1986, Waxman, 1988 Murray e Horsfield, 1990) e
os CYP2B1, com actividades cataliticas muito baixas em ratos nio submetidos a
tratamento com indutores, participam na hidroxilagdo da testosterona nas posi¢des 16a e
16 (Guengerich, 1986).

Zangar et al. ( 1995) observaram que o tratamento neonatal de ratos machos
Wistar com dietilestilbestrol ou com fenobarbital diminuia os niveis de proteina cinase
Ca e alterava o metabolismo da testosterona dos animais na idade adulta.

No entanto, os efeitos produzidos pelos dois compostos ndo eram sobreponiveis,
pois o fenobarbital provocou um aumento para mais do dobro de quase todas as
actividades hidroxilase da testosterona e o dietilestilbestrol inibiu as formas
isoenzimaticas CYP2C11 e CYP3A especificas dos machos, induzindo a forma
predominantemente feminina CYP2A1.

Varios autores tém considerado que as alteracdes observadas nas actividades
enzimaticas do sistema citocromo P450 hepatico dependiam do nivel de testosterona

circulante (Finnen e Hassal, 1980, Shimada 1987). Contudo, Zangar et al. (1995) s6
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observaram uma diminui¢do do conteido sérico em testosterona nos ratos tratados com
dietilestilbestrol.

Resultados semelhantes ja tinham sido obtidos por Dierenger et al. (1980) com
ratos tratados no periodo neonatal com dietilestilbestrol ou com proprionato de
testosterona, mas nos quais também se observaram apenas alteragcdes dos niveis de
testosterona dos animais adultos tratados, no periodo neonatal, com dietilestilbestrol.
Este tipo de resposta leva a supor que outros factores para além da testosterona
circulante podem regular o metabolismo da testosterona mediado pelos citocromos P450
hepaticos.

A regulagdo da expressio da familia CYP34 tem sido estudada em ratos e
humanos mas o seu mecanismo permanece pouco claro. A sequéncia primaria dos
CYP3A1l e CYP3A2, os dois membros melhor caracterizados desta familia, apresenta
uma homologia sequéncial de aproximadamente 89% (Gonzalez ef al, 1986).

No entanto, o CYP 341 apresenta um nivel baixo de expressio em ratos Wistar
que ndo tenham sido submetidos a tratamento com indutores (Gonzalez et al, 1986;
Ribeiro e Lechner, 1992) e o CYP3A42 expressa-se no figado logo apds o nascimento,
mas a sua expressdo deixa de ocorrer quando as fémeas atigem a maturidade sexual
(Waxman ef al., 1985 Shimada et al., 1989, Ribeiro e Lechener, 1992).

Em ratos machos Dark Agouti a evolugdo, com a idade, da concentragdo e das
actividades enzimaticas dos citocromo P450 que participam no metabolismo da
testosterona € diferente da que foi observada em ratos machos Fischer 344 e Wistar.
Maeda et al. (1997) observaram que apos a puberdade ocorria um pequeno decréscimo
da concentracdo e das actividades enzimaticas do CYP3A em ratos fémeas Dark Agouti

mas nos machos, pelo contrario, aumentava.
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Além disso, os machos adultos Dark Agouti, comparativamente com os ratos
Wistar, possuem uma capacidade metabolica superior para a hidroxilagdo da testosterona
na posi¢do 64, a qual aumenta com a idade. Shimada er al. (1995) sugeriram a
possibilidade de existir um factor independente dos androgéneos e da hormona de
crescimento que controla a ontogenia destes citocromo P450 hepaticos.

Como os ratos Dark Agouti nio expressam o CYP2D1, o aumento do conteido
em CYP3A pode ser justificado pela existéncia de um substrato comum metabolizado
pelos dois isoenzimas que ndo podendo ser metabolizado pelos CYP2D ¢,
alternativamente, metabolizado pelos CYP3A (Liu ez al., 1995).

Maeda et al. (1997) propuseram ainda que a regulagdo da expressio do CYP34
em ratos machos Dark Agouti podera ocorrer ao nivel da transcrigdo e da tradugio, uma
vez que a quantidade de mRNA quantificada nos ensaios n3o se reflecte totalmente na
quantidade de proteina expressa nem na actividade enzimatica determinada.

Um estudo realizado por Masuda e Nukuzuma (1995) para avaliar a influéncia da
idade na activagdo e/ou na inactivagdo de compostos mutagénicos especificos, como o
fenobarbital, a furilfuramida e o 2-nitrofluoreno, pelo figado de ratos machos Fischer 344
e de ratos machos e fémeas Wistar, mostrou que as actividades enzimaticas dos sistemas
de biotransformag@o de xenobidticos que participam na sua metabolizagdo apresentavam
dimorfismo sexual e dependiam da idade do animal.

Os ensaios foram realizados de acordo com o método de Ames et al (1975)
ligeiramente alterado, utilizando pré-incubagio de culturas de Salmonella typhymurium
TA 98 com fracgdes pos-mitocondriais obtidas a partir do figado de ratos Ficher 344,

com trés, seis, doze e vinte e quatro meses de idade e de ratos machos e fémeas Wistar
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com sete semanas de idade, seguido de incubagdo com um sistema gerador de NADPH e
os cofactores das actividades UDP-glucuronosil transferase e glutationo S-transferase.

Os resultados obtidos sugeriram, ainda, que a eliminagdo de compostos que
envolvam a activag@o pelo CYP2C11 e a inactivagdo por reac¢bes de conjugagdo, como
acontece com o fenobarbital, diminui com a idade do animal, assim como a eliminagio de
compostos como o 2-nitrofluoreno cuja inactivagio seja exclusivamente mediada pelo
sistema citocromo P450. |

Contudo, a eliminagdo de compostos com ac¢do mutagénica directa que ndo
sejam biotransformados pela frac¢do pos-mitocondrial, como acontece com a
furilfuramida, ndo variou em qualquer das idades estudadas (Masuda ef al., 1995).

Weinander ef al. (1996) observaram que o perfil de distribui¢do dos enzimas
glutationo S-transferase da frac¢do microssomal do figado de ratos machos Wistar,
determinado por técnicas imunoquimicas, aumentava acentuadamente desde o periodo
neo-natal até aos 50 dias de idade, onde atinge um maximo, e decrescia suavemente até
aos 100 dias, idade a partir da qual tendia para um patamar, com valores
aproximadamente constantes até, pelos menos, aos 600 dias de vida.

Os estudos realizados para avaliar a influéncia da idade nos sistemas de
biotransformag@o de xenobidticos e de compostos endogenos sdo raros e abrangem
usualmente o periodo embriondrio e neonatal, ou menos frequentemente a senescéncia
animal. Poucas s3o, de facto, as publicagdes dedicadas a puberdade, fase do
desenvolvimento onde ocorrem profundas alteragées metabolicas, pelo que nos parece
constituir um periodo da vida animal adequado para avaliarmos a forma como reagem,
aos xenobiodticos, os constituintes dos sistemas de biotransformag¢do de compostos

exogenos e de esterdides endogenos, eleitos para este estudo.
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1.8. O Isoproturdo como xenobiotico

1.8.1. Introdugio

A utilizag8o dos alimentos, as picadas de insectos e de alguns répteis, o emprego
de plantas com finalidades medicinais ou a inalagdo de gases toxicos libertados pela
actividade vulcanica fez com que o homem desde a pré-histéria contactasse com
moléculas potencialmente toxicas (Decker, 1987, Manahan, 1990).

A historia revela-nos que Hippocrates ja chamava a atengio dos seus seguidores
para os efeitos adversos de venatrum album e que a utilizagdo de contentores em
chumbo para o vinho poderia ter sido a principal causa de envenenameto por este metal
no Imperio Romano. Embora os primeiros problemas sérios de contaminagio ambiental
na Europa comecassem a surgir no século XVII devido ao o arrastamento de elevadas
quantidades de residuos das exploragbes mineiras e progredisse durante o século XVIII
com a produgdo de corantes e outros produtos quimicos organicos em paralelo com o
desenvolvimento da industria do carvdo (Manahan, 1990), s6 no século XX e, em
particular, depois da segunda Guerra Mundial, a quantidade de desperdicios quimicos
aumentou exponencialmente devido ao desenvolvimento das industrias do ago, do
chumbo, das baterias, do petroleo, do aluminio, dos medicamentos, da cosmética e da
agricultura intensiva. Para além disso, foi durante este século que surgiram novos
subprodutos manufacturados, como solventes clorados, fitofarmacos, polimeros
plasticos, tintas e conservantes da madeira, corantes e conservantes alimentares, entre
outros, que diversificaram o tipo e acentuaram a quantidade de novos compostos com
circulagdo ambiental (Manahan, 1990, Lu, 1991). Na década de 60, a polui¢do
atmosférica e das aguas nos paises industrializados tornou-se, de facto, um problema
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grave e de dificil resolu¢do. O livro de Rachel Carson “Primavera silénciosa”, publicado
em 1962, previa j4 que os danos ambientais provocados pelo uso indiscriminado de

herbicidas e outros fitofarmacos poderia constituir uma ameaga para a saide humana.

1.8.2. Alguns aspectos sobre herbicidas

O controlo das infestantes constitui um problema do homem desde os primeiros
tempos da agricultura. Os métodos pouco eficientes para a eliminagdo das ervas daninhas
da era pré-revolugéo agricola foram substituidos pelo conceito de rotagdo de culturas e
uso de medidas profilaticas dentro de limites adequados (Kirkood, 1987, Kortenhoff,
1993). Apesar da mecanizag¢do da agricuitura ter dotado o ser humano de capacidade
para reduzir a competigio entre as culturas e as suas infestantes, o poder para as
controlar em situagdes de cultura ou de ndo cultura so6 foi alcangado pela primeira vez na
historia com a descoberta de novos herbicidas organicos. E sempre bom recordar que tal
facto resultou da obtensio de novas moléculas com propriedades herbicidas
especialmente talhadas para inibir reacgdes enzimaticas espeéiﬁcas (Kirkood, 1987,
Kortenhoff, 1993, Kirby, 1994).

Apesar de a utilizacdo dos herbicidas na agricultura estar hoje bem consolidada,
os estudos sobre o impacte ambiental deste tipo moléculas e a procura de vias
alternativas tem aumentado nos ultimos anos, devido a problemas de contaminagdo
ambiental e aos consequentes efeitos colaterais sobre a saiide humana que, muitas vezes,
lhes sdo imputados (Naber, H., 1993).

A ingestdo de herbicidas através dos alimentos ou de agua “potavel” contaminada

constitui, de facto, uma fonte actual de inquietacdo em saude publica.
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Se excluirmos a libertagdo acidental de quantidades elevadas de herbicidas,
podemos considerar residuais os seus niveis de circulagio ambiental. No entanto, esses
valores podem tornar-se muito elevados se o composto em questdo for persistente e/ou
tiver tendéncia para a bioacumulag@o ao longo da cadeia alimentar podendo, tornar-se
num sério problema de polui¢do (Lu, 1991).

Existem varias familias de herbicidas cuja toxicidade para os animais e em
particular para os mamiferos esta mal definida, particularmente ao nivel molecular.

Os herbicidas clorofenoxiacéticos, como o acido 2,4,5-triclorofenoxiacético,
actuam como hormonas de crescimento das plantas e a sua toxicidade para os animais €
considerada por esse motivo relativamente fraca. No entanto, os herbicidas bipiridinicos
paraquato e diquato sdo altamente toxicos devido a sua capacidade para gerar radicais
livres. A toxicidade do paraquato € caracterizada por efeitos pulmonares, ndo somente

apos exposigdo por via pulmonar mas também por via oral (Lu, 1991).

1.8.2.1. Fenilureias

Os herbicidas derivados da ureia actuam ao nivel do solo com um intervalo de
selectividade especifica muito amplo. Atacam preferencialmente as plantas jovens apos
absorcio radicalar, produzindo amarelecimento foliar seguido de necrose progressiva e
inbig¢do do crescimento (Bucha e Todd, 1951, Villarias, 1981). Em geral, utilizam-se
doses mais elevadas para o controlo total de areas ndo cultivadas e doses mais baixas
para o controlo em pré-emergéncia de varias culturas.

A degradagdo deste tipo de herbicidas por micorganismos do solo pode envolver
a N-desmetilagdo (Mudd, ef al., 1983), N-desmetoxilagio (Voss e Geissbuhler, 1966,

Schuphan e Ebing, 1975, Nashed e Ilnicki, 1970), hidroxilagio do anel benzénico (Fear e
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Swanson, 1972, Jordan et al, 1975a,b), oxidagdo dos substituintes do anel e formagdo de
anilina. (Geissbuhler et al/, 1975, Ashton e Crafts, 1981, Maier-Bode e Hartel, 1981).

A N-desmetilagio parece ser uma via importante do metabolismo que leva a uma
diminui¢@o da sua fitotoxicidade podendo em alguns casos optimizar-se a selectividade
com taxas diferenciais de desmetilagio (Geissbuhler ez al, 1970, Voss and Geissbhuler,
1966, Rogers e Funderburk, 1968a, b, Rubin and Eshel, 1971, Lee and Fang, 1973, Lee
and Ishizuka, 1976).

A acgdo primaria destes herbicidas parece exercer-se ao nivel da fotossintese com
o bloqueamento do sistema de transporte de electrdes e consequente inibigdo da
formagdo de ATP ¢ NADPH (Geissbhuler ef al., 1975, Moreland and Hilton, 1976,
Izawa, 1977, Ashton e Crafts, 1981, Fletcher e Kirkwood, 1982).

De um modo geral sdo considerados seguros para o homem, embora em alguns
casos recomendem a ndo contaminagdo das aguas com o produto € os considerem

perigosos para os peixes (Nunes, 1994, Reis, 1997).

1.8.2.2. Isoproturio

O isoproturdo € uma fenilureia com propriedades herbicidas cuja estrutura

quimica ¢ apresentada na figura 1.9.

\ ——@—NH——(:—N\
CHj

Fig. 1.9 Isoproturdo: 3-(4-isopropil) fenil-1,1-dimetilureia

Este composto € utilizado no controlo de gramineas e infestantes de folha larga

podendo ser aplicado em pré- e pds- emergéncia nas culturas de cereais de Qutono-
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Inverno como a de cevada e a do trigo mole (Orlando et al., 1994, Mudd et al., 1983;
Perez et al., 1991, Machado, 1992, Reis, 1997).

Este derivado da ureia é um herbicida residual de absorgio radicalar que ¢ eficaz
quando aplicado antes da germinagdo das infestantes ou antes que estas possuam quatro
folhas verdadeiras (Villarias, 1981).

A sua fitoacgdo herbicida principal consiste na inibigdo da reacgio de Hill
impedindo a fixa¢@o do CO; e a formagdo de glicidos.

A sua degradacdo ambiental decorre pela acgio de bactérias e fungos do solo que
sdo capazes de decompd-lo em monometilisoproturio e utiliza-lo como fonte de
carbono (Mudd, 1983).

A solubilidade do isoproturdo em agua ¢ de 70 ppm, a 20 ° C, e a sua persisténcia
no solo € de 2 a 4 meses (Villarias, 1981).

Varios estudos tem identificado e quantificado fenilureias em amostras de aguas
superficiais (Johnson, 1995) e subterrdneas (Mathys, 1994) em diferentes estagdes do
ano. Na Europa e nos Estados Unidos, a concentragdo mais elevada de isoprotutrdo tem

sido detectada no fluxo de Inverno de aguas superficiais (Dupas, 1995).

1.8.2.3. Efeitos provocados pelo isoproturdo em mamiferos

Embora este herbicida seja amplamente utilizado na agricultura, a informagdo que
existe sobre os efeitos metabolicos que pode provocar em mamiferos é escassa. Os
poucos estudos realizados com o composto foram obtidos com doses superiores as
detectadas no ambiente.

Em 1990, Dikshith er al., num estudo efectuado com ratos machos e fémeas,

observaram efeitos toxicos do isoproturdo apos aplicagdo dérmica de doses que variaram
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entre 250 e 1000 mg/Kg/dia evidenciados pela elevada mortalidade animal e por
alteragbes enzimaticas e .hematolégicas do soro. Os autores deste trabalho ndo
conseguiram, no entanto, detectar uma relagio dose-resposta porque as alteragdes
enzimaticas e hematologicas observadas eram idénticas com qualquer das 3 doses
aplicadas (250, 500 e 1000mg/Kg/dia).

Em 1990, Behera et al. observaram aberragbes cromossomais em células
germinais de murganhos provocadas pela administragdo do isoproturdo em doses diarias
que variaram entre 100-200 mg/Kg/dia, durante 5 dias.

Estudos realizados com murganhos para avaliar efeitos fetotoxicos e
teratogénicos produzidos pelo isoproturdo com doses que variaram desde 45 até 900
mg/Kg/dia, demonstraram que, a partir da dose 180mg/kg/dia, ocorriam rupturas dos
cromatideos fetais e que, a partir da dose 400mg/Kg/dia, ocorria uma diminui¢do do
peso fetal e atraso no crescimento. No entanto, ndo foram detectadas alteragdes nas
visceras nem mal-formagdes do esqueleto do feto (Sarkar ef al., 1993, Srivastava et al.,

1995).
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2. O problema e os objectivos






Os seres vivos contactam esporadica ou continuamente com um grande e variado’
conjunto de novas moléculas de circulagio ambiental, como por exemplo os herbicidas,
que podem constituir factores pertubadores do seu desenvolvimento. Esse tipo de
compostos vulgarmente designados por xenobioticos podem, por exemplo ser absorvidos
através do tracto gastrointestinal e ser excretados pela urina, bilis, ou fezes. Embora em
alguns casos a sua excre¢do possa ocorrer sem que sofram qualquer modificagdo
quimica, o mais vulgar € ocorrerem interac¢des entre estes produtos € 0s seres vivos.

Na maior parte das vezes, os seres vivos actuam sobre os xenobidticos
produzindo a sua biotransformagdo. No entanto, estes ou produtos da sua
biotransformagédo produzem quase sempre um efeito toxicodindmico sobre os seres vivos
que, a médio ou longo prazo, se pode manifestar a diferentes niveis da organizagio e
funcionamento do organismo (Jeffrey, 1991, Cooon et al., 1992, Guengerich, 1992,
1993, Meyer, 1996).

A biotransformagido de um xenobidtico é um processo integrado e, por vezes,
complexo, sendo o destino metabolico de um composto em particular condicionado por
factores como as suas propriedades fisico-quimicas, a dose de exposi¢do, a via da sua
penetragdo no organismo vivo, ou por processos fisiologicos naturais como a acgdo
hormonal (Igarashi, 1984, Leader, 1991, Sipes e Gandolfi, 1991, Zarida, 1993).

Em mamiferos, a primeira fase de biotransformagdo de um xenobiotico pode,
como ja referimos na secgdo 1.3 do capitulo 1, dar-se ao nivel do reticulo endoplasmico
onde esta localizado o denominado sistema citocromo P450, uma cadeia de transporte de
electrdes, que envolve o coenzima NADPH, uma flavoproteina e diferentes formas
isomorficas de citocromos P450, grupo de moléculas extremamente reactivas que na

maior parte dos casos reconhecem de forma inespecifica diversos substratos. A
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regulacdo deste sistema da-se ao nivel do genoma (Schuetz, 1984, Fuji-Kuriyama, 1992).
e ¢ fortemente influenciado pela ac¢do hormonal (Finnen, 1980, Kato, 1986, Rikans,
1989, Skett, 1990, Zarida, 1993), manifestando-se em alguns caso um dimorfismo sexual
da resposta a xenobiéticos (Kato, 1980, Dannan, 1986, Fujita, 1990, Legraverend,
1992).

Por outro lado, os enzimas glutationo S-transferase, um grupo de isoenzimas
localizado no citoplasma celular e no reticulo endoplasmico do figado (Anyia, 1993,
Nihoff, 1993, Gebhart, 1994), rim (Olivier, 1990, Sadzuka, 1994) e testiculos (DiBiasio,
1991) e timo (Jeffrey, 1991) dos mamiferos, também podem, com ja foi referido na
seccdo 1.4 do capitulo 1, participar na conjuga¢do directa de um determinado
xenobidtico com o glutationo (GSH) ou ainda na conjugagio de derivados metabodlicos
produzidos pelo sistema citocromo P450, levando em qualquer dos casos a sua
elimina¢do sob a forma de mercapturatos (Sipes, 1991). Este processo podera muitas
vezes ser assistido pelos enzimas glutationo redutase que mantém o nivel intracelular de
GSH necessario para as reacgdes de conjugacao.

Tendo em conta a elevada complexidade assim como as diferengas existentes
entre as vias de biotransformag¢io de um determinado xenobidtico, € possivel que
pequenos desvios metabolicos relacionados, por exemplo, com a dose ou o estagio do
desenvolvimento do ser vivo possam desencadear danos quimicos com importincia
elevada do ponto de vista toxicologico.

Uma das consequéncias toxicologicas dos xenobidticos sdo os seus efeitos
deletérios sobre os proprios sistemas que participam na sua metaboliza¢do. Por um lado,
estes efeitos podem traduzir-se na alteragdo da capacidade de metabolizagio de outros

xenobidticos, com importantes implicagdes sob o ponto de vista da toxicidade das
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misturas. Por outro lado, podem manifestar-se com alteragdes de processos endogenos
nos quais estes mesmos sistemas participam, como sejam o metabolismo da testosterona
e/ou do glutationo, podendo traduzir-se em perturbagdes do funcionamento normal dos
organismos, cujas implicagdes no desenvolvimento animal nem sempre estdo esclarecidas
(Kyle e Farber, 1991, Woodhause e Wyne, 1992, Smith et al, 1996).

Embora os sistemas enzimaticos que participam na biotransformagio de
xenobidticos estejam maioritariamente localizados no figado (Murray, 1991, Weber e al,
1993, Ohmorn ef al., 1993. Mulders, 1993, Kassahun et al, 1994, Bondy ef al., 1994),
estes sistemas também estdo expressos noutros orgdos como os rins (Reinaers et al.,
1990), testiculos e timo (Li ef al, 1992) e, para além de serem capazes de desempenhar
um papel, nem sempre claro, na desintoxicagdo de xenobioticos, participam noutros
processos metabolicos importantes ao nivel de cada orgdo como o metabolismo da
testosterona mediado pelo sistema citocromo P450 (Jeffrey, 1991, Sipes e Gandolfi,
1991). Assim, a pesquisa de alteragdes metabolicas induzidas por xenobidticos em
tecidos extra-hepaticos tem aumentado e tem-se tornado cada vez mais importante, uma
vez que alguns desses orgdos como o timo e os testiculos sofrem profundas altera¢des
morfologicas, fisilogicas e metabolicas com a idade que poderdo condicionar a resposta
dos diferentes tipos de interacgdes com um determinado xenobiotico.

No entanto, os estudos que procuram avaliar a resposta aos xenobidticos nos
mamiferos sdo habitualmente dirigidos para um momento definido do desenvolvimento
animal e procuram avaliar efeitos carcinogénicos e teratogénicos exercidos por um
determinado composto (Prochaska, 1994, Flatgaard, 1993, Nijhof, 1994). Tal facto tem

contribuido para que sejam ainda pouco conhecidos os efeitos sobre a evolugdo do
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proprio sistema de metabolizagdo de xenobidticos, ao longo do desenvolvimento, em
situagdes de exposi¢do prolongada a compostos exogenos.

Apesar de termos consciéncia de que ndo serdo expectaveis respostas simplistas
na interpretacdo da influéncia da idade e de factores ambientais nos sitemas de
biotransformacédo de xenobioticos, € de uma forma mais geral no desenvolvimento animal
(McClearn, 1997), supomos que sera extremamente importante conhecer melhor como o
factor idade, condicionado pelo patrimonio hereditirio, ¢ o contacto com os
xenobidticos de circulagio ambiental poderdo influenciar os sistemas de
biotransformag¢do de compostos exdgenos e endogenos no maior nimero possivel de
tecidos animais, tendo em vista uma melhor compreensdo dos processos adaptativos dos
animais a ambientes quimicamente hostis.

Foi na expectativa de contribuir com alguns elementos novos para o
esclarecimento destas questdes que concebemos e realizamos este trabalho.

Reconhecemos que se trata de uma questio complexa, com muitas variaveis em
jogo. Por esse motivo, elegemos apenas algumas cujo estudo consideramos prioritario e
possivel de realizar na fase actual dos conhecimentos e com as condi¢des de trabalho de
que dispunhamos.

Embora os resultados obtidos com roedores ndo possam ser directamente
transportados para o Homem, esperamos que os conhecimentos adquiridos com este
trabalho também possam de algum modo contribuir, para perceber as relagdes entre
orgdos ¢ aumentar a nossa capacidade para identificar factores de risco associados a
idade e ao uso de novas substincias no ambiente que permitam, no futuro, tragar

estratégias de prevengdo que os minimizem.
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Tendo em conta o que foi referido anteriormente, podemos dizer de uma forma
sucinta, que este trabalho, realizado no ambito das areas cientificas da Bioquimica do
Crescimento e Desenvolvimento Animais e da Toxicologia Bioquimica teve como
principais objectivos avaliar a evolug@o dos padrdes de actividade do sistema citocromo
P450 e dos enzimas glutationo S-transferase e glutationo redutase de figado rins,
testiculos e timo de ratos machos Wistar, em duas fases distintas do desenvolvimento,
puberdade e adulto jovem, assim como a sua capacidade de resposta face a pequenas
doses de xenobioticos administradas diariamente durante um curto periodo de tempo (1
semana), utilizando o isoproturdo como substancia problema, por este ser um herbicida
muito utilizado na agricultura portuguesa.

A escolha das fases do desenvolvimento avaliados neste estudo prende-se com o
facto de ndo encontrarmos na literatura referéncia a estudos sistematicos sobre o
comportamento destes sistemas ao longo da fase crucial do desenvolvimento animal que
decorre desde a fase precoce da puberdade até a idade adulta, periodo da vida animal em
que ocorrem alteragdes metabolicas determinantes para o .seu desenvolvimento
condicionadas pelo eixo hipotalamo-hipofise-gonadas-timo (Grossman,1985, MacGeogh,
1985, Li, 1993, Park, 1994).

Finalmente esperamos, de algum modo, contribuir para a acumulagio empirica
de resultados que com o tempo certamente permitirio a deduzir modelos ou teorias que
contibuam para uma melhor interpretagio do fenomeno desenvolvimento (Yates, ef al.,

1972, McClearn, 1997).
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3.Metodologia






3.1.Estratégia

A concretiza¢do dos objectivos tragados para este trabalho obedeceu ao plano

que passamos a descrever:

e Modelo animal - ratos machos Wistar.

e Fornecedor - biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia, em Oeiras.

e Idade da aquisi¢io - apos o desmame, ou seja, as 4 semanas de idade.

¢ Estagios do desenvolvimento em estudo

- puberdade, 6-7 semanas e

- adulto jovem, 11-12 semanas de idade.

e Agrupamento dos animais - quatro grupos de cinco animais por idade.

e Tratamento

grupo I - controlo, injectados com o6leo de amendoim, o veiculo.
grupo II - problema I, injectados com isoproturdo na dose de 1mg/Kg de animal.
grupo III - problema II, injectados com isoproturdo na dose de 3mg/Kg de animal.

grupo IV - problema 111, injectados com isoproturdo na dose 9 mg/Kg de animal.

e Esquema de administracdo - injecgdo intraperitoneal, de 12 em 12 h, durante 6 dias.

e Método de eutanasia - decapitagio por guilhotina
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e Composto em estudo

- nome vulgar: isoproturdo

- nome sistematico: 3 - (4 -isopropil) fenil -1, 1 - dimetilureia.

- utilizagdo: principio activo de herbicidas utilizados nas culturas de cereais de
Outono-Inverno, como a da cevada e a do trigo mole (Perez et al., 1991, Or-
lando et al., 1994, Reis, 1997).

- DLso: 3650 mg/Kg (Budavari ez al. ,1996).

- solubilidade em 4gua: 70 mg/dm’® (Budavari et al., 1996).

¢ Resultados obtidos in vive

- peso dos alimentos ingeridos
- peso das fezes produzidas
- volume de agua ingerida

- volume de urina produzida.

e Resultados obtidos apos o sacrificio - peso do corpo e peso dos orgédos em estudo,con-

centragdo e actividades enzimaticas de constituintes das fracgdes celulares em estudo .

e Orgdos seleccionados

- figado
- rins
- testiculos

- timo

¢ Fraccdes subcelulares seleccionadas

- microssomal
- citosol.
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e Doseamentos efectuados

- na frac¢do microssomal: proteina total, citocromo P450, citocromo b5 ¢ hemo,
por espectrofotometria UV/Vis.

- no citosol: proteina total, por espectrofotometria UV/Vis.

¢ Actividades enzimaticas determinadas

- na frac¢do microssomal - NADPH (P450) redutase, etilmorfina N-desmetilase,
glutationo S-transferase, por espectrofotometria UV/Vis, etoxicumarina O-des-
etilase, etoxirresorufina O-desetilase, por espectrofluorimetria € 65-,16a-, 115
e 2a-testosterona hidroxilase, por HPLC-UV/Vis.

- no citosol - glutationo S-transferase e glutationo redutase, por espectrofotome-

tria UV/Vis.

¢ Analise estatistica dos resultados

Analise de varidncia simples, vulgarmente conhecida por ANOVA I e o teste de
significincia de Duncan para os resultados obtidos com o animal vivo, assim como para
o peso do corpo, peso dos orgdos, concentragio e actividades enzimaticas de

constituintes do figado.

e Desenvolvimento do trabatho

O desenvolvimento do trabalho decorreu como esta representado no organigrama
apresentado na secgd@o 3.2., seguindo-se o procedimento experimental descrito na sec¢do
3.3. e a analise estatistica dos resultados como descrita na sec¢io 3.4.
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3.2 Organigrama do trabalho
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3.3.Procedimento experimental

3.3.1.Animais

3.3.1.1.Preparagdo dos animais

Os animais, ratos machos Wistar, foram adquiridos com 4 semanas de vida ao
biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia, em Oeiras, e transportados até Evora de
comboio.

As experi€ncias tiveram o seu inicio pelo menos uma semana depois da chegada
dos animais, um periodo de tempo superior ao descrito por Kore ef al. (1993) e Maeda
et al. (1997) para minimizar os efeitos produzidos pela viagem e garantir a habituagio as
condigdes do biotério do laboratorio de Bioquimica da Universidade de Evora.

Os animais foram mantidos durante os ensaios numa sala com a temperatura
controlada a 22 + 2 ° C (Kore ef al., 1993, Bartholomaeus ef al., 1994, Carrillo et al.,
1995, Jung e Henke, 1996, Agrawal e Shapiro, 1997), a humidade mantida a 55 + 5%
(Sadzuka et al., 1994, Jung e Henke, 1996) e sob um ciclo diario de 12 hdeluz-12h
de escuriddo (Kore ef al., 1993, Bartholomaeus et al., Carrillo et al., 1995, Agrawal e
Shapiro, 1997, Maeda et al., 1997).

Constituimos quatro grupos de cinco ratos para cada uma das idades
seleccionadas. Um dos grupos foi escolhido como controlo e os outros trés foram
sujeitos a administragdo do isoproturdo em diferentes concentragdes.

Os animais foram colocados em gaiolas de metabolismo individuais 48 h antes da

primeira injec¢do e ai mantidos durante os dias da experiéncia, tendo em vista o controlo
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da quantidade de comida e o volume de agua ingerida, assim como a quantidade de fezes
e o volume de urina produzidos.

Os animais foram mantidos com agua ad libitum (Finnen et al., 1980, Kore et al.,
1993, Dannenberg et al., 1993, Sadzuka er al., 1994) cuja composi¢do descrita no

boletim n® 28/H/96 do Instituto Geoldgico e Mineiro, apresentava as caracteristicas

quimicas que constam no quadro 3.1.

Quadro 3.1. Composigio da agua ingerida pelos ratos

anido concentracdo (mgcm'3) catido concentragdo (mgcm'3)
Cr 8,810,3 Na" 6,310,4
HCO* 8,840,8 Mg 1,340,2
SO~ 1,610,2 Ca* 1,240,4
NO* 1,940,2
composto | concentracio (mgcm'3)
SiO, 13,140,6
| pH | 5,940,3

Os animais foram alimentados ad libitum (Finnen et al., 1980, Kore et al., 1993,
Dannenberg ef al., 1993, Sadzuka et al., 1994) com dieta granulada da LETICA Ref':

IPM-R20 que possuia composi¢do que consta no quadro 3.2, segundo os laboratérios

do fabricante.

Quadro 3.2. Composi¢io da ragdo ingerida pelos ratos

agua (%) 9,00
proteina bruta (%) 17.00
lisina (%) 0,07
metionina ecistina (%) 0,50
lipidos totais (%) 3,00
fibra bruta (%) 5,00
cinza total (%) 5,00
clcio (%) 0,80
fosforo () 0,65
cloretos (%) 0.60
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Os animais foram mantidos em jejum durante as 18 h que antecederam o
sacrificio o qual ocorreu sempre, entre as 8:00 h e as 9:00 h da manh3, apés a pesagem
prévia dos animais. A morte foi provocada por decapitagdo com guilhotina e sem recurso

a quaisquer anestésicos.

3.3.1.2 Recolha e determinagdo do peso hiimino dos orgios

Apds o sacrificio, procedemos a exanguinagio dos animais, a4 abertura das
cavidades toraxica, abdominal e do escroto e a recolha do timo, figado, rins ¢ testiculos,
os quais foram colocados de imediato em meio de homogeneizag¢do, KCl 0,154 M em
tampédo Tris-HCl 50 mM pH (7,4) a4 °C.

O peso dos orgdos foi registado apos a sua lavagem, remogdo do tecido adiposo

periférico e secagem em papel de filtro Whatman n° 1.

3.3.2.Fraccionamento celular dos tecidos

3.3.2.1 Preparagdo dos homogeneizados

Os homogeneizados do tecido hepatico foram preparados utilizando amostras de
figado de cada rato com um peso aproximado de 3,0 g. Os homogeneizados dos rins,
testiculos e timo, devido a pequena dimensio dos orgdos, foram preparados a partir de
“pools” com aproximadamente 6,0 g, no caso dos rins e testiculos, e 2,0 g, no caso do
timo, de amostras dos respectivos tecidos recolhidas nos 5 ratos de cada grupo e que,

nos animais com 7 semanas, correspondia 8 massa total do tecido disponivel em cada

grupo.
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As amostras foram transferidas para o copo do homogeneizador, mantido
também a 4°C, e homogeneizadas com 9,0 cm’, no caso do figado e rins, e 6,0 cm’, no
caso dos testiculos e do timo, de meio de homogeneizagio KCl 0, 154 M em tampdo
Tris-HCl 50 mM pH 7,4, num homogeneizador tipo Potter, com 10 impulsos a 6000 rpm
(Lake, 1987, Lash et al, 1995, Dafré et al., 1996).

Os homogeneizados foram coados através de um passador de rede de plastico

com uma malha de 1 mm para tubos de centrifuga, mantidos a 4°C (Lake, 1987).

3.3.2.2 Preparag¢do da frac¢do microssomal € do citosol

A fracgdo microssomal e o citosol foram preparados de acordo com o
procedimento geral de Lake (1987). Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g
durante 20 min., a 2-4 °C (Lake, 1987, Sugimoto et al., 1990). O sedimento obtido foi
desprezado e o sobrenadante pds-nuclear foi centrifugado a 10000 g, durante 30 min, a
2-4° C (Lake, 1987, Sugimoto et al., 1990, Bartholomaeus ez al., 1994, Biro-Sauveur et
al., 1994, Chhabra e Rao, 1994, Kim et al., 1998). Os sobrenadantes pos-mitocondriais
obtidos foram transferidos para tubos de ultra-centrifuga previamente arrefecidos e
centrifugados a 105000 g, durante 60 min., a 2-4 °C. A frac¢io citosoélica sobrenadante
foi recolhida para “eppendorfs” que guardamos a -20 °C (Jung, 1993 e Wilbert, 1997)
para utilizagdo posterior. O sedimento microssomal foi ressuspendido num volume de
sobrenadante idéntico ao registado antes da ultima fase de centrifugagio e voltou a ser
centrifugado a 105000 g, durante 60 min., a 2-4 °C. O sedimento entdo obtido foi
ressuspendido em igual volume de meio de homogeneizagdo (Lake 1987, Sugimoto e?

al., 1990, Kore et al., 1993, Biro-Sauveur et al., 1994 e Chhabra e Rao, 1994).
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Utilizamos parte da fraccdo microssomal assim obtida para determinar de
imediato a concentra¢do de proteinas, citocromos P450, citocromos b5 e de hemo,
assim como a actividé.de enzimatica NADPH (P450) redutase.

Guardamos a por¢do remanescente a -20 °C para utilizagdo posterior, de acordo

com Lake (1987).

3.3.3.Analise quantitativa das fraccdes subcelulares

3.3.3.1.Doseamentos

3.3.3.1.1.Determinagdo da concentragdo de proteina total

Utilizamos o método de Lowry et al. (1951) cujo principio reaccional se
fundamenta na reacgdo, catalisada pelo cobre em meio alacalino, entre o reagente de
Folin-Ciocalteau, ou acido fosfomolibdicofosfotungstico, e os residuos de aminoacidos
aromaticos tirosina e triptofano das proteinas, levando a formagdo de um complexo de
heteromolibdénio de cor azul intensa.

Embora a resposta do método dependa da composi¢gio em aminoacidos da
proteina, o seu maior problema tem a ver com o elevado nimero de substincias que
podem interferir na reacgdo. Os interferentes podem ser aminoacidos e seus derivados,
constituintes de solugdes tampdo, detergentes, drogas, glucidos, acidos nucleicos, sais e
reagentes sulfidrilicos. Contudo, escolhemos este método devido a sua elevada
sensibilidade e ao facto de as substincias interferentes encontrarem-se muito diluidas e,

como tal, os seus efeitos estarem minimizados.
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Preparamos uma curva de calibragdo para o intervalo de concentra¢des 50-200
ug.cm™, a partir de uma solugo-mae de albumina do soro bovino, BSA (500 pgem’®).

Tomamos uma aliquota de 0,2 cm’® da fracgdo microssomal ou do citosol que foi
diluida com NaOH 0,5 M para um volume total de 1,0 cm’.

Adicionamos a 1,0 cm® de cada solug@o-padrdo ou das amostras diluidas, 5,0 cm®
de reagente de Lowry, constituido por sulfato de cobre penta-hidratado 0,1% (p/v),
tartarato de sodio e potassio 0,2% (p/v) em carbonato de sodio a 2% (p/v). Apos
agitagio no vortex, adicionamos 0,5 cm’ de solugio de acido fosfomolibdicofosfotungs-
tico - o reagente de Folin - diluido 1/2 com agua bidestilada e voltamos a agitar.
Aguardamos 30 min. Apos nova agita¢do no vortex, lémos a absorvéncia a 720 nm.

Construimos a curva de calibragdo com os valores obtidos (Apéndice C) e

calculamos, por interpolagdo grafica a concentragdo de proteinas das amostras.

3.3.3.1.2.Determinagédo da concentragédo de citocromo b5

O citocromo b5 da frac¢do microssomal dos tecidos estudados foi estimado de
acordo com a metodologia de Omura e Sato (1964) e Lake (1987), a partir do espectro
de absor¢do molecular da forma reduzida tragado contra um branco que continha a
forma oxidada. A reducdo do citocromo bS5 foi catalisada por outra flavoproteina
microssomal denominada NADH-citocromo b5 redutase apos a adigdo de NADH.

Tomamos 0,5 c¢cm® de fracgdo microssomal de figado ou 1,0 cm® de fracgdo
microssomal de quaisquer dos outros tecidos utilizados neste estudo e diluimos com 4,0
cm’ de tampéo de fosfatos 0,2 M, pH 7,4. Seguidamente, distribuimos igual volume da
solugdo obtida por duas células do espectofotometro e tragamos um espectro de

absor¢do entre 500 e 400nm, para obter uma linha de base paralela ao eixo das abcissas.

123



Adicionamos 0,025 cm® de NADH 2% 4 célula de lettura, agitamos e aguardamos 2 min.
a 37°C. Tragamos de novo outro espectro de absorgio entre 500 e 400 nm e registamos
a diferenca de absorvéncia entre os 409 e os 429 nm, a qual foi utilizada no calculo da
concentragdo de citocromos b5, considerando o valor do coeficiente de absortividade

molar para o citocromo b5 na forma reduzida de 185 mM™ cm™ (Lake, 1987).

3.3.3.1.3.Determinagio da concentragio de citocromo P450

A determinagido da concentragio de citocromos P450 da frac¢do microssomal
dos tecidos estudados foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Omura e
Sato (1964) e Lake, (1987), cujo principio reaccional assenta no facto de estas
hemoproteinas, quando se encontram na forma reduzida ligadas ao monoxido de
carbono, apresentarem um espectro de absor¢do com um maximo caracteristico a 450
nm.

As células utilizadas na determinagdo do citocromo b5, adicionamos alguns
cristais de ditionito de sodio.

Ap0s agitac@o suave, tragamos um espectro de absorgdo entre 500 e 400 nm para
obter uma linha de base paralela ao eixo das abcissas.

Fizémos borbulhar monéxido de carbono na célula de leitura, durante 1 min., e
tragamos novo espectro de absor¢do na mesma gama de comprimentos de onda.
Registamos a diferenga de absorvéncia entre 450 e 490 nm, a qual foi utilizada no calculo
da concentrag@o total de citocromos P450, considerando o valor do coeficiente de
absortividade molar da forma reduzida do citocromos P450 de 91 mM" cm™ (Lake,

1987, Swales et al., 1996).
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3.3.3.1.4.Determinagdo da concentragdo de hemo

A concentragdo de hemo da fracgio microssomal dos tecidos estudados foi
determinada, de acordo com a metodologia de Omura e Sato (1964) e Luke (1987), a
partir do espectro de absor¢io molecular da sua forma reduzida tracado contra um
branco que continha a forma oxidada obtida por reac¢do do hemo com a piridina em
meio alcalino.

Tomamos 0,75 cm’ de fracgio microssomal dos tecidos estudados e diluimos
para metade com KCI 0,154 M. Distribuimos igual volume da solu¢do obtida por duas
células do espectofotometro e adicionamos 0,5 cm’ e 0,49 cm’ de NaOH 0,5 M as
células de leitura e de referéncia, respectivamente.

Adicionamos, aind.a, a cada célula 0,5 cm’ de piridina. Em seguida, foi adicionada
uma pequena quantidade de ditionito de sédio a célula de leitura e 0,010 cm® de solugio
12,5 mM de ferricianeto de potassio, KsFe(CN)s, a célula de referéncia.

Apos agitagdo suave, tragamos um espectro de absor¢do entre 600 e 530 nm e
registamos a diferenga de absorvéncia obtida entre 557 e 575 nm, a qual foi utilizada
para o calculo da concentragdo de hemo, considerando o valor do coeficiente de

absortividade molar do hemo na sua forma reduzida de 34,7 mM™" cm™ (Lake, 1987 ).

3.3.3.2 Determinagdo das actividades enzimaticas

3.3.3.2.1. NADPH (P450) redutase

A determinagdo da actividade enzimatica desta flavoproteina microssomal foi

efectuada de acordo com o método de Peterson et al. (1978) e Lake (1987), utilizando o

125



citocromo ¢ como aceitador artificial de electrdes, uma vez que a sua forma ferrosa
possui um maximo de absorgdo a 550 nm.

Incubamos aliquotas de 0,1 cm® de fracgdo microssomal com uma concentragio
aproximada de proteinas de 7,5 mg.cm™, no figado, ¢ de 15 mg.cm™, nos outros orgdos,
sendo o meio de incubagdo constituido por citocromo ¢ (0,5 mM), cianeto de potassio
(1,2 mM) e NADPH (0,4 mM) diluidos em tamp3o fosfato 0,1M pH 7,60.

Iniciamos a reacg¢@o com a adigdo do NADPH, apos pré-incubagdo dos restantes
constituintes da mistura de ensaio durante 3 min. a 37°C.

Registamos, entdo, a variagdo de absorvéncia ao longo do tempo durante 120 s, a
550 nm, lida contra um branco de composi¢do idéntica a das células de leitura mas onde
a solugdo de NADPH foi substituido por igual volume de solugdo tampdo fosfato 0,1M
pH 7,60.

Determinamos o valor dos coeficientes angulares das rectas obtidas e a partir
deles calculamos a actividade enzimatica utilizando o valor do coeficiente de
absortividade molar 21 mM"' cm” (Lake, 1987, McMallum et al., 1992, Weber e

Waxman, 1993) para a forma ferrosa do citocromo c.

3.3.3.2.2 Etilmorfina N-desmetilase

Determinamos a actividade enzimatica etilmorfina N-desmetilase por espectrofo-
tometria do visivel de acordo com o protocolo de Nash (1953), modificado por Lake
(1987), tendo em conta que a N-desmetilagdo da etilmorfina em presenga de citocromos
P450 tem como produto da reacgido o metanal - reacgdo de Hantzsch - que ficou retido
no meio de incubagdo pela semicarbazida e reage com o reagente de Nash para formar

um cromoforo que absorve preferencialmente a 412 nm.
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Incubamos aliquotas de 0,1 cm® de frac¢do microssomal com uma concentragao
aproximada de proteinas de 10 mg.cm™, no caso do figado, e de 15 mg.cm™, no caso dos
outros tecidos, num meio de reac¢do composto por semicarbazida (5 mM), hidrocloreto
de etilmorfina (5 mM), NADP" (0,5 mM), acido D,L-isocitrico (3,75 mM), suifato de
magnésio hepta-hidratado (5 mM) e isocitrato desidrogenase (1 U), diluidos em tampio
Tris-HCI 50mM pH 8,2 para um volume final de 2,0 cm’.

Tiniciamos a reac¢do com a adigio da solugdo de hidrocloreto de etilmorfina - o
substrato - ap6s uma pré-incubagio de todos os outros constituintes do meio em banho a
37°C, com agitagio a 100 ciclos min.”', durante 5 min. Deixdmos decorrer a reaccio
durante 10 min. nas mesmas condig¢des de agitagdo e temperatura.

Paramos a reacgdo colocando os tubos de ensaio em gelo. Adicionamos 1,0 cm’
de sulfato de zinco 5% e 1,0 cm’ de solugdo saturada de hidroxido de bario. Apos
agitacdo no vortex, centrifugamos os tubos a 2000 g, durante 15 min., & temperatura de
2-4°C. Recolhemos 2,0 cm’ dos sobrenadantes aos quais adicionamos o reagente de
Nash. Agitamos de novo os tubos no vortex e colocamos em banho, a 37°C, durante 60
min. Apds arrefecimento dos tubos a temperatura ambiente 1émos a absorvéncia a 412
nm. Preparamos em simultaneo, para cada amostra, um branco idéntico ao meio anterior,
mas sO adiciondmos a solugdo de hidrocloreto de etilmorfina apds os 10 min. de
incubagdo. Preparamos, também, em simultdneo e para cada amostra, um padrio de
referéncia com composic¢éo e ordem de adigdo idéntica a dos brancos, mas em que ap0s
a adi¢do do substrato também adicionamos 0,3 cm® de metanal (1,5 mM).

Lémos os valores de absorvéncia contra os respectivos valores das solugdes

branco.
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A actividade enzimatica foi determinada por interpolagdo do valor de absorvéncia
registado para as amostras com o valor de absorvéncia registado péra 0 respectivo
padréo.

O reagente de Nash foi preparado dissolvendo 0.4 cm’ de acetilacetona
bidestilada em 100 cm’ de solugiio de acetato de amonio (0,308g.dm™)/acido acético
(0,6%).

A calibragdo do padrio de metanal foi efectuada fazendo-se reagir 0,2 cm’ da
solugdo-padrio de metanal diluida para 2,0 cm’® de agua bidestilada cbm 2,0 cm’ de
reagente de Nash, durante 60 min., a 37 °C. Utilizamos o valor do coeficiente de
absortividade molar de 8 mM™" cm™ (Lake, 1987) para o caculo da concentragio do

metanal dissolvido na solugio.

3.3.3.2.3 Etoxicumarina O-desetilase

Determinamos a actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase por
espectrofluorimetria de acordo com Ulrich e Weber (1972), Aitio (1978) e Lake (1987),
tendo em conta que a O-desetilagio da 7-etoxicumarina leva a formagdo da 7-
hidroxicumarina, um composto capaz de emitir fluorescéncia a 582 nm quando excitado
por radiagdo electromagnética com A=535 nm.

No procedimento original proposto por Ulrich e Weber (1972), o ensaio de cada
amostra de tecido decorria em células do espectrofluorimetro e a intensidade de
fluorescéncia era registada ao longo do tempo. No entanto, o procedimento que
seguimos obedeceu ao protocolo modificado por Lake em 1987 para a determinagdo
rapida desta actividade enzimatica de um grande nimero de amostras através da

determinag@o de ponto final da intensidade da fluorescéncia.
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Incubamos aliquotas de 0,050 cm3 de fracgio microssomal com uma con-
centragio aproximada de proteinas de 10 mg.cm™, no caso do figado, e de 15 mg.cm™
no caso dos outros orgdos, num meio de reac¢do composto por 7-etoxicumarina (0,5
mM), NADP™ (0,75 mM), acido D,L-isocitrico (7,5 mM), sulfato de magnésio hepta-
hidratado (5 mM) e isocitrato desidrogenase (1 U), diluidos em tampio Tris-HCl 50mM
pH 7,8 para um volume final de 2,0 cm’.

Iniciamos a reac¢do com a adigdo da 7-etoxicumarina - o substrato - a0 meio de
reacgdo, apoOs pré-incubagio dos seus outros constituintes em banho a 37°C, com
agitagiio de 100 ciclos.min™, durante 5 min.

Deixamos a reacgdo decorrer durante 10 min. nas mesmas condigdes de agitagdo
e temperatura.

Paramos a reac¢do colocando os tubos de ensaio em gelo. Em seguida,
adicionamos a cada tubo 1,0 cm’ de sulfato de zinco 5% e 1,0 cm® de solugdo saturada
de hidroxido de bario.

Agitamos os tubos no vortex e centrifugamos a 2000 g, durante 15 min., a
temperatura de 4°C. Recolhemos 1,0 cm® dos sobrenadantes do figado e 2,0 cm® dos
sobrenadantes dos outros tecidos aos quais foram adicionados 2,0 ¢cm® e 1,0 cm® de
tampao NaOH-glicina 0,5M pH 10,5, respectivamente.

Agitamos de novo os tubos no vortex e l1émos a intensidade da fluorescéncia para
o comprimento de onda de emissdo de 452 nm e de excitagdo de 380 nm € com a
abertura de fenda de 1 e 3 mm, respectivamente.

Durante o processo, em simultdneo para cada amostra, preparamos ensaios em
branco e ensaios com o padrdo de referéncia. Nos ensaios em branco a solugio de 7-

etoxicumarina so foi adicionada ao meio reaccional apés os 10 min. de incubagio. Nos
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ensaios com o padrdo de referéncia mantivemos a composi¢do e ordem de adigdo dos
ensaios em branco, mas adicionamos 0.1 cm’ de 7-hidroxicumarina (0,1mM) apés a
adi¢do do substrato.

Lemos os respectivos valores de intensidade da fluorescéncia aos mesmos
comprimentos de onda das amostras.

A actividade enzimatica foi determinada por interpolagio do valor da
fluorescéncia registado para as amostras com o valor da fluorescéncia registado para o

respectivo padrao.

3.3.3.2.4 Etoxirresorufina O-desetilase

Determindmos a actividade enzimatica 7-etoxiresorufina (-desetilase por
espectrofluorimetria de acordo com o método proposto por Burke e Mayer (1974) e
modificado por Lake (1987), tendo em conta que a O-desetilagdo da 7-etoxiresorufina
leva a formagdo da resorufina, um composto capaz de emitir fluorescéncia a 582 nm
quando excitado por radiagio electromagnética a 535 nm.

Incubamos aliquotas de 0,050 cm® de fracgdo microssomal com uma
concentragio aproximada em proteinas de 10 mg.cm™, no caso do figado, e de 15
mg.cm”, no caso dos outros tecidos, num meio de reac¢io composto por 7-
etoxiresorufina (0,25 pM), NADP" (0,5 mM), acido D,L-isocitrico (7,5 mM) sulfato de
magnésio hepta-hidratado (SmM) e isocitrato desidrogenase (1U), diluidos em tampao
Tris-HCl 50 mM pH 8,4 para um volume final de 2,0 cm’.

Iniciamos a reacg¢do com a adi¢do da 7-etoxiresorufina - o substrato - ao meio de
reacgdo, apOs pré-incubagdo de todos os seus outros constituintes a 37 ° C, coberto com

tampa agitando a 100 ciclos min™', durante 5 min..
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Deixamos a reacgdo decorrer durante 10 min. nas mesmas condi¢des de agitagdo
e temperatura. Paramos a reacg¢do colocando os tubos de ensaio em gelo. Adicionamos,
em seguida, 1,0 cm’ de sulfato de zinco 5% e 1,0 cm’ de solugfio saturada de hidroxido
de bario. Agitamos os tubos no vortex e centrifugamos a 2000 g, durante 15 min., a
temperatura de 4°C. Apds a sedimentagdo das proteinas, recolhemos 1,0 c¢cm® dos
sobrenadantes aos quais adicionamos 2,0 cm® de tampdo glicina NaOH 0,5M pH 8,5.

Agitamos de novo os tubos no vortex e 1émos a fluorescéncia aos comprimentos
de onda de excita¢do 535 nm e de emissdo de 582 nm, com uma abertura de fendade 1 e
3 mm, respectivamente.

Preparamos em simultdneo para cada amostra, ensaios em branco nos quais a
solug@o de 7-etoxiresorufina - o substrato - s6 foi adicionada ao meio reaccional apos os
10 min. de incubagio.

Para cada amostra, preparamos também um padrdo de referéncia com a mesma
composi¢do e seguindo a mesma ordem de adigdo dos ensaios em branco, mas em que
adicionamos 0,2 cm’® de resorufina (5 nmol cm™) apés a adic@o do substrato. Lemos os
respectivos valores de intensidade de fluorescéncia aos comprimentos de onda de
excitagdo e de emissdo das amostras.

A actividade enzimatica foi determinada por interpolagdo do valor de
fluorescéncia registado para as amostras com o valor de fluorescéncia registado para o
respectivo padrdo descontando o respectivo branco.

A solucgdo extemporinea de etoxiresorufina - o substrato - foi preparada dissol-
vendo, aproximadamente, 2 mg de etoxiresorufina com 2,0 cm’ de solu¢do-tampao Tris-

HCI 50 mM pH 8,4, em banho de ultra-sons, durante 15 min.
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Tragamos um espectro de absorg¢do dessa solugio entre 400 ¢ 800 nm num
espectrofotometro de feixe duplo e registamos a diferenca de absovéncia entre 0 maximo
registado a 482 nm e a linha de base. Calculamos a concentrag¢do da solugdo utilizando o
valor do coeficiente de absortividade molar para a 7-etoxiresorufina de 22,5 mM™" cm™.
Por fim, diluimos a solugio para uma concentragio de 5,0 nmol.cm™ com tampaoTris-
HCI 50 mM pH 8,4 para ser utilizada no ensaio enzimatico. A solugdo foi preservada do
contacto com a luz envolvendo o frasco com papel de aluminio.

A solugdo extemporinea de resorufina, utilizada como solu¢do padrio, foi
preparada dissolvendo, aproximadamente, 2 mg de resorufina numa pequena aliquota de
etanol e a diferenca até 2,0 cm® de solugdio tampdo Tris-HCl 50 mM pH 8,4. Tragamos
um espectro de absor¢do dessa solugdo entre 500 e 800 nm num ecpectrofotometro de
feixe duplo e registamos a diferenga de absorvéncia entre 0 maximo a 572 nm e a linha
de base. Calculamos a concentragdo da solugdo utilizando o valor do coeficiente de
absortividade molar para a resorufina de 40,0 mM".cm™. Por fim, diluimos a solugio
para uma concentragio de 5,0 nmol.cm™ com tampaoTris-HC! 50 mM pH 8,4 para ser
utilizada no ensaio enzimatico. A solugdo foi preservada do contacto com a luz

envolvendo o frasco com papel de aluminio.

3.3.2.5.Testosterona hidroxilases

Determinamos as actividades enzimaticas 64, 16a-, 115 e 2qa-testosterona
hidroxilases separando e quantificando derivados metabolicos hidroxilados da
testosterona por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), de acordo com os
métodos descritos por Waxman (1983), Kato ef al. (1986), Shimada et al. (1987),

Murray, (1991) e Li ef al. (1993).
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Incubamos aliquotas de 0,1 cm’ de fracgio microssomal com a concentragdo
aproximada em proteinas de 10 mg.cm™, no caso do figado, e de 15 mg.cm™, no caso
dos outros tecidos, num meio de reac¢do composto por EDTA dissodico (1,0mM), 0.01
cm’ de solugdo metanolica de testosterona (2,0 mM) e NADPH (1,0 mM) dissolvidos em
tampdo fosfato 50 mM pH 7,8.

Procedemos a uma pré-incubagio do meio reaccional, sem a presengca do
NADPH, em banho com tampa, temperatura controlada a 37 °C e agita¢io constante de
100 ciclos.min.”, durante 5 min. Com a adigdio 0,1 cm® de NADPH, inicidmos a reac¢do
que decorreu durante 15 min nas mesmas condi¢fes de agitagdo e temperatura. Paramos
a reacgdo adicionando 2,0 cm’ de diclorometano. Apos agitagio no vortex,
centrifugdmos a mistura a 800g durante 5 min., a 2-4°C.

Transferimos 1,0 cm® da fase orgénica, no caso do figado, e 1,5 cm’® no caso dos
outros orgdos, para tubos que foram levados a secura, a 37 ° C, sob corrente de azoto.
O residuo seco foi ressuspendido em 0,1 cm’ de metanol. Tomamos aliquotas de 0,05
cm’ que foram injectadas no HPLC.

Durante o ensaio, em simultdneo para cada amostra, preparam-se ensaios em
branco em que a solugdo de NADPH s6 foi adicionada ao meio reaccional depois de
parar a reac¢do ao fim de 15 min. de incubagio.

A andlise dos derivados metabolicos da testosterona foi efectuada num
cromatografo equipado com um detector UV/Vis, um injector com “loop” de 0.02 cm’,
uma coluna Superspher 100 RP-18 (4 x 250 mm) e uma pré-coluna Lichrosfer (4 x 4
mm), tendo sidQ eluidos isocraticamente numa mistura com 10% de acetonitrilo, 55% de
agua e 35% de metanol, durante 20 min., seguido de um gradiente linear até 10% de

acetonitrilo, 35% de agua e 55% de metanol, durante 10 min., e um gradiente inverso
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que atingiu as proporgdes iniciais em 20 min., com um fluxo constante de 1 cm’.min.” e
a temperatura de 25 °C.

Alguns dos metabolitos presentes no extracto foram identificados por
comparagdo dos valores dos respectivos tempos de retengdo com o tempo de retengédo
de padrdes auténticos de 6f-hidroxitestosterona, 16a-hidroxitestosterona, 114-
hidroxitestosterona, 2a-hidroxitestosterona, e testosterona submetidos as mesmas
condigdes experimentais e que foram quantificados por interpolagdo grafica das
respectivas areas dos picos obtidos a 254 nm, em curvas de calibragio dos mesmos
padrdes construidas pelo método de padronizagdo externa para o intervalo de
concentragdo que variou entre 1,5 ¢ 75 mg.dm™, no caso da 64- hidroxitestosterona, e

entre 0,5 € 25 mg.dm™, nos restantes padrdes (Apéndice B).
3.3.2.6. Glutationo S-transferase

A determinagdo espectrofotométrica da actividade enzimatica glutationo S-

transferase fundamenta-se na reacgio:

NO NO

cl NO, + GSH — > Gs NO

Embora a reac¢io seja reversivel, da-se em maior extensio no sentido em que se
forma o conjugado 2,4-dinitrofenil S-glutationo, um cromoéforo que absorve preferencial-

mente a 340 nm.
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A actividade catalitica foi determinada na frac¢do microssomal € no citosol do
figado, assim como no citosol dos rins, timo e testiculos, de acordo com o método de
Habig et al.(1974), acompanhando o aumento de absorvéncia com o tempo.

Em cada caso, incubaram-se aliquotas de 0,1cm’ de fracgio microssomal ou de
citosol com a concentragdo aproximada de proteinas de 10 mg.cm™, na fracgio
microssomal do figado e testiculos, 3,5 mg.cm™, na fracgdo microssomal dos rins e do
timo, 1mg.cm™, no citosol hepatico e dos testiculos e 35 mg.cm™, no citosol dos rins e
do timo, em células de absor¢do do espectrofotémetro que continham um meio de
reaccdo composto por glutationo na sua forma reduzida (GSH) (1mM) e 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) (ImM), dissolvidos em tampdo fosfato 0,IM pH 6,5, que
perfazia um volume de 3,0 cm’.

Procedeu-se a uma pré-incubag@o do meio reaccional sem a presenga do 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno no compartimento das células do espectrofotometro, com a
temperatura controlada a 37 °C e sob agitagdo constante, durante 5 min. Iniciou-se a
reaccdo com a adigio 0,1 cm’ de solugdo etanolica do substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno e registou-se a variagdo de absorvéncia a 340 nm, durante 120 s, nas
mesmas condi¢des de agitagio e temperatura, um intervalo de tempo 4 x superior aos 30
s descritos por Itio ef al. (1993) e Siddiqi ez al. (1990).

As leituras foram efectuadas contra um branco previamente preparado em que se
substituiu o substrato por igual volume de etanol.

Calculamos a actividade enzimatica a partir do valor do coeficiente angular das
rectas obtidas, e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar 9,6 mM™” cm™
(Weber e Waxman, 1993, Kore et al, 1993) para o conjugado 2,4-dinitrofenil S-

glutationo.
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3.3.2.7. Glutationo redutase

A determinagio espectrofotométrica dessa actividade enzimatica fundamenta-se

na reac¢ao:

GSSG + NADPH + H' 2GSH + NADP”

Embora a reac¢do seja reversivel, da-se em maior extensio no sentido que
conduz a formagio da forma reduzida do glutationo. A actividade catalitica foi
determinada no citosol do figado, rins, testiculos e timo de acordo com o método
proposto por Goldberg e Sponer (1987) acompanhando-se o decréscimo de absorvéncia
a 340 nm devido a oxidagdo do NADPH. Em cada caso, incubaram-se aliquotas de 0,1
em® do citosol, com a concentragio aproximada de proteinas de 20 mg.cm™ do figado,
10 mg.cm™ dos rins e 30 mg.cm™ dos testiculos e timo, em células de absorgdo do
espectrofotometro que continham um meio de reacgdo composto por glutationo na sua
forma oxidada (GSSG) (2,2mM), EDTA (0,5 mM), NADPH(0,17mM) dissolvidos em
3,0 cm® de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2.

Procedeu-se a uma pré-incubagio do meio reaccional, no compartimento das
células do espectrofotometro, durante 5 min, sem a presengca do NADPH, com a
temperatura contolada a 37 °C e sob agitagdo constante. Iniciou-se a reac¢do com a
adigio de 0.050 cm® de NADPH e registou-se a variagio de absorvéncia durante 120 s,
nas mesmas condigGes de agitagdo e temperatura, um intervalo de tempo 4 x superior
aos 30 s descritos em Itio et al. (1993). As leituras foram efectuadas contra um branco
previamente preparado no qual se substituiu a soluc;ﬁob de NADPH por igual volume de
solugdo tamp@o. Determinou-se a actividade enzimatica, a partir do valor do coeficiente
angular das rectas obtidas e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar para
o NADPH de 6,3 mM" cm™.
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3.4.Analise estatistica

3.4.1.Introducgio

A variagdo biologica contribui, muitas vezes, para que os resultados
experimentais em bioquimica sejam obtidos com uma dispersdo elevada. A estatistica
também nos diz que a incerteza do valor médio de uma amostra depende da sua propria
dimensédo e diminui em fung¢do do nimero de individuos ou de unidades que representa.
No entanto, em muitos estudos biologicos torna-se dificil obter resultados com um
numero elevado de replicados (n), como aconteceu neste trabalho, em que n corresponde
a 5, o numero de animais de cada experiéncia.

Embora possa controlar-se muitos factores que sdo responsaveis pela dispersio
dos resultados como, por exemplo, o sexo, o meio ambiente e a alimentagdo, existem
outros que, pela sua natureza, sdo dificeis de identificar e controlar, justificando por si s0
a andlise estatistica dos resultados experimentais, com a finalidade de discriminar as

varia¢des devido ao acaso, a variagdo biologica ou as diferengas populacionais.

3.4.2.Alguns conceitos de Estatistica

A Estatistica ¢ o ramo da Matematica que permite o estudo de resultados
numéricos que levam a inferir e delinear conclusdes sobre uma determinada populagdo, a
partir de uma amostra suficientemente representativa.

Os resultados experimentais sio muitas vezes “imperfeitos” pois, apesar de

constituirem informag@o valiosa, estdo sempre afectados pela incerteza das medigGes
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efectuadas e, no caso das experiéncias bioquimicas, pela variagdo biologica (Siegel e
Morgan, 1996).

O tratamento estatistico de resultados fundamenta-se em modelos que traduzem
imagens simplificadas da realidade, mas que se tornam muito 1teis na interpretagio de
situagdes complicadas. Convém, por isso, introduzir aqui alguns conceitos importantes

da estatistica como auxiliares interpretativos dos calculos efectuados.

3.4.2.1.Populacdo, amostra, dimensio e seleccio da amostra

Populacio pode ser considerada qualquer colec¢do de entidades identificaveis,
que podem ser medidas, as quais muitas vezes sdo designadas por unidades.

Amostra corresponde a qualquer grupo de unidades de uma populagdo para as
quais a informag@o esta disponivel.

A estimativa do valor de uma populagdo designa-se estatistica e o valor
estimado da populagido parametro (Sokal e Rohlf, 1981).

A dimensio da amostra corresponde ao nimero de uni&ades que constituem a
amostra e so ¢ adequada quando € representativa das caracteristicas da populagio.

A selec¢do de amostras pode ser programada, como aconteceu neste trabalho,
ou prebabilistica. No primeiro caso, formam-se classes ou grupos o mais homogéneos
possiveis, quer em dimensio quer em factores de variagdo como, por exemplo, a idade, o
sexo ou os tratamentos administrados, e tenta-se comparar os resultados das variaveis
medidas em cada grupo. No segundo caso, a amostragem € aleatéria e admite-se que a
probabilidade de avaliagdo da amostra € idéntica a dos pardmetros da populagdo (Sokal

e Rohlf, 1981).
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3.4.2 .4 Teorema do limite central

O teorema do limite central diz-nos que:
- As médias das amostras de uma populagdo com distribuicdo gaussiana terdo
também uma distribui¢dio gaussiana, qualquer que seja a dimens@o n de cada amostra .
- Quando a dimensio das amostras aumenta, as suas médias aproximam-se
estreitamente da distribuigdo gaussiana independentemente da distribui¢do da populagio,
ou seja, mesmo quando a distribuigdo das observagdes individuais nd3o seja gaussiana

(Sokal e Rohlf, 1981; Carvalho, 1988; Siegel € Morgan, 1996).

3.4.2.5.Desvio-padrdo da média

O desvio-padrio da média, a semelhanga do desvio padrdo, pode ser interpretado
como uma medida da dispersdo das médias das amostras, da mesma forma que o desvio-
padrido ¢ uma medida da dispersdo dos valores individuais de cada série de resultados.
Pode ser calculado dividindo o usual desvio padrdo pela raiz quadrada da dimensio da
amostra. O desvio padrdo da média €, por esse motivo, uma medida do afastamento das
médias dos valores das amostras relativamente a média da populagdo e nunca ultrapassa
o valor do desvio padrdo. Por outro lado, pode também ser considerado um indicador
das diferengas existentes entre as médias estatisticas das amostras, pelo que, pode ser
encarado como um indicador da variabilidade expectavel da média das amostras. Por
esse motivo reflecte o facto de a média das amostras ser uma estimativa mais precisa da
média da populagdo do que as observac¢des individuais (Sokal e Rohlf, 1981; Siegel e

Morgan, 1996).
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3.4.2.6.Graus de liberdade

A expressdo que define o desvio-padrdo estatistico s tem como divisor n-1 em
vez de n, como seria de esperar, por se tratar da média de n desvios elevados ao
quadrado. O valor n-1 representa o nimero de compara¢Ges independentes que se
podem fazer entre n valores e, por esse motivo, corresponde ao nimero de graus de
liberdade.

A expressdo grau de liberdade provém de conceitos da geometria e da mecanica
em que a posi¢do de um ponto num espago a n dimensdes € definido por um conjunto de
n coordenadas. Cada coordenada corresponde a um grau de liberdade de movimento do
ponto no espago e, consequentemente, cada limitagio imposta a0 movimento desse
ponto reduz o seu numero de graus de liberdade. Se for imposto ao ponto P no espago a
condigdo de se mover num hiperplano que passe pela origem, passara a haver apenas n-1
graus de liberdade de movimento do ponto P. Ora, no caso dos desvios (xi—X), a sua
soma € necessariamente igual a zero e isto corresponde a restrigdo imposta ao
movimento do ponto P no espago n-dimensinal. De facto, nestes n desvios apenas n-1
sdo independentes, uma vez que o Gltimo tem o seu valor pré-determinado pela condigio

de ser:

D (xi-%)=0

3.4.2.7.Intervalos de confianca

A média de uma série de valores de uma amostra aleatoria constitui uma boa
estimativa da média da populagdo que sofreu a amostragem mas, por si s6, ndo mostra o

rigor dessa estimativa, dado que n3o conhecemos a exactiddo com que foi determinada
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antes que o intervalo de confianga que lhe esta associado seja conhecido. Tal intervalo de
confianga apresenta um limite superior e inferior bem definidos e fornece-nos uma ideia
de quanto afastada esta a média estatistica da média desconhecida da populagdo. Assim,
deve procurar-se dois valores, um inferior e outro superior a média da amostra, entre os
quais podemos encontrar, com determinada probabilidade, as médias dos valores das
amostras de tamanho n seleccionadas na populagdo (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez e
Gomez, 1984; Siegel e Morgan, 1996).

Em teoria, a distribui¢do de frequéncia gaussiana estende-se ao longo do eixo da
variavel x desde o infinitamente negativo até ao infinitamente positivo. Isto significa que
uma variavel com distribuicdo gaussiana pode assumir qualquer valor, embora sejam
raros aqueles que se afastam * 30 da média e para os quais as frequéncias relativas
expectaveis sdo igualmente muito pequenas. Este facto pode ser deduzido a partir da
expressdo da fungio de densidade de probabilidade da distribuigdo gaussiana:

;[(f—u)}z
1 2 o

Z=——

e
o271

a qual nos mostra que para valores muito elevados ou muito pequenos da variavel x, o
termo 1/2 [(X -p) /o]’ toma valores muito elevados e consequentemente a exponencial
negativa desse termo e Z tomardo valores muito pequenos.

Existem tabelas onde os valores de Z estdo ordenados em fungdo da distdncia a
média em unidades de desvio padrio (Pearson e Harley, 1958), que nos permitem
concluir que os limites:

L + o contém 68,27% dos valores que a variavel x pode tomar
1 £ 20 contém 95,45% dos valores que a variavel x pode tomar
i £ 36 contém 99,73% dos valores que a variavel x pode tomar
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ou, por outro lado, podemos ainda dizer que:
50% dos valores que uma variavel x pode assumir caiem no intervalo p * 0,674c
95% dos valores que uma variavel x pode assumir caiem no intervalo p + 1,960c
99% dos valores que uma variavel x pode assumir caiem no intervalo p = 2,576c

como ¢ ilustrado na figura:

/K 34,13%
03 4

f o24

13,59%

2,14%

— 6827% —
———— 95.44% P
< 99,73% >

Figura 3.1- Areas de densidade de probabilifdade da funcio de distribuicio gaussiana.

Se considerarmos uma populagdo com média paramétrica |, desvio-padrdo o e desvio-

padrdo da média o/vn , admitirmos que segundo o teorema do limite central, as médias
de amostra seguem também uma distribui¢do gaussiana e tivermos em conta a expressio

da funcio de densidade de probabilidade dessa distribuigdo, podemos dizer que o

. o . . L g = . ~ . .
intervalo u + 1,96 —\/—; inclui 95% das médias de amostra X de dimensio n, isto é o
n

desvio padrdo da média da amostra segue uma distribui¢do gaussiana e 95% do seu valor

caira entre -1,96 e +1,96. Se considerarmos a razdo (¥x— u)/ o/ Jn , ou seja, o desvio-
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padrdo da média de uma amostra relativamente a média paramétrica da populagéo,
podemos reescrever a afirmagdo do paragrafo anterior na forma:
X—H
P {-1,9 < 7 <+1,96} = 0,95
n

A inequag@o representada entre chavetas pode sofrer um rearranjo multiplicando todos

o
os termos por —— tomando o aspecto:
Jn

{-1,967‘/’? ) s+1,967J;}

Tendo em conta que -a <b <a implica a >- b =-a que pode ser reescrito como -a < -b

<a ainequacio pode ser ainda reescrita como:

{'1’967‘/;3 u-x S+1,967‘/;}

Oou Como:

o

P{X -196—=< <X +196—= }=095
H - - E \/"; >

g

n

Generalizando, teremos entio:

P{f'uaislus-)? o= }la=y
n Vn

em que as desigualdades entre chavetas sdo designadas por limites de confianca e y € o

coeficiente de confianga, ou seja, que existe a probabilidade P =y dos termos:

—_ o —_ (o2
x'uuﬁaLl; e X +ua7—;,Lz

145



serem respectivamente inferior ou igual e maior ou igual ao valor da média paramétrica

1 (Sokal e Rohif, 1981).

3.4.2.8. Distribuic¢io t de “student”

Os desvios ¥ — u entre a média estatistica ¢ a média paramétrica de uma
distribuigdo gaussiana seguem também uma distribuicdo gaussiana. O quociente entre
esses desvios e 0 desvio padrdo paramétrico:

(X-u)
o

também segue uma distribuigdo gaussiana. A diferenga e o quociente calculados
anteriormente n3o alteram a forma da distribui¢io da média estatistica que € gaussiana.
Se nos calcularmos a varidncia estatistica S;> e (%i- 1) /s, o desvio de cada média
estatistica relativamente a média paramétrica, onde § estima o desvio-padrdo da média
de 1 amostras, nos poderemos descobrir que a distribuigdo dos desvios € mais ampla e
favoravel do que a distribui¢do gaussiana. Esta nova distribui¢do tem um intervalo de
variagdo superior ao da distribuicdo gaussiana, devido ao denominador ser o desvio-
padrio da amostra em vez do desvio-padrido paramétrico (Sokal e Rohlf, 1981; Siegel e
Morgan, 1996).

A distribuigdo expectavel da razdo(xi- u)/s € designada por distribuigio t de
“students”, o pseudomino de Gossett, que foi quem a descreveu pela primeira vez. A
equacdo que traduz a fungdo de distribuigdo t € uma formula matematica complicada que
ndo sera aqui apresentada (Sokal e Rohlf, 1981; Siegel ¢ Morgan, 1996).

Esta distribui¢@o apresenta propriedades de simetria e de expansdo semelhantes a

da distribui¢do gaussiana, desde o infinitamente negativo até ao infinitamente positivo.
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No entanto, difere dessa distribui¢gdo porque assume diferentes formas em fungdo dos
graus de liberdade que podem variar desde 1 até ao infinito. Quando assume o valor 1, a
distribuigdo t de “student” desvia-se acentuadamente da distribuigdo gaussiana mas, a
medida que o numero de graus de liberdade aumentam, aproxima-se da forma dessa
distribui¢do (Sokal e Rohlf, 1981).

Os limites de confianga podem ser calculados com base nesta nova fungdo de
distribui¢do, de acordo com a expressio:

P{Li<p<Ly} =P{X —lalnilss <p< X + talnls5 } = 100

Embora os limites de confianga sejam, de facto, uma medida util da confianga da

estatistica de uma amostra, ndo sdo frequentemente apresentados nas publicagGes

cientificas, utilizando-se, em regra, em sua substitui¢do, o desvio-padrao da média (Sokal

e Rohlf, 1981; Siegel, e Morgan, 1996).

3.4.2.9.Analise de vanancia simples

A analise de variancia foi desenvolvida pela primeira vez por Fischer e tem como
objectivo testar se a média estatistica de duas ou mais amostras provém de populagdes
com a mesma média paramétrica.

Tradicionalmente, o teste t tem sido utilizado para esse efeito quando se pretende
determinar diferengas significativas entre duas amostras. No entanto, para um nimero
superior de amostras a analise de varidncia simples, ANOVA I, é um teste mais
adequado pelo que sera esse que passaremos a descrever (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez ¢

Gomez, 1984; Carvalho, 1988; Siegel e Morgan, 1996).
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Em qualquer analise de varidncia, comparamos sempre a amostras ou grupos de
n replicados e podemos sempre obter estimativas da variancia da populagdo a partir da

soma dos quadrados de cada grupo utilizando a expresséo:

IR S
§= D ;:(xx, X1)

Todavia, existem razGes para efectuarmos uma melhor estimativa da vanancia,
efectuando o calculo da média pesada da varidncia pela expressdo geral em que a
variancia de cada amostra s;” é afectada pelos graus de liberdade w;= n;-1:

1 lf f(x"f“ xXi)*

a(n-1) i=1 j=1

O valor obtido por esta expressdo € uma estimativa baseada em estatisticas da variancia
de a grupos e designa-se vulgarmente por variancia no interior dos grupos. Este termo
estima a dispersdo em cada grupo individualmente, assumindo que todos os grupos sdo
igualmente variaveis e englobando a variag@o em todos eles.

O termo ¢é também designado por estimativa em “pool” da variancia, devido a
informagdo acerca da dispersdo ter sido colocada num “pool” comum (Sokal e Rohlf,
1981, Gomez e Gomez, 1984, Siegel e Morgan, 1996).

Como veremos a seguir, podemos também calcular a varidncia entre grupos

eliminando as proprias fronteiras entre os grupos. Para obtermos essa segunda estimativa

da populagdo, trataremos as médias X dos a grupos, como se tratassem de a
observagdes de uma amostra. Os resultados estatisticos podem entio ser obtidos pela
expressao:

Y E-5)

(a-1
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divide-se por a-1 em vez de n-1 porque a soma dos quadrados foi efectuada com a

grupos.Considerando que para uma amostragem aleatoria de uma unica populagéo:

2 O
o’ = =
temos que:
no:’ = o2

podemos estimar a varidncia das médias multiplicando pela dimensdo da amostra. Esta
segunda estétistica da varidncia paramétrica ndo esta tdo proxima do valor tomado
como verdadeiro como a estatistica anterior baseada na varidncia média dentro dos
grupos. Poderemos chamar a esta varidncia, varidncia entre grupos i eque € n x a
varidncia das médias, sendo um estimador independente da varidncia paramétrica 6°. A
varidncia entre grupos que estima essencialmente a dispersdo das médias entre os

grupos pode entdo ser calculada por :
1 i=a
nf(f i— f )2
a-1 4
i=1
A multiplicagdo pela dimensdo das amostras, confere a cada grupo um peso
proporcional a informagdo que da da situagio. O numero de graus de liberdade (a-1)
representa a quantidade de replicados a que temos acesso (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez e
Gomez, 1984; Siegel e Morgan, 1996).
O conhecimento destes dois estimadores independentes da varidncia da
populagdo permite-nos testar se, de facto, eles estimam o mesmo pardmetro ou ndo. Para

esse efeito, utiliza-se a fungdo de distribuigéo F.
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3.4.2.10.Distribuicdo F

Se efectuarmos uma amostragem em que registamos n; replicados da amostra 1 e
calcularmos a sua variancia s,, e de seguida registarmos para n, replicados da amostra 2
e calcularmos a sua varidncia s,” mesmo que a dimensdo da amostra 1 seja diferente da
dimensdo da amostra 2, o quociente:

2

S1
Fs=—'

2

s
devera ser proximo de 1, se as varidncias estatisticas estimarem o mesmo parametro. Os
matematicos estatisticos tem trabalhado na distribuigio expectavel desta estatistica que
denominaram distribui¢do F, a qual é descrita por uma equagdo matematica complicada
que ndo vai aqui ser descrita. Contrariamente a distribui¢do t a forma da distribui¢do F
depende de dois tipos de graus de liberdade o1 e 62.

A distribuigdo F ¢ uma distribui¢do de probabilidade tedrica e o quociente das
varidncias das amostras s,”/ s,” sdo estimadores estatisticos que podem ou ndo seguir
uma distribuigio F.

Para um numero de graus de liberdade muito baixo a distribuigdo toma a forma
de L mas a medida que esse valor aumenta a distribuigio descreve uma curva com um
maximo que se desloca para a direita. As tabelas da distribuicdo F apresentam a fungdo
de distribui¢do cumulativa para varios valores de probabilidade seleccionados (Sokal e
Rohlf, 1981; Gomez e Gomez, 1984; Carvalho, 1988; Siegel e Morgan, 1996).

Quando pretendemos testar a hipdtese nula Ho: 1, = po=....... = U,, determinamos,
por leitura ou por interpolagédo, o valor critico da tabela correspondente ao nimero de
graus de liberdade respectivo, para um determinado nivel de confianga. Calculamos o

valor do F estatistico que, nesta situagdo, € igual ao quociente da varidncia entre
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grupos pela varidncia no interior dos grupos. Se o valor do F estatistico for superior
ao valor critico da tabela, rejeitamos a hipotese nula de as médias dos grupos estimarem
populagGes idénticas e concluimos que existem diferencas entre eles. Caso contrario, as
diferencas observadas nio podem ser consideradas estatisticamente significativas e
aceitamos a hipétese nula. (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez e Gomez, 1984; Carvalho,

1988; Siegel e Morgan, 1996).

3.4.2.11.Comparacio entre médias

Quando o teste F nos permite detectar diferencas significativas entre os grupos,
em estudos planeados, como fizemos no nosso trabalho, podemos passar a uma segunda
fase da andlise de variancia para determinar efectivamente quais os grupos que sio
significativamente diferentes. Caso contrario, nio faz sentido prosseguir, uma vez que
ndo foram estabelecidas diferencas reais entre os grupos da populacdo (Sokal e Rohif.
1981, Gomez e Gomez, 1984, Siegel e Morgan, 1996).

Neste segundo estagio, a média estatistica de cada grupo ¢ comparada com a
média estatistica dos outros grupos utilizando testes que derivam do teste t . Estes testes
fazem sentido quando pretendemos avaliar se os tratamentos efectuados contribuiram
para as diferengas observadas entre os grupos (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez e Gomez,
1984; Siegel e Morgan, 1996).

Os testes sdo semelhantes aos que sdo utilizados para comparar dois grupos mas,
nestes casos, utilizamos estimativas da dispersdo em “pools” de todos os grupos, mesmo
quando s6 comparamos dois grupos, uma vez que a estiﬁlativa com base no “pool” de

variancia nos da um teste mais sensivel. Assim, para aceitar que as médias de dois grupos
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particulares sdo significativamente diferentes, calcularemos o desvio padrdo do “pool” e
o seu namero adequado de graus de liberdade.

Existem muitas vias para comparar médias de tratamentos testados numa
experiéncia, que sio também vulgarmente designados pér compara¢do de pares ou
comparagio de grupos (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez ¢ Gomez, 1984, Siegel € Morgan,
1996).

A comparagio de pares é a comparagdo mais simples e utilizada mais
frequentemente em analise de sistemas biologicos. Entre os testes utilizados em
investigagdo biologica destacam-se o teste LSD (least significant difference) e o teste de
Duncan ou DMRT de “Duncan’s multiple range test” (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez ¢
Gomez, 1984).

O teste LSD ¢ adequado para efectuar uma comparagéo planeada de pares mas
ndo é correcto para comparar todos os possiveis pares de médias, especialmente quando
o numero de tratamentos ¢ elevado, uma vez que a probabilidade de pelo menos um par
possuir uma diferenca que exceda o valor de LSD aumenta com o numero de
tratamentos a serem testados. Deste modo, deve evitar-se o teste LSD para comparagio
de todos os possiveis pares de médias e por esse motivo ndo sera aqui descrito (Sokal e

Rohlf, 1981; Gomez e Gomez, 1984).

3.4.2.12.Teste de Duncan

Quando o nimero total de tratamentos ¢ elevado o teste de Duncan € mais
adequado. O procedimento envolve o calculo de fronteiras numéricas ou intervalos de
confianga que permitam considerar como significativas ou ndo as diferengas observadas

entre quaisquer duas médias de tratamentos (Gomez e Gomez, 1984)
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O procedimento comparativo para o calculo dos valores passa pela ordenagio
das médias estatisticas de todos os tratamentos por ordem crescente ou decrescente do

seu valor e pelo calculo do valor do desvio-padréo da média Sd utilizando a equagdo:

Seguidamente, calculam-se (a-1) intervalos de confianga R » pela expressio:

rp)(sa
Rp=£“li/)—(§—l parap=2,3...a

onde a corresponde ao numero total de tratamentos, si ao desvio-padrio da média das
médias ja calculados e r, diz respeito aos valores tabelados dos intervalos de confianga
da distribuicdo de “student” dependentes da posicdo de ordenagdo p de cada média
estatistica e de a (n-1) graus de liberdade.

Uma vez determinados os valores de Rp, calcula-se a diferenca entre a média
estatistica mais elevada e o maior valor de Rp, ou seja, o valor de Rp com p =t, que sera
comparado com os valores das outras médias estatisticas.

Quando as médias estatisticas sdo inferiores a essa diferenca, consideram-se
significativamente diferentes da média estatistica mais elevada (Duncan e Degroot, 1976;
Gomez e Gomez, 1984).

Em seguida, repetem-se os passos anteriores, calculando-se uma nova diferenca
com os valores de Rp e das médias dos tratamentos remanescentes e procede-se como
anteriormente. O processo repete-se até se comparar todos os pares de grupos em

estudo (Gomez e Gomez, 1984).
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3.4.2.13 Erros

A utilizagdo da analise estatistica conduz a resultados mais ou menos provaveis e,
como tal, a interpretacdo tedrica dos testes de hipoteses apresentados anteriormente
podem levar a que se cometam dois tipos de erros: tipo I e tipo II, ou seja a rejeicdo de
uma hipotese nula verdadeira ou a aceitagdo de uma falsa hipotese nula, respectivamente.

O erro do tipo II ndo € facil de controlar porque depende do rigor com que as
médias estatisticas das amostras estimam a média das populagdes e essa informacdo nos
ndo temos. Uma vez que o estigio de agrupamento exige a detecgdo de diferengas
significativas pelo teste F, a combinagdo de ambos os procedimentos exerce um certo
controlo sobre os erros do tipo I com um nivel de significincia a, isto €, se ndo existirem
de facto diferengas entre as médias dos grupos da populag@o entdo as conclusdes para
uma dada experiéncia sdo erradas e s6 0% das vezes descobrimos diferengas
significativas entre eles.

Deste modo o erro do tipo I é controlado a a% da extensdo em que 0s erros
ocorrem numa determinada situacdo (Sokal e Rohlf, 1981; Gomez e Gomez, 1984

Siegel e Morgan, 1996).

3.4.3 Metodologia utilizada neste trabalho

Os resultados estatisticos deste trabalho s3o apresentados de forma grafica tendo
em vista dar um panorama geral dos mesmos de maneira simples e rapida. As
representagdes utilizadas sdo linhas ou curvas com escala aritmética e graficos de barras.

Os elementos incluidos em cada representagio grafica sdo o titulo, a legenda explicativa
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da natureza dos resultados e a origem dos mesmos. As coordenadas sio o mais pequeno
possivel, estando as unidades indicadas de forma clara.

No caso particular dos graficos de barras, a forma de representacdo mais
utilizada neste trabalho, a sua espessura é arbitraria mas o seu comprimento ¢é
proporcional ao valor absoluto do componente que representa, como ¢ recomendado em
Sokal e Rohlf (1981, 1997).

Utilizamos, como estatistica de localizagdo, a média aritmética. Para tal,
utilizamos sempre os resultados com precisdo o mais semethante possivel, uma vez que a
meédia aritmética s6 devera ser utilizada no caso de possuirmos resultados igualmente
seguros.

Utilizamos o desvio-padrio da média como medida da dispersdo dos resultados,
na representagdo de medidas como o peso do animal ou o volume de agua ingerido,
obtidos com os animais intactos, ou na representagio das concentra¢des e actividades
enzimadicas do figado, porque o desvio-padrdo da média quantifica o afastamento das
médias dos valores das amostras relativamente 4 média da populagdo, reflectindo, por
esse motivo, o facto de a média das amostras constituir uma estimativa mais precisa da
média da populagio do que as observagdes individuias (Sokal e Rohlf, 1981, 1997,
Siegel e Morgan, 1996).

Os resultados obtidos com o animal intacto, como o peso corporal ou dos orgios
seleccionados, o volume de agua ou a quantidade de alimentos ingeridos, assim como os
conteudos e actividades enzimaticas do sistema P450, glutationo S-transferase e
glutationo redutase hepaticos, foram submetidos a analise de varidncia e ao teste de
Duncan. Os resultados obtidos com rins, testiculos, e timo ndo foram submetidos a esse

tratamento por serem triplicados de “pools™ do orgio de cada grupo de cinco animais e
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incluirem ja a dispersdo devido a variacio biologica. Por esse motivo, calculamos apenas
a média aritmética dos triplicados e o respectivo desvio-padrdo que utilizamos para a
representag@o grafica dos resultados.

Neste trabalho, testamos a existéncia de diferengas significativas na resposta do
peso corporal, do volume de agua ingerida e de outros pardmetros registados com o
animal inteiro, assim como do sistema P450 e de alguns enzimas do metabolismo do
glutationo do figado, ao isoproturdo, em duas fases distintas do desenvolvimento de
ratos machos Wistar. Para esse efeito, constituimos grupos de ratos o mais semelhantes
possiveis em termos de peso, idade ou doses administradas, tendo comparado entre si 0s
resultados das variaveis por analise de varidncia simples.

Procedemos ao calculo da varidncia total (s%) para todos os grupos em estudo,
da varidncia entre grupos e da variincia no interior dos grupos para termos uma
ideia sobre a variagdo individual e o erro experimental.

Aceitamos diferengas significativas entre os grupos comparados, negando a
hipotese nula Ho : py = o =........ = U, nas situagdes em que o valor do F-estatistico, o
quociente da variancia entre os grupos pela varidncia no interior dos grupos, excedeu
o valor tabelado de F, para os respectivos graus de liberdade, com o nivel de
significincia de 99% (Apéndice A).

Procedemos a discriminagdo dos grupos significativamente diferentes pelo teste
de Duncan, pressupondo-se que as diferengas entre grupos sdo devidas aos tratamentos
fixos.

Os calculos e as representagdes graficas que apresentamos foram efectuados
utilizando os programas Excell 97 e SPSS Base 8.0 for Windows licenciados pela

Microsoft para a Universidade de Evora.
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3.5 .Equipamento

¢ Balanca analitica da marca Mettler, modelo AE 200

e Balancga técnica da marca Mettler, modelo PJ 3000

e Banho de ultra-sons da marca Sonorex, modelo Bandelin RK 100

e Banho termostatizado com agitagio da marca Selecta Unitronic, modelo 3200 R

¢ Bidestilador da marca Aquatron, modelo A 4D

o Centrifuga da marca Hermle, modelo Z380

¢ Cromatografo para cromatografia liquida de elevada eficacia (HPLC) da marca Isco
constituido por uma bomba modelo 2350, gradiente modelo 2360 e detector UV/Vis,
modelo V4R, com sistema de aquisigdo e tratamento automatico de resultados pelo
software Star Chromatography Workstation 03-914401 em computador IBM 325 T/S

e Espectrofluorimetro de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-5001 PC

e Espectrofotometro de feixe duplo da marca Hitachi, modelo U2000, com banho
termostatizado e sistema de circulagdo de dgua da marca Grant.

e Homogeneizador tipo Potter da marca TRI- R Instruments STiR-R, modelo K41

o Medidor de pH da marca Metrohm, modelo 691

e Supercentrifuga da marca Hermle, modelo Z382 K

e Ultracentrifuga da marca Sorvall, modelo Ultra 80 TM & Combi Plus equipada com o
rotor Sorvall T-875

e Vortex da marca Heidolph, modelo Reax 2000
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3.6.Reagentes

e Acetato de aménio, pro-analise, 98,0%, MERCK, Darmstadt

e Acetilacetona, pro-analise (d = 1,05) 99,5%, MERCK, Darmstadt

e Acetonitrilo, Lichrosolv gradiente grade para cromatografia (d = 0,78) 99,8%,
MERCK, Darmstadt

e Acido acético glacial, pro-analise (d = 0,97) 100%, MERCK, Darmstadt

¢ Acido cloridrico, pro-analise (d = 1,19) 37%, MERCK, Darmstadt

e Acido DL-isocitrico, pro-analise, 96,0%, Sigma, St. Louis

e Acido -etilenodiaminotetracético (sal dissodico), pro-analise, 99,0%, MERCK,
Darmstadt

e Agua, Lichrosolv gradiente grade para cromatografia, MERCK, Darmstadt

e Albumina sérica bovina, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

e Azoto R, Ar Liquido, Lisboa

e Carbonato de sodio anidro, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

e Cianeto de potassio, pro-analise, 97,0%, MERCK, Darmstadt

¢ Citocromo c, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

¢ Cloreto de potassio, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

o Cloreto de sodio, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

¢ 1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno, pro-analise, 98,0 %, Sigma, St. Louis

¢ Diclorometano, pro-analise (d = 1,32) 99,5%, MERCK, Darmstadt

¢ Dihidrogenofosfato de potassio, pré-andlise, 99,0%, MERCK, Darmstadt

¢ Dihidrogenofosfato de sodio, pré-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt
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Dinucleoétido de nicotinamida e adenina reduzido (sal de sodio), pro-analise, 97,0 %,
Sigma, St. Louis

Ditionito de sodio, pro-analise, >99,0%, MERCK, Darmstadt

Etanol, pro-analise (d = 0,79) 99,8%, MERCK, Darmstadt

7-Etoxicumarina, pro-analise, 99,5%, Sigma, St. Louis

7-Etoxirresorufina, pro-analise, > 99,0 %, Sigma, St. Louis

Fenol, pro-analise, BDH, England

Ferricianeto de potassio, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (sal sodico) pro-analise, 98,0%,
Sigma, St. Louis

Fosfato de dinucleotido de nicotinamida e adenina reduzido (sal de sodio) pro-analise,
98,0%, Sigma, St. Louis

Glicina, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis.

Glutationo, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Glutationo reduzido, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Hidrocloreto de etilmorfina, pro-analise, Sigma, St. Louis

Hidrocloreto de semicarbazida, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
Hidrogenofosfato de sodio di-hidratado, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt
7-Hidroxicumarina, pré-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Hidroxido de bario octahidratado, pro-analise, 98,0%, MERCK, Darmstadt
Hidroxido de sodio, pro-analise, 99,0%, MERCK, Darmstadt

2a-Hidroxitestosterona, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

16 a-Hidroxitestosterona, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

6/-Hidroxitestosterona, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

159



11/-Hidroxitestosterona, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Isocitrato desidrogenase (de coragdo de porco), pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis
Metanal, pro-analise (d = 1,09) 37%, MERCK, Darmstadt

Metanol, Lichrosolv gradiente grade para cromatografia, (d = 0,79) MERCK,
Darmstadt

Mondxido de carbono grau CA 15°, R1.93B, Ar Liquido, Lisboa

Ortofosfato de tripotassio, pro-analise, 98,0%, Sigma, St. Louis

Piridina, pré-analise (d = 0,98) MERCK, Darmstadt

Reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteau, pro-analise, Sigma, St. Louis
Resorufina, pro-analise, >99,0%, Sigma, St. Louis

sulfato de magnésio hepta-hidratado, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

Sulfato de zinco, pro-analise, 99,5%, MERCK, Darmstadt

Tartarato de sodio e potassio tetra-hidratado, pro-analise, 99,9%,MERCK, Darmstadt
Testosterona, pro-analise, 99,0%, Sigma, St. Louis

Tris (hidroximetil) aminometano, pro-analise, 99,9%, MERCK, Darmstadt
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4.Resultados






4.1.Influéncia da idade e do tratamento com 1soproturdo em ratos

machos Wistar

Apresentamos nesta secgdo os resultados que traduzem a influéncia da idade e
do tratamento com isoproturdo no peso corporal, na quantidade de alimentos e de agua

ingeridos, assim como na quantidade de fezes e de urina produzidos durante os ensaios.

4.1.1.Peso do corpo

O peso corporal aumentou significativamente (P<0,01) entre as 7 e as 12
semanas de vida, como podemos observar, comparando, na figura 4.1., os valores
obtidos para os ratos controlo de cada idade. A referida representagdo grafica mostra-
nos ainda que o tratamento com isoproturdo ndo afectou o peso do corpo nas duas
idades estudadas, pois ndo registamos diferengas significativas (P<0,01) entre os grupos

a que se administrou o xenobidtico e os respectivos grupos controlo de cada idade.

350
300 r

200 r
150 r
100 F

Peso do corpo (g)
N
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i
[

It L

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

<o

07 semanas W 12 semanas

Figura 4.1. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no peso do corpo de ratos
machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrio da
média. Os grupos assinalados com letras diferentes sfo significativamente diferentes
para P<0,01.
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4.1.2.Quantidade total de alimentos ingeridos

A quantidade total de alimentos ingeridos durante os ensaios nio variou
significativamente (P<0,01) entre as 7 ¢ as 12 semanas de vida, como pode ser

observado na figura 4.2.

140 r
120 -
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ab ab
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Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas B 12 semanas

Figura 4.2. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturio na quantidade de alimentos
ingeridos por ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais +
desvio-padrdo da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

A mesma figura mostra-nos ainda que o tratamento dos animais pubertais com
isoproturdo sO afectou significativamente (P<0,01) a quantidade total de alimentos
ingeridos pelos ratos injectados com a dose de 1mg/Kg, sendo inferior a dos animais
controlo com 7 semanas de vida.

Nos animais maturos, ndo ocorreram variagdes significativas (P<0,01) devido ao

tratamento com o xenobiotico.
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4.1.3.Quantidade total de agua ingerida

A figura 4.3. mostra-nos que o volume total de agua ingerida ao longo dos

ensaios ndo variou significativamente (P<0,01) entre as 7 e as 12 semanas de vida.

g g

8

2

8

Volume de agua (mL)

3

(]

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

[07 semanas W 12 semanas

Figura 4.3. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na quantidade de 4gua ingerida
por ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais * desvio-
padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para P<0,01.

A referida representagdo grafica mostra-nos ainda que o tratamento com o

xenobidtico também ndo afectou a quantidade total de agua ingerida durante os ensaios,

uma vez que ndo observamos diferengas significativas (P<0,01) entre o volume de agua

que ratos tratados e ratos controlo ingeriram.

4.1.4.Quantidade total de fezes produzidas

O peso total de fezes produzidas ao longo dos ensaios também ndo variou
significativamente (P<0,01) entre os grupos controlo de cada idade estudada, como

podemos observar na figura 4.4.
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Figura 4.4. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturio na quantidade de fezes
produzidas por ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais +
desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

A mesma representag@o grafica mostra-nos ainda que, nos animais tratados com
isoproturdo, apenas no grupo de ratos pubertais injectados com a dose de 1 mg/Kg e no

grupo de ratos adultos injectados com a dose de 9 mg/Kg ocorreu uma pequena

diminui¢do com significado estatistico (P<0,01).

4.1.5.Quantidade total de urina produzida

A figura 4.5. mostra-nos que o volume total de urina produzida ao longo dos
ensaios ndo variou significativamente (P<0,01) entre as 7 e as 12 semanas de vida.

A referida representagdo grafica revela-nos ainda que o tratamento com o
xenobidtico também ndo afectou a quantidade total de urina produzida durante os
ensaios, uma vez que ndo observamos diferengas significativas (P<0,01) entre ratos

tratados e controlo de ambas as idades.

166



160
140 +
120 r
100 r

Volume de urina (mL)

o 88 38

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

87 semanas M 12 semanas
Figura 4.5. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na quantidade de urina
produzida por ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais +

desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2 Influéncia da idade e do tratamento com isoproturfio no figado

de ratos machos Wistar

Apresentamos neste subcapitulo os resultados que traduzem a influéncia da
idade e do tratamento com isoproturio no peso do figado, na sua relagéo com o peso do
corpo, na concentragdo € na actividade enzimatica de constituintes da fracgdo
microssomal e do citosol hepatico.

As actividades enzimaticas NADPH (P450) redutase, glutationo S-transferase da
fraccdo microssomal, glutationo S-transferase do citosol e glutationo redutase foram
calculados a partir dos coeficientes angulares de rectas de regressdo com coeficientes de
correlagdo que cairam nos intervalos 0,977998-0.999781; 0,994743-0,999430,

0,960507-0,999936 e 0,996991-0,999720, respectivamente.
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4.2.1.0rgdo intacto

4.2.1.1.Peso hiuimido

O peso humido do figado aumentou significativamente (P<0,01) entre as 7 e as
12 semanas de vida, como pode ser observado na figura 4.6.
O tratamento com isoproturdo ndo afectou significativamente (P<0,01) o peso

himido deste orgdo nas duas idades estudadas.
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07 semanas B 12 semanas

Figura 4.6. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo no peso himido de figado de
ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrio
da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdio significativamente
diferentes para P<0,01.

4.2.1.2 Relagdo peso humido do orgdo / peso do corpo

A relagdo peso figado/peso do corpo sofreu uma pequena diminui¢io com
significado estatistico (P<0,01) entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos

observar na figura 4.7.
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A mesma representagio grafica mostra-nos ainda que o tratamento com
isoproturdo ndo provocou alteragdes significativas (P<0,01) na relagdo peso do

figado/peso do corpo, relativamente aos controlos de cada idade.
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Figura 4.7. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na relagio peso do figado/ peso
do corpo de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais +
desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4 .2.2 Fracgio microssomal

4.2.2.1.Concentragdo de proteina total

A concentragio de proteina total da frac¢do microssomal hepatica sofreu um
pequeno aumento entre as 7 e as 12 semanas de vida que so foi significativo para
(P<0,05), como pode ser observado na figura 4.8..

A mesma figura mostra-nos, também, que o tratamento com isoproturdo
provocou apenas uma diminuigio significativa (P<0,05) da concentragio proteica

microssomal no grupo de animais com 7 semanas de idade que foram tratados com a
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dose de 3mg/Kg. Podemos observar ainda que nos animais sexualmente maturos o
efeito foi contrario ao observado nos ratos mais jovens, ocorrendo um aumento
significativo (P<0,01) da concentracdo de proteina total da frac¢gdo microssomal em

qualquer dos grupos injectados com o xenobidtico.

Concentragio de proteina total

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas B 12 semanas

Figura 4.8. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na concentragdo de proteina
total da fracgdo microssomal (mg/g de tecido humido) de figado de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrio da média. Os
grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente diferentes para
P<0,01.

4.2.2.2. Concentragdo de citocromo P450

A concentragdo de citocromo P450 do figado sofreu um aumento significativo
(P<0,01) entre a puberdade e fase de adulto jovem, como nos mostra a figura 4.9.

Através dessa representagé@o grafica, podemos ainda observar que a concentragio
hepatica de citocromo P450 diminuiu, nos ratos injectados com o isoproturdo, as 7
semanas de vida. Mais uma vez a resposta ao xenobiotico dada pelos ratos mais velthos

foi diferente dos ratos pubertais, uma vez que ocorreu um aumento significativo
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(P<0,01) da concentragio de citocromo P450 nos ratos injectados com o isoproturdo as
12 semanas de idade.
Em cada fase etaria, o efeito provocado pelo xenobiético, , so foi significativo

(P<0,01) para os grupos de ratos tratados com as doses de 1 e 3 mg/Kg.

Concentragio de citocromo P450
(nmol/mg)
o
[=,}

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas W 12 semanas

Figura 4.9. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturio na concentragdo de citocromo
P450 da fracgdo microssomal do figado de ratos machos Wistar (nmol/mg de
proteinas microssomais). Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-
padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para P<0,01.

4.2.2.3.Concentragdo de citocromo b5

A concentragdo de citocromo b5 do figado ndo se alterou entre as 7 e as 12
semanas de vida, uma vez que nio observamos variagdes significativas entre os grupos

controlos de cada idade, como se conclui da figura 4.10..
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A referida figura mostra-nos, ainda, que o tratamento com isoproturdo provocou
em qualquer das idades estudadas, uma diminui¢do da concentra¢do de citocromo bS5

que foi significativa (P<0,01) nos ratos injectados com as doses de 1 e 3 mg/Kg.

250 d
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Figura 4.10. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragdo de citocromo
b5 da fracgdo microssomal do figado de ratos machos Wistar (pmol/mg de
proteinas microssomais). Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-
padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.4 Concentragdo de hemo

A concentragdo de hemo da frac¢io microssomal hepatica sofreu um aumento
significativo (P<0,01) entre a puberdade e a fase de adulto jovem, como podemos
observar através da figura 4.11.

A mesma representagdo grafica permite-nos observar que o tratamento com o
isoproturdo exerceu um efeito diferente em cada idade estudada, ocorrendo um

acentuado decréscimo da concentracdo de hemo com significado estatistico (P<0,01)
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nos ratos com 7 semanas de vida que foram injectados com as doses de 1 e 3 mg/Kg, o
que foi contrariado nos ratos maturos por um aumento significativo (P<0,01) para essas
mesmas doses. No entanto, as diferengas observadas sdo significativas para todas as
doses quando consideramos P<0,05. Apesar de nos ratos maturos ndo ser possivel
estabelecer uma relag@o clara entre a dose de isoproturdo injectada e o efeito observado,
nos ratos mais jovens observa-se que o efeito diminuiu & medida que a dose

administrada aumentou.
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Figura 4.11. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragdo de hemo da
fracgio microssomal do figado de ratos machos Wistar (nmol/ mg de proteinas
microssomais). Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrdo da
média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para P<0,01.

4.2.2.5 Actividade enzimatica NADPH (P450) redutase

A figura 4.11. mostra-nos que a actividade enzimatica NADPH (P450) redutase
microssomal hepatica aumentou significativamente (P<0,01) entre a puberdade e a fase

de adulto jovem.
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A referida representagdo grafica também nos revela que o tratamento com o
isoproturdo provocou um decréscimo significativo (P<0,01) desta actividade catalitica
em qualquer das idades estudadas, embora nos animais mais jovens o efeito parega

diminuir a medida que a dose injectada aumentou.
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Figura 4.12. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na actividade enzimaitica
NADPH (P450) redutase da fraccdo microssomal do figado de ratos machos Wistar
(nmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média de 5
animais + desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo

significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.6. Actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase

A actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase da frac¢do microssomal
do figado aumentou entre a puberdade e a fase de adulto jovem, como pode ser
observado pelas diferengas significativas (P<0,01) registadas para os grupos controlo na

figura 4.13.
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Através dessa representagdo grafica, podemos ainda observar que o efeito
produzido pelo tratamento com isoproturdo depende da idade, uma vez que, em todos os
grupos de ratos pubertais injectados com o xenobidtico, ocorreu uma diminuigdo
significativa (P<0,01) desta actividade catalitica, mas nos ratos adultos tratados com as

doses de 1 e 3 mg/Kg ocorreu um aumento significativo (P<0,01).

Actividade enzimatica ECOD
(pmol/min.mg)
N
3

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

37 semanas B 12 semanas

Figura 4.13. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimética 7-
etoxicumarina O-desetilase da fracgdo microssomal do figado de ratos machos
Wistar (pmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média
de 5 animais * desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras
diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.7. Actividade enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase

A actividade 7-etoxirresorufina (O-desetilase microssomal hepatica aumentou
entre as 7 e as 12 semanas de vida, conforme podemos observar na figura 4.14 através

da diferenca significativa (P<0,01) registada entre os grupos controlo.
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A partir da figura 4.14, podemos igualmente observar que o tratamento com o
isoproturdo ndo afectou significativamente (P<0,01) esta actividade enzimatica nos
animais com 7 semanas de vida. No entanto, nos animais adultos jovens, ihjectados com
as doses de 3 e 9 mg/Kg, o xenobidtico provocou um aumento significativo (P<0,01)

desta actividade catalitica.
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Figura 4.14. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturio na actividade enzimatica 7-
toxirresorufina O-desetilase da fracgdo microssomal do figado de ratos machos
Wistar (pmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média
de 5 animais * desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras

diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2 .8.Actividade enzimatica etilmorfina N-desmetilase

A actividade enzimatica etilmorfina N-desmetilase da fracgdo microssomal do
figado aumentou acentuadamente entre a puberdade e a fase de adulto jovem, como
podemos observar na figura 4.15. onde se registaram valores significativamente

diferentes (P<0,01) entre os grupos controlo de cada idade.
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A referida representagdo grafica mostra-nos também que o tratamento com o
isoproturdo provocou em qualquer dos etadios de desenvolvimento que estudamos, uma
diminuigdo significativa (P<0,01) desta actividade enzimatica, ndo dependente da dose

administrada.
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Figura 4.15. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
etilmorfina N-desmetilase da fracgdo microssomal do figado de ratos machos
Wistar (nmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média
de 5 animais t+ desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras

diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.9 Actividade enzimatica 6 F-testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 6f-testosterona hidroxilase microssomal hepatica
aumentou acentuadamente com a idade, como pode ser observado na figura 4.16 pelas
diferencas significativas (P<0,01) determinadas entre os grupos controlo de cada idade .

A referida figura permite-nos também observar que o tratamento com

isoproturdo ndo produziu efeitos significativos (P<0,01) sobre a actividade enzimatica
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6 testosterona hidroxilase hepatica dos ratos pubertais, apesar de ter provocado nos -

ratos adultos jovens um decréscimo significativo (P<0,01).
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Figura 4.16. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 63
testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal do figado de ratos machos Wistar
(nmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média de 5
animais * desvio-padrdo da média. Os grupos assinalados com letras diferentes s3o
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.10.Actividade enzimatica 16 a-testosterona hidroxilase

A figura. 4.17. mostra-nos que a actividade enzimatica 16a-testosterona
hidroxilase da fraccdo microssomal hepatica aumentou significativamente (P<0,01)
entre as 7 e as 12 semanas de vida.

A mesma representagio grafica revela-nos, ainda, que o tratamento com
isoproturdo provocou em qualquer das idades estudadas uma diminuicdo significativa

(P<0,01), e ndo dependente da dose administrada, desta actividade enzimatica.
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Figura 4.17. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 16a-
testosterona hidroxilase da frac¢io microssomal do figado de ratos machos Wistar
(pmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa 2 média de 5
animais * desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.11.Actividade enzimatica 11 f-testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 11-S-testosterona hidroxilase da frac¢do microssomal
hepatica também sofreu um aumento acentuado com a idade, como pode ser observado
na figura. 4.18. pelas diferencgas significativas (P<0,01) registadas entre os grupos
controlo de cada idade. A referida figura permite-nos, ainda, observar que o tratamento
dos ratos pubertais com o isoproturdo ndo afectou significativamente (P<0,01) esta
actividade enzimatica, mas provocou um decréscimo significativo (P<0,01) acentuado,

nos animais adultos.
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Figura 4.18. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 114
testosterona hidroxilase da frac¢do microssomal do figado de ratos machos Wistar
(pmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média de 5
animais * desvio-padrdo da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.12.Actividade enzimatica 2 a-testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 2a-testosterona hidroxilase da frac¢do microssomal
hepatica aumentou significativamente (P<0,01) entre as 7 e as 12 semanas de vida,
como podemos observar na figura 4.19..

A referida figura permite-nos ainda observar que, nos ratos pubertais, o
tratamento com isoproturdo ndo afectou esta actividade enzimatica, mas provocou um
decréscimo significativo (P<0,01) que foi acentuado para a dose de 3mg/Kg nos animais

com 12 semanas de vida.
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Figura 4.19. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdio na actividade enzimatica 2 a-
testosterona hidroxilase da fracgio microssomal do figado de ratos machos Wistar
(pmol/min.mg de proteinas microssomais). Cada coluna representa a média de 5
animais + desvio-padrdo da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.2.13.Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A figura 4.20 mostra-nos que ocorreu um aumento significativo (P<0,01) da
actividade catalitica glutationo S-transferase microssomal do figado, entre as 7 ¢ as 12
semanas de vida.

O tratamento de ratos pubertais com isoproturdo ndo exerceu qualquer efeito
sobre esta actividade enzimatica. No entanto, o tratamento de ratos adultos com a dose
Img/Kg provocou um decréscimo significativo (P<0,01) da actividade enzimatica

glutationo S-transferase microssomal.
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Figura 4.20. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo S-transferase da fracgdo microssomal do figado de ratos machos Wistar

(pmol/min.mg de proteinas). Cada coluna representa a média de 5 animais +

desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2 3.Citosol

4.2.3.1.Concentracdo de proteina total

A figura 421 mostra-nos que a concentragdo de proteina total do citosol
hepatico ndo sofreu variagdo significativa (P<0,01) com a idade entre as 7 € as 12
semanas de vida.

O tratamento com isoproturdo também ndo provocou qualquer efeito sobre a
concentragdo proteica do citosol hepatico, em qualquer das idades seleccionadas para o

estudo.
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Figura 4.21. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragio de proteina
total do citosol do figado de ratos machos Wistar (mg/g de figado). Cada coluna
representa a média de 5 animais + desvio-padrio da média. Os grupos assinalados
com letras diferentes sdo significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.3.2.Actividade enzimatica glutationo S-transferase

Os valores da actividade enzimatica glutationo S-transferase do citosol hepatico
aumentaram significativamente (P<0,01) entre as 7 e as 12 semanas de idade, como
pode ser observado na figura 4.22.

A mesma representacdo grafica, mostra-nos ainda que o tratamento com
isoproturio provocou nos animais pubertais uma diminuigdo significativa desta
actividade catalitica (P<0,01), e ndo dependente da dose administrada.

Nos animais adultos, pelo contrario, observamos um aumento significativo
(P<0,01) da actividade enzimatica glutationo S-transferase que, neste caso, parece

depender da dose do xenobidtico que foi administrada.
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Figura 4.22. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo S-transferase do citosol do figado de ratos machos Wistar (nmol/min.mg
de proteinas do citosol). Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-
padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sfio
significativamente diferentes para P<0,01.

4.2.3.3.Actividade enzimatica glutationo redutase

A figura 4.23. mostra-nos que a actividade enzimatica glutationo redutase do
citosol hepatico sofreu uma pequena diminuigdo entre as 7 e as 12 semanas de vida a
qual s6 foi significativa quando consideramos P<0,05.

A referida representagdo grafica revela-nos igualmente que o tratamento dos
ratos pubertais com isoproturdo provocou uma diminuigio significativa da actividade
enzimatica glutationo redutase (P<0,01) e nio dependente da dose administrada.

No entanto, nos ratos mais velhos, ocorreu um aumento significativo (P<0,01)
desta actividade catalitica, que para as doses 1 e 3mg/Kg parece ser dependente da

quantidade de xenobidtico que foi injectada.
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Figura 4.23.inﬂuéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo redutase do citosol do figado de ratos machos Wistar (nmol/min.mg de
proteinas do citosol). Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrio
da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para P<0,01.

4.3 Influéncia da idade e do tratamento com 1Soproturdo nos rins

de ratos machos Wistar

Apresentamos neste subcapitulo os resultados que traduzem a influéncia da
idade e do tratamento com isoproturdo no peso dos rins, na relagdo entre o peso dos rins
e o peso do corpo, na concentragdo e actividade enzimatica de constituintes da fracgéo
microssomal e do citosol renal.

As actividades enzimaticas NADPH (P450) redutase, glutationo S-transferase da
frac¢do microssomal, glutationo S-transferase do citosol e glutationo redutase foram

calculados a partir dos coeficientes angulares de rectas de regressdo com coeficientes de
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correlagdio que cairam nos intervalos 0,991786-0.999944; 0,957151-0,998895;

0,983686-0,999391 e 0,996803-0,999791 respectivamente.
Acrescentamos, ainda, que ndo nos foi possivel detectar no tecido renal as
actividades enzimaticas etilmorfina N-desmetilase, 113 e 2a-testosterona hidroxilase

da frac¢@io microssomal, pelo que ndo apresentamos as correspondentes representagdes

graficas.

4.3.1.0rgéo intacto

4.3.1.1.Peso humido

O peso hiumido dos rins também aumentou significativamente (P<0,01) entre as

7 e as 12 semanas de vida, conforme pode ser observado na figura 4.24.
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Figura 4.24. Influéncia da idade € do tratamento com isoproturio no peso humido dos rins de
ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrio

da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para P<0,01.
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O tratamento com isoproturdo apenas provocou um aumento significativo

(P<0,01) do peso hiimido dos rins nos ratos adultos em que foi injectado na dose de

3mg/Kg.

4.3.1.2.Relagdo peso humido do orgdo/peso do corpo

A relagdo peso dos rins/peso do corpo diminuiu significativamente (P<0,01)
entre as 7 semanas € as 12 semanas de vida, conforme podemos observar na figura 4.25.
A referida figura mostra-nos também que o tratamento com isoproturdo ndo
provocou alteragdes na relagdo peso dos rins/peso do corpo, uma vez que nao
observamos diferengas significativas (P<0,001) entre os ratos tratados com o

xenobidtico e os ratos controlo de cada idade.
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Figura 4.25. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na relagdo peso dos rins/ peso
do corpo de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais +
desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo signi-
ficativamente diferentes para P<0,01.
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4.3.2 Fracgdo microssomal

4.3.2.1.Concentragdo de proteina total

A concentragdo da proteina total da fracgdo microssomal dos rins ndo variou
entre as 7 e as 12 semanas de vida, como pode ser observado na figura 4.26., quando

comparamos os resultados obtidos com os ratos controlo de ambas as idades.

Concentragéo de proteina total
(mg/g)

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas B 12 semanas

Figura 4.26. Influéncia da idade € do tratamento com isoproturdo na concentragio de proteina
total da fracgdo microssomal dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrio.

A referida figura permite-nos ainda observar que o tratamento com isoproturdo
provocou nos animais pubertais um pequeno aumento da concentragdo proteica
microssomal, enquanto que nos ratos adultos esse aumento so foi observado nos grupos

de animais injectados com as doses de 3 e 9 mg/Kg.
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4.3.2.2. Concentragdo de citocromo P450

A concentra¢do de citocromo P450 da fracgdo microssomal renal sofreu um
acentuado aumento entre as 7 e as 12 semanas de idade, como podemos observar na
figura. 4.27, quando comparamos os valores obtidos com os ratos controlo de cada

idade.
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Figura 4.27. Influéncia da idade € do tratamento com isoproturdo na concentragfio de citocromo
P450 da fracgdo microssomal dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrio.

A referida representagdo grafica mostra-nos também que o tratamento com
isoproturdo provocou nos ratos mais jovens um aumento acentuado da concentrag@o de
citocromo P450 renal enquanto que nos animais adultos ocorreu um decréscimo da

mesma dependente da dose do xenobiodtico que foi administrada.
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4.3.2.3.Concentragio de citocromo b5

A concentragdo de citocromo b5 da frac¢dio microssomal dos rins aumentou
acentuadamente entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na figura

4.28., quando comparamos os valores obtidos com os ratos controlo de cada idade.
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Concentragéo de citocromo b5
(pmol/mg)

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas B 12 semanas

Figura 4.28. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragdo de citocromo
b5 da fracgdo microssomal dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna representa

a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrio.

A mesma representacdo gréﬁéa mostra-nos, igualmente, que o tratamento de
ratos pubertais com isoproturdo provocou uma diminui¢do da concentragio de
citocromo b5 apenas nos animais injectados com a dose de 3mg/Kg, enquanto que nos
animais adultos esse efeito ocorreu em todos os grupos sujeitos ao tratamento, sendo

mais acentuado nos animais injectados com a dose de 1mg/Kg,.
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4.3.2.4.Concentragdo de hemo

A figura 4.29 mostra-nos que a concentragdo de hemo da fracgdo microssomal
dos rins sofreu também um acentuado aumento entre as 7 e as 12 semanas de vida,

quando comparamos os valores obtidos com os ratos controlo de ambas as idades.
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Figura 4.29.Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na concentragio de hemo
microssomal dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de

trés replicados de um “pool“ de 5 animais + desvio padréo.

A mesma figura permite-nos ainda observar que o tratamento dos animais mais
jovens com o isoproturdo provocou um aumento, da concentragdo renal de hemo,
dependente da dose, enquanto que nos animais maturos, pelo contrario, ocorreu um

decréscimo da mesma, o qual foi mais acentuado naqueles em que injectamos a dose de

Img/Kg.
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4.3.2.5.Actividade enzimatica NADPH (P450) redutase

A actividade enzimatica NADPH (P450) redutase, da fracgdo microssomal renal,
aumentou acentuadamente entre as 7 e as 12 semanas de vida, como pode ser observado

na figura 4.30..

(nmol/min.mg)
— “: »o

Actividade enzimatica NADPHred
IS)
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o

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

007 semanas B 12 semanas

Figura 4.30. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimitica
NADPH (P450) redutase da fracgdo microssomal dos rins de ratos machos Wistar.
Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais +

desvio-padrio.

A referida representagdo grafica mostra-nos, também que o tratamento dos ratos
pubertais com isoproturdo provocou uma diminui¢do desta actividade enzimatica de
forma dependente da dose do xenobidtico que foi injectada, mas observamos que o

efeito foi mais pronunciado nos ratos adultos que receberam as doses de 1 e 3 mg/Kg.
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4.3.2.6. Actividade enzimatica 7- etoxicumarina O-desetilase

A actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase da frac¢do microssomal
do tecido renal aumentou acentuadamente entre as 7 e as 12 semanas de vida como pode
ser observado na figura 4.31., na qual é evidente que o valor desta actividade catalitica

foi de facto muito baixo nos animais pubertais.
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Figura 4.31. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 7-
etoxicumarina O-desctilase da fraccdo microssomal dos rins de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool” de 5

animais + desvio-padrio.

A mesma figura permite-nos ainda observar que, nos animais mais jovens, 0O
tratamento com isoproturdo ndo afectou a actividade catalitica 7-etoxicumarina O-

desetilase, provocou um pequeno decréscimo mas nos ratos adultos injectados com as

doses de 1 e 3 mg/Kg.
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4.3.2.7. Actividade enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase

A actividade enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase da frac¢do microssomal
do tecido renal aumentou acentuadamente entre as 7 € as 12 semanas de idade como

pode ser observado na figura 4.32.
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Figura 4.32. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 7-

etoxirresorufina O-desetilase da fracgio microssomal dos rins de ratos machos

Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrio.

A referida figura mostra-nos também que o tratamento dos animais pubertais
com isoproturdo provocou apenas uma pequena diminui¢do desta actividade enzimatica

no grupo de ratos injectados com a dose de 9mg/Kg.

No entanto, nos animais adultos, observamos um decréscimo acentuado

dependente da dose de isoproturdo que foi administrada.
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4.3.2.8.Actividade enzimatica 6 f-testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 6f-testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal do

tecido renal diminuiu entre as 7 € as 12 semanas de idade, como pode ser observado na

figura 4.33.
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Figura 4.33. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimaética 65-
testosterona hidroxilase da fraccdo microssomal dos rins de ratos machos Wistar.
Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais +

desvio-padrio.

A referida representacdo grafica permite-nos ainda observar que o tratamento
com o isoproturdo provocou nos animais pubertais uma diminui¢do desta actividade
catalitica, que ndo se mostrou dependente da dose injectada. Nos animais sexualmente
maturos, pelo contrario, observamos um aumento acentuado da actividade catalitica 65
testosterona hidroxilase renal, variagdo esta que se mostrou positivamente dependente

da dose do xenobidtico que foi injectada
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4.3.2.9.Actividade enzimatica 16 a-testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 16a-testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal do

tecido renal diminuiu entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na

figura 4.34..
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Figura 4.34. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 16 -
testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal dos rins de ratos machos Wistar.
Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais +

desvio-padrio.

A mesma representagdo grafica mostra-nos também que o tratamento com
isoproturdo provocou nos ratos pubertais um decréscimo acentuado desta actividade
enzimatica, ndo dependente da dose administrada,. Contudo, observamos um aumento
acentuado da actividade catalitica 16a-testosterona hidroxilase, nos animais maturos

injectados com as doses de 1 e 3 mg/Kg, variagdo que ndo foi confirmada nos ratos

adultos tratados com a dose de 9 mg/Kg.
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4.3.2.10.Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A figura 4.35 mostra-nos que a actividade enzimatica glutationo S-transferase da
fraccio microssomal dos rins sofreu uma pequena diminui¢io entre as 7 e as 12
semanas de vida, como podemos observar quando comparamos os valores obtidos com

os ratos controlo de cada idade.
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Figura 4.35. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo S-transferase da fracgio microssomal dos rins de ratos machos Wistar.
Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais +

desvio-padréo.

A referida figura permite-nos, ainda, observar que esta actividade catalitica
aumentou de forma proporcional com a dose injectada, nos animais de qualquer das
idades eleitas para o estudo, embora esse efeito tenha sido muito mais acentuado em

ratos pubertais.
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4.3.3.Citosol

4.3.3.1.Concentragdo de proteina total

A concentrag@o de proteina total do citosol renal aumentou, entre as 7 € as 12
semanas de idade, como pode ser observado na figura 4.36 ao compararmos os valores

obtidos com os ratos controlo de cada idade.
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Figura 4.36. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragio de proteina
total do citosol dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de

trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio padrio.

A referida figura mostra-nos também que o tratamento dos ratos pubertais com
isoproturdo levou a um aumento da concentragdo de proteina total do citosol renal.

No entanto, observamos um efeito diferente nos ratos adultos tratados com o
xenobidtico, pois nos animais injectados com as doses de 3 e 9 mg/Kg até ocorreu um

decréscimo da concentragdo proteica do citosol.
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4.3.3.2.Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A actividade enzimitica glutationo-S-transferase do citosol renal ndo variou

entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na figura 4.37..
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Figura 4.37. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimdtica
glutationo S-transferase do citosol dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrdo.

Pela referida figura podemos ainda constatar que o tratamento dos ratos
pubertais com o isoproturdo levou a uma diminui¢do dessa actividade catalitica, um
efeito que foi mais pronunciado no grupo de ratos injectados com a dose de 3mg/Kg.

Pelo contrario, nos animais maturos, observamos que O tratamento com
isoproturdo provocou um aumento da actividade enzimatica glutationo S-transferase do

citosol renal e que esse efeito foi dependente da dose do xenobiotico injectada.
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4.3.3.3.Actividade enzimatica glutationo redutase

A actividade enzimatica glutationo redutase ndo variou entre as 7 e as 12
semanas de vida, como podemos observar na figura 4.38. A mesma figura mostra-nos
também que o tratamento com isoproturdo provocou em ambas as idades um aumento
desta actividade catalitica, efeito este que foi dependente da dose de xenobidtico

injectada.
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07 semanas B 12 semanas
Figura 4.38.Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica

glutationo redutase do citosol dos rins de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool* de 5 animais + desvio-padrio.

4.4 Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo nos testi-

culos de ratos machos Wistar

Apresentamos neste subcapitulo os resultados que traduzem a influéncia da
idade e do tratamento com isoproturdo no peso dos testiculos, na sua relagio com o peso
do corpo, assim como na concentragdo e actividade enzimatica de constituintes

microssomais e do citosol.
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As actividades enzimaticas NADPH (P450) redutase, glutationo S-transferase da
fraccdo microssomal, glutationo S-transferase e glutationo redutase do citosol foram
calculados a partir dos coeficientes angulares de rectas de regressdo com coeficientes de
correlagio que cairam nos intervalos 0,969614-0.999728; 0,968242-0,999925;
0,998850-0,999825 e 0,995002-0,999552, respectivamente.

Acrescentamos, ainda, que nio nos foi possivel detectar, com a metodologia
adoptada, a concentragio de citocromo b5 assim como as actividades enzimaticas

etilmorfina N-desmetilase, 1143 e 2a-testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal,

pelo que ndo apresentamos as respectivas representagdes graficas.
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Figura 4.39. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no peso hiimido de testiculos
de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-
padriio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamen-
te diferentes para P<0,01.
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O peso humido dos testiculos aumentou significativamente entre as 7 e as 12
semanas de idade (P<0,01), como podemos observar na figura 4.39..

A mesma representacdo grafica permite-nos ainda observar que o tratamento
com isoproturdo provocou uma pequena diminuigdo do peso humido do orgdo nos
animais pubertais, mas que essa diminui¢io sé apresentou significado estatistico
(P<0,01) nos animais injectados com a dose de 1mg/Kg. Nos animais adultos, ndo foi
observada qualquer variagdo significativa (P<0,01) do peso himido dos testiculos

devida ao tratamento.

4.4.1.2 Relagdo peso humido do orgdo / peso do corpo

A relagéo peso dos testiculos/peso do animal sofreu um decréscimo significativo

(P<0,01) entre as 7 e as 12 semana de vida, como podemos observar na figura 4.40..
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Figura 4.40. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na relagio peso dos testiculos/
peso do animal, em ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5
animais * desvio-padrdo da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo

significativamente diferentes para P<0,01.
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A mesma figura mostra-nos ainda que o tratamento com isoproturdo, tal como

no figado e rins, ndo provocou alteragdes na relagdo peso dos testiculos/peso do animal.

4 4.2 Frac¢do microssomal

4.4.2.1 Concentragdo de proteina total

A concentragio de proteina total microssoml dos testiculos aumentou entre as 7
e as 12 semanas de idade, como podemos observar na figura 4.41.

A mesma figura mostra-nos ainda que o tratamento com o isoproturdo provocou
uma diminuigio da concentragio de proteinas da fracgdo microssomal dos testiculos de
ratos pubertais, injectados com as doses de 1 € 9 mg/Kg. Um efeito semelhante foi

igualmente observado em todos os grupos de ratos adultos injectados com isoproturdo.
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Figura 4.41. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentracio de proteina
total da fracgdo microssomal dos testiculos de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais + desvio-padréo.
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4.4.2.2. Concentracdo de citocromo P450

A concentragdo de citocromo P450 da fracgdo microssomal dos testiculos
aumentou entre as 7 € as 12 semanas de idade, como podemos observar na figura 4.42,
ao comparar os valores que obtivemos para os ratos controlo de cada idade.

A referida figura também nos revela que, em qualquer das idades estudadas, o
tratamento com isoproturdo provocou um aumento da concentragio de citocromo P450
dependente da dose administrada, sendo esse efeito mais pronunciado nos ratos

pubertais injectados com a dose de 9 mg/Kg.
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Figura 4.42. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragio de citocromo
P450 da fracgdo microssomal dos testiculos de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrio.

4.4.2 3.Concentragdo de hemo

A concentragdo de hemo da frac¢do microssomal dos testiculos aumentou entre

as 7 e as 12 semanas de idade, como podemos observar na figura 4.43..
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Figura 4.43. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragio de hemo da
fracgio microssomal dos testiculos de ratos machos Wistar. Cada coluna representa
a média de trés replicados de um”pool” de 5 animais + desvio-padrdo.

A referida representagdo grafica também permite observar que o tratamento com
isoproturio provocou um aumento da concentragdo de hemo microssomal dos
testiculos, tanto dos ratos pubertais como dos ratos adultos, embora nos ratos mais
jovens esse efeito so seja inequivocamente observado nos animais em que foi injectada
a dose de 9 mg/Kg. Nos ratos adultos, para as doses de 1 e 3 mg/Kg, a variagdo

observada parece depender da dose de isoproturdo que foi administrada.

4.4.2 4. Actividade enzimatica NADPH (P450) redutase

A actividade enzimatica NADPH (P450) redutase da frac¢do microssomal dos
testiculos aumentou entre as 7 e as 12 semanas de vida, como pode ser observado na

figura 4.44..
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Figura 4.44.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimética
NADPH (P450) redutase da frac¢do microssomal dos testiculos de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“de 5 animais

+ desvio-padrio.

A mesma representagdo grafica mostra-nos ainda que o tratamento com
isoproturdo provocou nos animais mais jovens uma acentuada diminui¢do desta
actividade catalitica, efeito este que, nos animais mais velhos, s foi observado nos ratos

injectados com a dose de 3mg/Kg.

4.4.2.5. Actividade enzimatica 7- etoxicumarina O-desetilase

A actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase dos testiculos aumentou
entre as 7 e as 12 semanas de idade, como pode ser observado na figura 4.45, quando

comparamos os valores que obtivemos para os ratos controlo de cada idade.
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Figura 4.45.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 7-
etoxicumarina O-desetilase da frac¢do microssomal dos testiculos de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5

animais + desvio-padrio.
A referida figura revela-nos ainda que o tratamento com isoproturdo provocou
em ambas as idades um aumento da actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-
desetilase. Nos animais maturos, parece existir uma relagdo de dependéncia entre a

varia¢do observada e a dose injectada, enquanto que nos pubertais essa relagdo parece

ter sido contrariada nos animais injectados com a dose de 9 mg/Kg

4 .4.2.6. Actividade enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase

A actividade enzimética 7-etoxiresorfina O-desetilase, da frac¢do microssomal
dos testiculos, aumentou entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na
figura 4.46, quando comparamos os resultados que obtivemos para os ratos controlo de

ambas as idades.
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Figura 4.46. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 7-
etoxirresorfina O-desetilase da fracgdo microssomal dos testiculos de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5

animais + desvio-padrio.

A referida figura também nos mostra que, em qualquer das idades estudadas, o
tratamento com isoproturdo provocou um aumento desta actividade catalitica foi

_dependente da dose de xenobidtico administrada.

4.4.2.7 Actividade enzimatica 6 - testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 6/+testosterona hidroxilase da frac¢do microssomal dos
testiculos apresenta um valor semelhante nos ratos com 7 ¢ 12 semanas de vida, como

podemos observar na figura 4.47, ao compararmos os ratos controlo de qualquer das

idades estudadas.
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Figura 4.47.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimdtica 6
testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal dos testiculos de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool” de 5

animais + desvio-padrio.

A mesma representagdo grafica também nos mostra que o tratamento com
isoproturdo ndo afectou esta actividade enzimatica nos testiculos dos ratos em qualquer
das idades estudadas quando comparadas com os valores dos respectivos ratos controlo.
Isto, apesar de as fracgdes microssomais dos testiculos dos ratos maturos injectados com
o xenobidtico possuirem valores de actividade 6f-testosterona hidroxilase superiores

aos dos ratos pubertais submetidos a0 mesmo tratamento.

4 4.2 .8.Actividade enzimatica 16 a-testosterona hidroxilase

A actividade enzimatica 16a-testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal

dos testiculos ndo sofreu qualquer variagdo entre as 7 e as 12 semanas de vida, como
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podemos observar na figura 4.48, quando comparamos os resultados obtidos para ambas

as idades.

Actividade enzimatica 160-T-OH
(pmol/min.mg)
N

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

17 semanas B 12 semanas

Figura 4.48. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimética 16 a-
testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal de testiculos de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “ pool “ de 5

animais + desvio-padrio.
A referida representagdo grafica mostra-nos ainda que o tratamento com
isoproturdo provocou uma diminuigio desta actividade catalitica em qualquer das idades
estudadas, embora nos animais maturos, tenha sido mais acentuada nos grupos

injectados com as doses de 3 e 9 mg/Kg. Por isso admitimos uma dependéncia entre o

efeito observado e a dose de xenobiotico que foi injectada.

4.4.2.9 Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A figura 4.49. permite-nos observar que o valor da actividade enzimatica
glutationo S-transferase da fraccdo microssomal dos testiculos sofreu um pequeno

aumento entre as 7 e as 12 semanas de idade.
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Actividade enzimatica mGST
(nmol/min.mg)

Controlo 1 3 9
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17 semanas M 12 semanas

Figura 4.49. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo S-transferase da fracgio microssomal de testiculos de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5

animais + desvio-padrio.

A mesma figura mostra-nos também que esta actividade catalitica diminuiu
acentuadamente nos animais submetidos ao tratamento com isoproturdo em qualquer
dos grupos etarios estudados. A figura 4.49. revela-nos ainda que parece existir uma
dependéncia directa entre o decréscimo de actividade enzimatica observado e a dose do

xenobiodtico que foi administrada.

4 .4.3.Citosol

4.4 3.1.Concentragdo de proteina total

A concentragio de proteina total do citosol dos testiculos ndo variou entre a
puberdade e a fase de adulto jovem, como podemos observar na figura 4.50 quando

comparamos os grupos controlo das duas idades que estudamos.
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Figura 4.50. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragio de proteina
total do citosol dos testiculos de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a

média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrio.

A figura 4.50 revela-nos que o tratamento com isOproturdo provocou nos ratos
pubertais injectados com as doses 1 ¢ 3 mg/Kg um pequeno aumento da concentragio
proteica do citosol dos testiculos. No entanto, nos ratos adultos esse efeito manifestou-

se no citosol de todos os animais que foram injectados com o xenobiotico.

4.4 3.2 Actividade enzimatica glutationo S-transferase

O valor da actividade glutationo S-transferase do citosol dos testiculos aumentou
entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na figura 4.51..

A mesma representagdo grafica revela-nos ainda que o tratamento com
isoproturdo provocou, em qualquer das idades estudadas, um pequeno decréscimo desta
actividade enzimatica, embora nos ratos adultos esse efeito so seja inequivoco no grupo

de animais que foram injectados com a dose de 9mg/Kg.
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Figura 4.51.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimitica
glutationo S-transferase do citosol dos testiculos de ratos machos. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais + desvio-padrdo.

4 4.3 3.Actividade enzimatica glutationo redutase
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Figura 4.52.Influéncia da idade e¢ do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo redutase do citosol dos testiculos de ratos machos Wistar em duas idades
diferentes. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5
animais + desvio-padrio.
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A actividade enzimatica glutationo redutase do citosol dos testiculos tomou um
valor semelhante nas duas idades estudadas como podemos observar na figura 4.52,
quando comparamos os valores que obtivemos para os ratos controlo de ambas as
idades.

A figura 4.52 mostra-nos ainda que o tratamento com o isoproturdo ndo afectou
esta actividade enzimatica nos testiculos dos animais pubertais, embora tenha

provocado nos animais adultos um pequeno aumento relativamente ao grupo controlo.

4.5.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no timo

de ratos machos Wistar

Apresentamos neste subcapitulo os resultados que traduzem a influéncia da
idade e do tratamento com isoproturdo no peso do timo, na relagio entre o peso do timo
e o peso do corpo, na concentragdo e actividade enzimatica de constituintes da fracgio
microssomal e do citosol do timo.

As actividades enzimaticas NADPH (P450) redutase, glutationo S-transferase da
frac¢do microssomal, glutationo S-transferase do citosol e glutationo redutase foram
calculadas a partir dos coeficientes angulares de rectas de regressdo com coeficientes de
correlagio que cairam nos intervalos 0,984928-0.999669; 0,968985-0,997976;
0,989001-0,999883 e 0,996339-0,999845, respectivamente.

Acrescentamos, ainda, que ndo nos foi possivel detectar a concentracio de
citocromo bS5 e as actividades enzimaticas etiimorfina N-desmetilase, 64, 16a-,115 ¢
2a-testosterona hidroxilase da fracgdo microssomal, pelo que ndo apresentamos as

correspondentes representagdes graficas.
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4.5.1.0rgdo intacto

4.5.1.1.Peso humido

O peso humido do timo ndo variou significativamente entre as 7 e as 12 semanas
de vida, como podemos observar na figura 4.53. ao compararmos os valores obtidos
com os ratos controlo de ambas as idades.

A referida figura permite-nos ainda observar que o tratamento com o
xenobidtico também ndo afectou significativamente (P<0,01) o peso himido deste
orgio relativamente ao controlo de cada idade, embora tenham sido observadas
diferencas significativas (P<0,01) entre animais sujeitos ao tratamento com a dose 1

mg/Kg, mas com idades diferentes.
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Figura 4.53. Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo no peso himido do timo de
ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais + desvio-padrdo
da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para P<0,01.
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4.5.1.2.Relagdo peso hiimido do orgéo / peso do corpo

A relagdo peso do timo/peso do corpo sofreu um decréscimo significativo
(P<0,01) entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na figura.4.54.,
comparando os valores dos grupos controlo de cada idade.

No entanto, o tratamento com isoproturdo também nfo provocou altera¢des na

relagdo peso do timo/peso do corpo, quando comparamos com os respectivos controlos.
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Figura 4.54. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na relagfio peso de timo / peso
do corpo, de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média de 5 animais +
desvio-padrio da média. Os grupos assinalados com letras diferentes sdo
significativamente diferentes para P<0,01.

4.5.2 Fracgdo microssomal

4.5.2.1.Concentragdo de proteina total

A concentragdo de proteina total da frac¢do microssomal do timo aumentou

entre as 7 e as 12 semanas de vida, como pode ser observado na figura 4.55.
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A mesma representagdo grafica mostra-nos também que o tratamento com o
isoproturdo provocou um pequeno aumento da concentragdo de proteinas da fracgdo
microssomal timica dos ratos com 7 semanas de idade que mostrou uma dependencia
inversa da dose injectada. No entanto, nos ratos com 12 semanas de vida foi apenas

observada uma pequena diminui¢do desse conteudo em fungdo da dose administrada.
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Dose (mg/Kg)
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Figura 4.55. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragdo de proteina
total da fraccdo microssomal do timo de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool de 5 animais + desvio-padréo.

4.5.2.2. Concentragdo de citocromo P450

A concentragdo de citocromo P450 da frac¢do microssomal do timo aumentou
entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na figura 4.56.

A mesma figura também nos revela que, nos ratos pubertais, o tratamento com
isoproturdo provocou um aumento da concentragio de citocromo P450 timico,
dependente da dose do xenobidtico que foi injectada. No entanto, nos ratos adultos,

provocou apenas uma diminuigdo acentuada no grupo de animais tratados com a dose

de 9mg/Kg.
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Figura 4.56. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentra¢do de citocromo
P450 da fracgio microssomal do timo de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrio.

4.5.2.3.Concentragdo de hemo
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Figura 4.57. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragdo de hemo da
fracgdo microssomal do timo de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a

média de trés replicados de um “pool“de 5 animais + desvio-padrio.
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A concentragdo de hemo da frac¢do microssomal do timo aumentou entre as 7 €
as 12 semana de vida, como podemos observar na figura 4.57.

A mesma representagdo grafica revela-nos ainda que o tratamento com o
isoproturdo provocou no timo dos animais pubertais um aumento da concentragdo de
hemo da frac¢do microssomal, dependente da dose de xenobidtico que foi injectada,
enquanto que nos animais sexualmente maturos apenas ocorreu uma diminuigido

acentuada com a dose de 9 mg/Kg.

4.5.2.4.Actividade enzimatica NADPH (P450) redutase

A actividade enzimatica NADPH (P450) redutase da fracgdo microssomal do
timo apresentou valores semelhantes em qualquer das idades estudadas, conforme

podemos observar na figura 4.58, para os ratos controlo de cada idade que estudamos.
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Figura 4.58.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
NADPH (P450) redutase da fracgdo microssomal do timo de ratos machos Wistar.
Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais +

desvio-padrio.
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A referida figura permite-nos ainda observar que, nos ratos pubertais, o
tratamento com isoproturdo provocou uma diminuig@o desta actividade catalitica, efeito
que foi mais acentuado nos animais injectados com a dose de 1 mg/Kg. Nos animais
adultos, pelo contrario, a actividade enzimatica NADPH (P450) redutase aumentou com

a dose de xenobidtico que foi injectada.

4.5.2.5. Actividade enzimatica 7- etoxicumarina O-desetilase

A actividade enzimatica 7-etoxicumarina O-desetilase da frac¢do microssomal
do timo sofreu um aumento acentuado entre as 7 e as 12 semanas de vida, como pode
ser observado na figura 4.59.

A referida representagio grafica também nos revela que, nos ratos pubertais, o
tratamento com isoproturdo provocou um aumento desta actividade catalitica, enquanto

que nos ratos adultosprovocou o efeito contrario.

Actividade enzimatica ECOD
(pmol/min.mg)
R R R R A N - )

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas M 12 semanas

Figura 4.59.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 7-
etoxicumarina O-desctilase da fraccdo microssomal do timo de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool”“ de 5

animais + desvio-padrdo.
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4.5.2.6. Actividade enzimatica 7-etoxirresorufina O-desetilase

A actividade enzimatica 7-etoxirresorfina O-desetilase da frac¢do microssomal
do timo aumentou acentuadamente entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos
observar na figura 4.60. A referida figura também nos revela que, em qualquer das
idades, o tratamento com isoproturdo provocou um aumento desta actividade enzimatica
da fracgdo microssomal do tecido timico € que, no caso dos ratos pubertais, essa

variagdo aumentou com a dose injectada.
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Figura 4.60.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica 7-
etoxirresorfina O-desetilase da fraccdo microssomal do timo de ratos machos
Wistar. Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool” de 5

animais + desvio-padrio.

4.5.2.7.Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A actividade enzimatica glutationo S-transferase da frac¢do microssomal do
tecido timico aumentou acentuadamente entre as 7 e as 12 semanas de idade, como

podemos observar na figura 4.61.
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A referida representagdo grafica revela-nos ainda que o tratamento com
isoproturdo influenciou de forma diferente esta actividade catalitica em cada grupo
etario estudado. Assim, nos animais pubertais, s6 observimos um pequeno aumento
desta actividade enzimatica no grupo que foi injectada a dose de 3 mg/Kg., enquanto
que, nos animais adultos, ocorreu um decéscimo acentuado ndo dependente da dose, da

referida actividade catalitica, relativamente ao grupo controlo.
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Figura 4.61.Influéncia da idade ¢ do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo S-transferase da fracg@io microssomal do timo de ratos machos Wistar.

Cada coluna representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais +
desvio-padrio.

4.5.3.Citosol

4.5.3.1.Concentragio de proteina total

A concentra¢do de proteina total do citosol timico diminuiu entre as 7 e as 12

semana de vida, como podemos observar na figura 4.62.
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A referida figura permite-nos ainda observar que, em cada uma das idades que
estudamos, o tratamento com isoproturdo produziu efeitos diferentes sobre a
concentragdo proteica do citosol timico. Enquanto que nos animais pubertais ocorreu
um decréscimo dependente da dose que foi injectada, nos animais adultos, a resposta
traduziu-se apenas por um aumento da concentragdo proteica nos animais injectados

com as doses de 1 e 3 mg/Kg.

Concentragio de proteina total (mg/g)

Controlo 1 3 9
Dose (mg/Kg)

07 semanas B 12 semanas

Figura 4.62. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na concentragio de proteina
totalo do citosol do timo de ratos machos Wistar. Cada coluna representa a média

de trés replicados de um “pool“ de 5 animais + desvio-padrdo.

4.5.3.2.Actividade enzimatica glutationo S-transferase

A actividade enzimatica glutationo S-transferase do citosol do tecido timico,
diminuiu entre as 7 e as 12 semanas de vida, como podemos observar na figura 4.63. ao

compararmos os valores obtidos para os ratos controlo de cada idade.
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A mesma representagdo grafica mostra-nos, ainda, que nos ratos pubertais, o
tratamento com isoproturdo provocou uma diminui¢do acentuada desta actividade
catalitica, enquanto que, nos ratos adultos, a resposta ao xenobiotico traduziu-se por um

aumento dependente da dose injectada.
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Figura 4.63. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimatica
glutationo S-transferase do citosol do timo de ratos machos Wistar. Cada coluna

representa a média de trés replicados de um “pool“ de 5 animais + desvio-padrdo.

4.5.3.3.Actividade enzimatica glutationo redutase

Os valores da actividade enzimatica glutationo redutas, determinados no citosol
timico para os ratos controlo de cada idade, sio muito semelhantes, como pode ser
observado na figura 4.64. Em qualquer das idades, o tratamento com o isoproturdo
provocou um aumento desta actividade enzimatica que nos ratos mais velhos parece ser

dependente da dose do xenobidtico que foi injectada.
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Figura 4.64. Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo na actividade enzimdtica
glutationo redutase do citosol do timo de ratos machos. Cada coluna representa a

média de trés replicados de um “pool” de 5 animais + desvio-padrdo.
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5.Discussao






5.1.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo, no

animal inteiro, em ratos machos Wistar

A evolugdo dos seres vivos enquanto sistemas individualizados decorre por varias
etapas importantes. O crescimento constitui uma dessas etapas do desenvolvimento que
¢ comum a todos os organismos vivos e pode ser influenciado por factores endogenos e
exogenos, como a acg¢io hormonal ou a exposi¢do a xenobidticos (Calow, 1978,
Rothstein, 1986, Falconer, 1989, McClearn, 1997, Hosokawa et al., 1997).

Os estudos efectuados em mamiferos que procuram determinar e compreender as
interacg¢bes que os xenobidticos com eles estabelecem estdo habitualmente dirigidos para
um unico momento pré-definido do desenvolvimento e ndo se debrugam sobre a
evolugdo do organismo vivo e dos seus subsistemas em situagdes de exposi¢@o cronica a
compostos exogenos (Rothstein, 1986, McClearn, 1997). Por esse motivo, a informagéo
que dispomos na literatura sobre a ac¢do dos xenobioticos nos mamiferos € muitas vezes
parcial e escassa.

A maior parte dos trabalhos descritos na literatura para este ou outros
xenobioticos foram realizados com mamiferos no periodo fetal, neo-natal, ou apos
atingirem a maturidade sexual (Kamataki ez al., 1985, Kato, 1986, Shimada et al, 1987,
Murray et al., 1987, Diskshit e al., 1990, Behera et al., 1990, Juchau ef al., 1991,
Sarkar et al., 1993, Itio et al., 1993, Masuda et al, 1995, Srivastava et al., 1995,
Agrawal, 1997, Maeda et al., 1997), pelo que, neste trabalho, escolhemos duas idades
importantes do crescimento animal, a puberdade e adulto jovem, para avaliarmos a
influéncia do isoproturio em ratos machos Wistar, uma vez que ndo encontramos

referéncia a qualquer estudo realizado com o isoproturdo neste periodo etario e nestes
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animais. Além disso este periodo que decorre entre a puberdade e a idade adulta, a fase
final do crescimento é muito importante pois ocorrem profundas altera¢des hormonais e
metabolicas que poderdo condicionar o modo e o tipo de interacgdes que um xenobidtico
ou uma mistura de compostos exoégenos podem estabelecer com um determinado ser
vivo (Dannan et al., 1986, Mulder, 1986, Shimada ef al., 1987, Skett, 1990, Zarida et
al., 1993, Shapiro et al., 1994, Buetler ef al., 1995, Zangar et al., 1995, Pinot et al.,
1995, Prough et al., 1996, Oinonen e Lindros, 1997, 1998). Como ¢ dificil encontrar
marcadores que nos permitam estimar com segurangca a idade biologica de um
determinado ser vivo, para além do tempo, utilizamos o peso do corpo que é uma
medida aproximada que se utiliza com frequéncia neste tipo de experiéncias, para estimar
a idade dos animais, (Simon, 1973, Warner et al, 1987, Wainforth e Flecknell, 1992,
Zarida et al., 1993, Heiskanen ef al., 1995, Hiroi et al., 1995, Canivenc-Lavier, 1996,
Mclearn, 1997).

O peso corporal médio dos ratos que utilizamos nos ensaios, assim como a
variagdo do mesmo observada entre as 7 e as 12 semanas de vida ajustaram-se ao perfil
da curva de crescimento tipica dos ratos machos Wistar descrita em Wainforth e
Flecknell (1992), pelo que confirmamos os etadios de desenvolvimento animal em que
efectuamos o trabalho, ou seja, a puberdade, entre as 6 e as 7 semanas de vida e a fase de
adulto jovem, ap6s as 11 semanas de idade (Baker er al, 1980, Chauvet, 1986,
Utsuyama e Hirokawa, 1989, Zarida ef al., 1993, Hosokawa et al, 1997).

Por outro lado, a quantidade total de alimentos € o volume total de agua
ingeridos, assim como a quantidade total de fezes e o volume total de urina produzidos

pelos grupos controlo durante os ensaios ndo sofreram alteragGes significativas com a

229



idade e estavam igualmente de acordo com os valores tabelados para esta fase do
desenvolvimento dos ratos machos Wistar descritos em Wainforth e Flecknell (1992).

A realizagdo de ensaios que permitam estimar a toxicidade de um xenobiotico
sobre um determinado organismo, em particular quando esses estudos decorrem em
periodos etarios como a infancia, puberdade, maturagdo sexual ou senescéncia, obriga a
que seja efectuado um registo do peso do corpo, da quantidade de alimentos e do
volume de agua ingeridos, assim como do peso das fezes e do volume de urina
produzidos por esses animais, para serem utilizados como indicadores primarios de
perturbagdes do crescimento ou da rotina diaria do ser vivo que indiciem alteragdes mais
profundas ao nivel dos orgéos e sistemas que o constituem (Haley, 1987, Popp e Catley,
1991, Sipes e Gandolfi, 1991). Foi com esse objectivo que procedemos a esse controlo
em todos os grupos de animais que estudamos. Contudo, o tratamento com isoproturdo
ndo afectou significativamente o peso dos animais, a quantidade total de comida e o
volume total de agua ingeridos, o peso das fezes, e o volume de urina produzidos, pelo
que, a este nivel, ndo observamos efeitos relevantes devidos ao tratamento. Assim,
passamos a efectuar uma a abordagem ao nivel dos orgdos e molecular tendo em vista

uma avalia¢do mais pormenorizada da ac¢do daquele composto.

5.2.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no

figado de ratos machos Wistar

O peso himido do figado, a relagio peso humido/peso do corpo registados as 7 e
as 12 semanas de vida estdo bastante proximos dos valores tabelados em Wainforth e

Flecknell (1992). O aumento do peso humido do orgdo, assim como a pequena
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diminui¢io, ainda que significativa, da relagdo peso do figado/peso do corpo registada
entre as 7 e as 12 semanas de vida, como esperavamos, estdo de acordo com os valores
tabelados para ratos machos Wistar pubertais e sexualmente maturos (Utsuyama e
Hirokawa, 1989).

Estes resultados mostram que, & semelhanga do que se passa com o animal
inteiro, também a abordagem ao nivel do figado inteiro (enquanto orgdo) ndo parece
indicar qualquer acgdo relevante do isoproturdo sobre o animal, pelo que passamos a
dedicar a nossa aten¢io ao estudo das interacgGes xenobiodtico-orgdo ao nivel molecular.

Os sistemas enzimaticos que participam na biotransformacgio de xenobiéticos e
esteroides endogenos estdo maioritariamente localizados no figado, uma vez que, este
orgdo tem como fungdo principal receber e processar compostos quimicos que sdo
maioritariamente absorvidos pelo tracto gastro-intestinal, ou produzidos endogenamente
antes da sua distribui¢do por outros tecidos (Haley, 1987, Sipes e Gandolfi, 1991, Popp
e Catley, 1991, Guengerich, 1995, Heiskanen ef al., 1995, Meyer, 1996).

No rato, os isoenzimas do sistema citocromo P450 hepatico, codificados pelos
CYPIA2 (Wazier et al., 1990, Goldstein e Linko, 1994, Irizar e Ioannides,
1995,Wirkner e Poelchen, 1996, Canivenc-Lavier et al.,1996), CYP2B1, CYP2B2
(Guengerich, 1986, Shaw et al., 1993), CYP2C11 (Guengerich, 1986, Waxman, 1988,
Waxman, 1991, Nelson et al, 1993, Zangar, 1995), CYP2D1 (Xu et al., 1997, Oinonen e
Lindros, 1998), CYP341, CYP3A2 (Guengerich, 1986, Gonzalez et al., 1986, Waxman,
1988, Maeda et al., 1997) e CYP11IBI (Nonaka et al, 1989, Nelson et al., 1996) sdo
constitutivos e, na maior parte dos casos, podemos associa-los a actividades enzimaticas
caracteristicas. Assim, no figado de animais que n3o foram tratados com indutores, como

aconteceu com os ratos controlo de cada idade, as reac¢bes de O-desetilagio da 7-
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etoxicumarina e da 7-etoxiresorufina envolvem a participagéo maioritaria dos isoenzimas
constitutivos codificados pelo CYPIA2, uma subfamilia que pode igualmente participar
na bioactivagio de compostos pro-cancerigenos como as arilaminas, nitrosaminas e
aflotoxinas (Wirkner e Poelchen, 1996, Nelson ef al., 1996, Canivenc-Lavier et al.,
1996) e pelo CYP2D1 que pode participar também na N-desmetilagio da etilmorfina (Xu
et al., 1997, Oinonen e Lindros, 1998). Apesar de a subfamilia codificada pelo CYP142
expressar-se constitutivamente no tecido hepatico, ela pode igualmente ser induzida por
hidrocarbonetos aromaticos policicliclos como a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, ou
o 3-metilcolantreno, através de um mecanismo modelador da expressdo genética que
envolve a participagdo de receptores citosolicos do tipo “Ah” (Chen, ¢ Tukey, 1996,
Lindros, 1997, Oinonen e Lindros, 1998).

Na N-desmetilagio da etilmorfina participam maioritariamente os isoenzimas
codificados pela subfamilia CYP341 (Sipes e Gandolfi, 1991, Xu et al., 1997, Oinonen e
Lindros, 1998), os quais participam ainda na catalise da 6f-hidroxilagdo da testosterona
(Gonzalez, 1990, Ribeiro e Lechner, 1992, Zangar, 1995 et al., Maeda et al., 1997).
Apesar de esta ser uma subfamilia isoenzimatica constitutiva, a sua expressdo genética
também pode ser induzida pelo fenobarbital (PB), ou por esterdides como a
pregnenolona 16a-carbonitrilo (PCN) e a dexametazoma (DEX), cujo mecanismo de
indu¢io podera envolver a participagdo de receptores do tipo “PB” e “SRX”,
respectivamente (Waxman, 1991, Maeda et al., 1997). Para além do seu papel na
conversdo metabolica de esterdides endégenos, como a testosterona, em derivados mais
facilmente excretdveis, desempenha um papel importante na biotransformagio de

antibidticos macrolidos (Maeda ef al., 1997).

232



A 6B-hidroxilagdo da testosterona no tecido hepatico ¢ também compartilhada
pelos isoenzimas constitutivos codificados pelos CYP342, outro membro da familia 3A,
cujo mecanismo regulador da expressdo genética parece ser semelhante ao da subfamilia
CYP3A41 (Arlotto et al., 1991, Waxman, 1991, Schenkman, 1992, Hiroi et al., 1995,
Buetler ef al., 1995, Zangar, 1995, Maeda et al., 1997, Oinonen e Lindros, 1998).

A conversdo metabolica da testosterona em 2a- e a 16a-hidroxitestosterona pelo
figado envolve a participagio maioritaria dos isoenzimas codificados pelo CYP2C!1,
uma subfamilia de expressio constitutiva hepatica que também esta envolvida na
biossintese dos acidos biliares e que pode ser igualmente induzida pelo fenobarbital
(Burke e Mayer, 1974, Waxman, 1991, Isogai, 1993, Zangar, 1995, Xu ef al., 1996,
Swales et al., 1996, Maeda et al., 1997, Anderson ef al, 1998).

As reacgdes de O-desetilagdo da 7-etoxicumarina e da 7-etoxiresorufina e a 16t~
hidroxilagdo da testosterona também podém ser catalisadas pelas proteinas codificadas
pelos CYP2B1 e CYP2B2. No entanto, a sua contribuigdo enquanto isoenzimas
constitutivos do tecido hepatico € considerada por varios investigadores como vestigial
(Guengerich, 1986, Shaw et al., 1993, Biro-Sauveur, 1994, Nelson et al., 1996,
Canivenc-Lavier et al.,1996, Lindros, 1997).

A 11p-hidroxilagdo da testosterona € mediada no tecido hepatico pelos
isoenzimas constitutivos da subfamilia codificada pelos CYP/IB1 e, até a data, nio lhe
foi identificado qualquer outro papel metabolico, nem foi esclarecido o mecanismo
regulador da sua expressdo genética (Nonaka ef al., 1989, Nelson et al., 1996).

Os resultados que obtivemos com os animais controlo de cada idade mostraram-
nos que ocorreu um aumento significativo da concentragdo de proteina microssomal, de

citocromo P450 e do hemo hepaticos, entre as 7 e as 12 semanas de idade, o qual foi
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acompanhado por aumento significativo das actividades enzimaticas NADPH (P450)
redutase, 7-etoxicumarina O-desetilase (CYP1A2, CYP2D1, CYP2B1 e CYP 2B2), 7-
etoxiresorufina O-desetilase (CYP1A2, CYP2D1. CYP2BI1 e CYP 2B2), etilmorfina N-
desmetilase (CYP2D1, CYP3Al), 6Btestosterona hidroxilase (CYP3Al, CYP3A2),
16a-testosterona hidroxilase € 2a-testosterona hidroxilase, (CYP2C11) e 114
testosterona hidroxilase (CYP11B1), pelo que fomos levados a admitir que ocorreu um
aumento da expressdo dos enzimas NADPH (P450) redutase, assim como das familias
isoenzimaticas constitutivas CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2, CYP2Cl1, CYP2Dl,
CYP3A1, CYP3A2, e CYP11B1 do sistema citocromo P450 de ratos machos Wistar,
entre as 7 e as 12 semanas de vida.

As alteragdes hormonais que ocorrem ao longo do eixo hipotdlamo-hipofise-
gonadas-timo nesta fase do crescimento, poderdo ter condicionado a evolugdo positiva
da capacidade hepatica de metabolizagdo de xenobidticos e esterdides endogenos pelo
sistema citocromo P450 que observamos em ratos machos Wistar, tendo em conta o
papel da ac¢do hormonal na indugdo destas actividades cataliticas, amplamente descritas
na literatura que consultamos (Rebar ez al., 1980, McGeogh ef al., 1985, Morgan et al.,
1985, Kato et al., 1986, Dannan et al., 1986, Shimada et al., 1987, Guzelian et al.,
1988, Schuetz ef al., 1990, Murayama, ef al., 1991, Li et al., 1993, Pinot et al., 1995,
Prough et al., Lindros, 1997, Oinonen e Lindros, 1993, 1995, 1998).

No entanto, nesta abordagem, nio podemos deixar de assinalar que a
concentracdo de citocromo b5 da fracgdo microssomal ndo sofreu qualquer alteragdo
com a idade, contrariamente ao que aconteceu com 0s outros constituintes microssomais

que avalidmos. Por esse motivo, supomos que a sua modelagdo podera envolver factores
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endogenos diferentes dos que actuaram sobre os outros constituintes da frac¢do
microssomal que abordamos neste estudo.

Os enzimas glutationo S-transferase participam maioritariamente em processos de
desintoxicagdo celular, catalisando reacgdes de conjugacio de xenobidticos ou dos seus
derivados metabolicos com o glutationo (Sipes e Gandolfi, 1991, Mannervik et al., 1992,
Meyer et al, 1993, Nijhoff e Peters, 1994, Monicha et al., 1997, Ouwerkerk-
mahadevan, 1997, Dierickx e Noble, 1997).

Os mecanismos reguladores da actividade enzimatica glutationo S-transferase do
citosol sdo diferentes daqueles que ocorrem na frac¢do microssomal. Enquanto que no
citosol a regulagdo parece ocorrer maioritariamente ao nivel da expresdo dos genes que
codificam cada subunidade enzimatica, segundo mecanismos que envolvem receptores
do tipo “Ah” (Prochaska et al., 1985, Rushmore e Pickett, 1990, Prochaska e Talalay,
1988, Friling et al., 1990, 1992, Meyer ef al., 1993, Favreau e Pickett, 1993, Jaiswal,
1994, Neguyen et al., 1994, Fernandes et al., 1996), na fracgéo microssomal a regulagio
ocorre maioritariamente ao nivel pos-transcriptional, envolvendo reacgdes de S-tiolagio
directa entre os grupos sulfidrilo do residuo de cisteina de cada subunidade proteica € o
glutationo que levam a formagfio das proteinas diméricas cataliticamente activas
(Morgenstern et al., 1980, Dejong, ef al., Anyia e Anders, 1989, 1992, Anyia e Naito,
1993, Anyia et al, 1993, Dafré et al.,, 1996). Este tipo de reac¢des ocorrem
preferencialmente em condigGes de “‘stress” oxidativo, como foi observado em ensaios de
perfusdo com peroxidos, ou quando o sistema P450 da fracgio microssomal ao ser
activado, comporta-se como gerador endogeno de espécies radicalares de oxigénio

(Hildebrandt ez al.,1973, Prochaska et al., 1985, Scholtz ez al.,1990, Anyia et al., 1993).
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Face a0 exposto, somos levados a inferir que o aumento da actividade enzimatica
glutationo S-transferase microssomal observado no nosso ensaio entre a puberdade e a
idade de adulto jovem, podera ter ocorrido como resposta a evolugdo positiva da
capacidade de metabolizagio de xenobiéticos e de esterdides pelo sistema citocromo
P450, como ja referimos.

Os resultados obtidos com o citosol hepatico mostram que a concentragio
proteica e a actividade glutationo redutase ndo sofreram um aumento significativo entre
as 7 e as 12 semanas de vida. No entanto, a actividade glutationo S-transferase aumentou
significativamente, o que estd de acordo com o perfil de distribuigdo obtido por
Weinander et al. (1996) para os enzimas GST do citosol, nesta fase do desenvolvimento.
Assim, somos levados a admitir que, no periodo etario referido, ocorreu uma evolugéo
positiva da capacidade dos constituintes enzimaticos dos heptocitos para a conjugagao
do glutationo com os xenobiéticos ou seus derivados metabdlicos, um passo importante
para a sua eliminagdo, sob a forma de mercapturatos, tanto mais importante se estes
produtos forem deletérios para o organismo em geral ou para células hepaticas.

As intera¢des que podem ocorrer entre um Xxenobidtico € um ser vivo sio de
natureza biunivoca, ou melhor, o xenobiético pode ser modificado pelos sistemas de
resposta desse organismo, ou pode ele proprio ser capaz de modificar esses sistemas de
resposta (Sipes e Gandolfi, 1991, Kyle e Farber, 1991, Woodhause e Wyne, 1992, Wilce
Parker, 1994, Guengerich et al., 1994, Douton, 1995, Gulick e Fahl, 1995, Smith ef al.,
1996, Meyer, 1996). Por esse motivo, nenhum composto esta potencialmente isento de
provocar um efeito toxico. No primeiro caso, teremos, por exemplo, os isoenzimas
constitutivos do sistema citocromo P450 a actuar sobre um determinado composto

exdgeno, tornando-o mais polar e por isso mais facilmente excretavel (Kyle e Farber,
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1991, Guengerich, 1993, Woodhouse ¢ Wyml, 1992, Meyer, 1996). No segundo caso,
podera ocorrer inibigdo ou indugdo desses isoenzimas, assim como a indugdo de novas
subfamilias isoenzimaticas. No caso da inibicdo, o composto actua sobre o sistema
tornando-o menos eficaz para a metabolizagdo de compostos endogenos ou de
xenobidticos, enquanto que no caso da indugdio aumenta essa capacidade de resposta
(Denison e Whitlock, Jr., 1995).

A maior parte dos investigadores admitem que a indugio em determinadas
circunstancias podera ser vantajosa do ponto de vista evolutivo, pois permite ampliar as
vias de desintoxicagdo apos a exposi¢do aos xenobidticos e constituir um mecanismo
adaptativo que favore¢a a sobrevivéncia (Guengerich, 1993, Denison e Whitlock, Jr.,
1995)

No entanto, as vias de resposta podem nd3o ter evoluido para actuarem
exclusivamente sobre constituintes das dietas e xenobidticos. O mais provavel ¢ que
existam antes do contacto do ser vivo com o xenobidtico ¢ desempenhem um papel
essencial na manuten¢do da homeostase de substratos endogenos como determinado tipo
de lipidos ou esterdides (Guengerich, 1986, Shimada, 1987, Waxman, 1988, Sipes e
Gandolfi, 1991, Nelson, 1993, Yamazaki ef al., 1996, Nelson et al., 1993, 1996, Kroetz,
et al., 1997, Okita e Masters, 1997, Oinonen e Lindros, 1998, Anderson ef al., 1998).

Considerando o que acabamos de descrever, podemos admitir que a resposta a
um xenobidtico nem sempre correspondera a um efeito benéfico para o ser vivo, pois a
resposta a novos compostos de circulagdo ambiental, podera por um lado provocar a
desregulagdo de vias endogenas vitais e por outro produzir intermediarios reaccionais ou
subprodutos capazes de se ligarem a macromoléculas estruturais ou enzimaticas que

podem vir a desencadear processos que levem a morte celular. Por esse motivo, é sempre
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util tracar os perfis de concentragdo e de actividades enzimaticas, de resposta a um
determinado composto, que permitam definir estratégias experimentais para identificar
ligandos que participem nos mecanismos de regulagdo das vias bioquimicas pelas quais
as células reconhecem e respondem aos estimulos quimicos (Buetler er al., 1995,
Denison e Whitlock, Jr., 1995, Oinonen e Lindros, 1998).

Assim, para além das familias citocromo P450 que discutimos anteriormente, €
possivel induzir em hepatocitos de rato, familias novas ou de expressdo constituitiva
fraca, utilizando indutores quimicos conhecidos (Hesse et al., 1982, Goldstein e Linko,
1984, Ekstrom e Ingelman-Sendberg, 1989, Anyia ef al., 1993, Ramsden ef al., 1993,
Ryan et al., 1993, Heiskanen et al., 1995, Buetler et al., 1995, Canivenc-Lavier ef al.,
1996, Chen, Y.-H., 1996 ).

A O-desetilagdo da etoxicumaria e da etoxiresorufina pode, por exemplo, ser
mediada, nos hepatocitos de rato, por isoenzimas da subfamilia CYP1A1 que ndo se
encontram expressos constitutivamente no tecido hepatico (Nelson et al., 1996, Chen et
al., 1996, Canivenc-Lavier et al., 1996, Walsh et al., 1996, Lindros, 1997, Oinonen ¢
Lindros, 1998). Esta subfamilia esta envolvida em processos de cancerizagdo como, por
exemplo os que envolvem, a bioactivagdo do benzo [a] pireno e pode ser induzida por
hidrocarbonetos arométicos policiclicos como a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina ou o
3-metilcolantreno, através de um mecanismo que envolve a participagdo de receptores
“Ah” (Canivenc-Lavier et al., 1996, McGuire et al., 1996, Lindros, 1997, Vazir e
Faller, 1997, Oinonen e Lindros, 1998).

A O-destilagio da etoxicumaria e da etoxiresorufina, assim como a 16a-
hidroxilagdo da testosterona, podem ser catalisadas pelos produtos de expressdo dos

genes CYP2B1 e CYP2B2, subfamilias com expressdo constitutiva hepatica muito fraca,
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mas que sdo induzidas pelo fenobarbital e por glucocorticoides através de mecanismos
mal conhecidos que, provavelmente, envolvem a participagio de receptores do tipo
“PB” e “SRX” (Guengerich, 1986, Shaw er al., 1993, Biro-Sauveur, 1994, Nelson et al.,
1996, Lindros, 1997).

Tendo em conta o que acabamos de referir, vamos tentar interpretar o que
observamos no figado, em cada idade, com os animais injectados com isoproturao.

Os resultados que obtivemos na fracgdo microssomal e no citosol hepatico de
ratos machos Wistar, mostraram que para cada uma das idades estudadas, o tratamento
com isoproturdo induziu perfis de concentragio e de actividades enzimaticas diferentes.

Nos ratos pubertais, sacrificados as 7 semanas de idade, foi observado um efeito
alguns constituintes do sistema citocromo P450, assim como por alguns enzimas que
participam no metabolismo do glutationo.

Ao compararmos os resultados das fracgdes subcelulares de ratos pubertais
injectados com isoproturdo com os das fracgdes subcelulares dos respectivos ratos
controlo, observamos que o tratamento com o Xxenobidtico provocou nos animais
pubertais um decréscimo significativo da concentragio de citocromo P450, de citocromo
b5 e hemo, com as doses de 1 e 3 mg/Kg, assim como, uma diminuig¢io siginficativa das
actividades NADPHred, ECOD, EROD, catalisadas maioritariamente pelos isoenzimas
codificados pelos genes CYPIA2, CYP2B1, CYP2B2 e CYP 2D1 (Wirkner e Poelchen,
1996, Nelson et al., 1996, Canivenc-Lavier et al, 1996), END catalisada
maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelos genes CYP2D1 e CYP3A41 (Sipes ¢
Gandolfi, 1991, Xu ef al., 1997, Oinonen e Lindros, 1998), e 16a-T-OH, catalisada

maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelos genes CYP2C1/ (Waxman, 1991,
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Isogai et al., 1993, Zangar et al., 1995, Swales et al, 1996, Xu et al., 1996, Maeda et
al., 1997, Anderson et al., 1998) e CYP2B1, CYP2B2 (Guengerich, 1986, Biro-Sauveur,
1994, Nelson et al., 1993, 1996, Canivenc-Lavier ef al., 1996, Lindros, 1997). Além
disso observou-se ainda uma dependéncia directa entre a dose de isoproturdo injectada e
o efeito provocado na concentragio de citocromo P450, citocromo bS, hemo, e na
actividade enzimatica NADPHred.

No entanto, algumas actividades enzimaticas da fracgdo microssomal como a 64
testosterona hidroxilase, catalisada maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelos
genes CYP3A41 (Gonzalez et al., 1986, Sipes e Gandolfi, 1991, Ribeiro e Lechner, 1992,
Xu et al., 1996, Maeda et al, 1997) e CYP34A2 (Waxman, 1988, 1991, Arlotto et al.,
1991, Schenkman, 1992, Hiroi et al., 1995, Buetler, 1995, Zangar et al, 1995, Okita e
Masters, 1997, Oinonen e Lindros, 1998) 115-T-OH, catalisada maioritariamente pelos
isoenzimas codificados pelo gene CYP/1B1 (Nonaka et al., 1989), 2a-T-OH catalisada
maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelo gene CYP2CI1/ (Waxman, 1991,
Nelson et al, 1993, Isogai et al, 1993, Zangar et al, 1995, Xu et al.,1996, Swales et al.,
1996, Andesrson ef al., 1998), e ¢cGST, ndo foram afectadas significativamente pelo
tratamento com o xenobiético.

A interpretacio destes resultados nio € facil, uma vez que em alguns casos a
actividade enzimatica determinada corresponde a contribui¢do de varias familias com
expressdo constitutiva na frac¢do microssomal e, noutros, a mesma familia catalisa mais
do que uma actividade enzimatica.

No entanto, o decréscimo coincidente das actividades enzimaticas ECOD e
EROD, mesmo considerando que no caso da EROD ndo teve significado estatistico

(P<0,01) para todas as doses estudadas, sugere que o tratamento com isoproturdo inibiu
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os isoenzimas codificados pelas subfamilias CYPIA2, CYP2B1, CYP2B2 e CYP2DI
hepaticos dos ratos pubertais, uma vez que todos se expressam constitutivamente no
figado, participam nas reac¢des de O-desetilacdo da etoxicumarina e da etoxiresorufina e
para além disso, os CYP2B1 e CYP2B2 medeiam 16a-hidroxilagdo da testosterona, os
CYP2D1 catalisam a N-desmetilagdo da etilmorfina, actividades enzimaticas que também
diminuiram.

Embora, por vezes, seja referido por alguns investigadores que a subfamilia
CYP3A1 também pode participar na N-desmetilagdo da etilmorfina (Sipes e Gandolfi,
1991, Xu et al, 1997, Oinonen e Lindros, 1998), supomos que, neste caso, o decréscimo
da actividade enzimatica END estd mais relacionado com o CYP2DI1, pois ndo
observamos qualquer efeito sobre a 6f-hidroxilagdo da testosterona, a actividade
enzimatica catalisada maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelas subfamilias
CYP3A41 e CYP3A2 (Sipes e Gandolfi, 1991, Xu et al., 1997, Oinonen e Lindros, 1998).

Estes resultados mostram-nos, portanto, que o tratamento de ratos pubertais com
isoproturdo afectou maioritariamente as actividades enzimaticas cujos substratos sdo
reconhecidos pelos isoenzimas que participam na biotransformagé@o de xenobiodticos, uma
vez que as actividades cataliticas associadas as familias que participam preferencialmente
na hidroxilagdo de androgénios ndo parecem ter sido afectadas significativamente
(P<0,01).

O resultado aparentemente contraditorio que obtivemos para as actividades
enzimaticas 16a- e a 2a-testosterona hidroxilase, catalisadas preferencialmente pelos
isoenzimas da subfamilia CYP2C11 (Waxman, 1991, Isogai ef al., 1993, Zangar et al.,
1995, Swales et al, 1996, Xu et al., 1996, Maeda et al., 1997, Anderson et al., 1998),

parece-nos explicavel, se admitirmos que outras subfamilias constitutivas, como a
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CYP2B1 ou CYP2B2 (Guengerich, 1986, Biro-Sauveur, 1994, Nelson et al., 1993,
1996, Canivenc-Lavier et al., 1996, Lindros, 1997), igualmente capazes de participar em
reacgles de hidroxilagdo da testosterona na posig¢io 16¢, foram inibidas pelo tratamento.

O facto de a actividade 11p-testosterona hidroxilase dos ratos pubertais ndo ter
sofrido qualquer variagdo devido a administrag¢@o intraperitoneal do isoproturdo, sugere
que os isoenzimas codificados pelos CYPIIBI, outra subfamilia que participa no
metabolismo da testosterona, também n3o foram afectados pelo tratamento com o
xenobidtico.

Embora seja razoavel adimitir que o decréscimo da actividade NADPHred possa
maior parte das reac¢des de hidroxilagdo da testosterona ndo foram afectadas, pelo que
consideramos mais provavel que o isoproturdo esteja envolvido num efeito concertado
ao nivel da regulagio da expressdo genética das subfamilias CYP142, CYP2B1, CYP2B2
e CYP 2D1.

O prosseguimento deste trabalho, exige a confirmac¢do do perfil de resposta ao
isoproturdo que acabamos de propor utilizando metodologias que nos permitam detectar
e quantificar cada forma enzimatica especifica aqui referida e que contamos vir a realizar
num futuro préximo por analise imunoquimica e RT-PCR .

O tratamento dos ratos pubertais com isoproturdo, ndo afectou os enzimas
mGST do figado. Este facto sugere que o tratamento de ratos pubertais com
isoproturdo, ndo provocou altera¢gdes no ambiente intracelular hepatico que pudessem
afectar esta actividade enzimatica, como por exemplo o aumento da concentragio

intracelular de espécies radicalares de oxigénio muitas vezes implicadas na sua indugio.
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No entanto, o tratamento dos ratos machos pubertais com isoproturdo provocou
um decréscimo das actividades cataliticas cGST e GR hepaticos. A capacidade do figado
para participar em reacg¢des de conjugagdo em que participa o glutationo foi, portanto,
significativamente diminuida por qualquer das doses administradas. Assim, somos mais
uma vez levados a admitir que o tratamento de ratos pubertais com isoproturdo podera
diminuir a capacidade de resposta do tecido hepatico aos xenobidticos. Este efeito
assume importancia relevante sob o ponto de vista da toxicidade de outros xenobidticos
que penetrem no organismo, juntamente com o iSOProturdo, uma vez que, a Conversao e
eliminagdo hepatica destes pode ser alterada, durante a puberdade, expondo os
individuos mais novos a maiores riscos de toxicidade.

Como nos ratos pubertais, a maior parte das actividades enzimaticas testosterona
hidroxilase ndo foram afectadas pelo tratamento com o isoproturdo, admitimos que o
metabolismo de biotransformagdo da testosterona, no tecido hepatico ndo tera sido
significativamente afectado pelo xenobidtico neste periodo etario.

A resposta ao isoproturdo observada no figado de ratos machos Wistar adultos,
foi muito diferente da que foi observada nos ratos pubertais. Assim, nos animais com 12
semanas de vida, observamos um aumento significativo da concentragdo proteica
microssomal em todos os grupos de animais injectados, acompanhada por um aumento
significativo da concentragdo de citocromo P450 e de hemo para as doses de 1 e 3
mg/Kg e das actividades cataliticas ECOD, EROD, ¢GST e GR, para todas as doses.
Observamos igualmente uma diminui¢do significativa da concentragio de citocromo b5 e
das actividades enzimaticas NADPHred, END, 64, 16a-, 114, 2a-T-OH e mGST.

Os aumentos da concentragdo de proteina, citocromo P450, hemo e de algumas

actividades enzimaticas do sistema citocromo P450 observados nos animais com 12
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semanas de idade submetidos ao tratamento com o isoproturdo traduzem um perfil de
indug@o de alguns isoenzimas desse sistema.

Embora as actividades enzimaticas ECOD e EROD possam ter aumentado
devido a indugdo de varias subfamilias como as que sdo codificadas pelos CYPIAI,
CYPIA2, CYP2B1, CYP2B2 ou CYP2Dl, as variagdes obtidas para outras actividades
enzimaticas do sistema P450 levam-nos a considerar, talvez um pouco abusivamente, que
a indugdo isoenzimatica afectou preferencialmente as subfamilias CYP1A1 e CYP1A2.
Esta opgdo pode ser justificada, em parte, pelo facto de a indugdo das subfamilias
CYP2B1 e CYP2B2 ou da subfamilia CYP2D1 nio ter sido confirmada por um aumento
das actividades enzimaticas 16a.-T-OH, no caso dos membros da familia 2B, ou da END
no caso da subfamilia CYP2D1. Pelo contrario, observamos um decréscimo significativo
das referidas actividades enzimaticas.

O aumento significativo da actividade enzimatica ¢cGST leva-nos a suspeitar que
o tratamento com isoproturdo podera ter induzido no figado de ratos adultos a expressdo
de genes regulados por receptores do tipo “Ah”, o mecanismo de indugdo genética
comum aos CYP1Al e CYP1A2 microssomais e as subunidades enzimaticas que
constituem as proteinas diméricas, responsaveis por 94% da actividade glutationo S-
transferase do citosol (Meyer et al., 1991,1993). Este tipo de resposta sugere um efeito
metabolico concertado entre alguns dos isoenzimas do tecido hepatico que participam
nas duas fases de biotransformagdo de xenobidticos, uma resposta que corresponde a um
mecanismo de indugdo bifuncional (Fernandes ef al., 1996) .

Os resultados que obtivemos com os ratos sexualmente maturos mostram-nos
ainda que o metabolismo endoégeno de esterdides, em particular o da testosterona, no

tecido hepatico, foi acentuadamente inibido pelo tratamento com isoproturdo. Este facto
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¢ evidenciado pelo decréscimo significativo das actividades enzimaticas 2a-T-OH,
catalisada maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelo gene CYP2C11 (Waxman,
1991, Nelson et al., 1993, 1996, Isogai et al., 1993, Zangar et al., 1995, Xu et al., 1996,
Swales et al., 1996, Maeda et al., 1997, Anderson ef al., 1998), 16a-T-OH, catalisada
maioritariamente pelos isoenzimas codificados pelos genes CYP2C1/ (Waxman, 1991,
Nelson et al., 1993, 1996, Isogai et al., 1993, Zangar et al., 1995, Xu et al., 1996,
Swales ef al., 1996, Maeda et al., 1997, Anderson et al., 1998), CYP2B1 ¢ CYP2B2
(Guengerich, 1986, Shaw et al, 1993, Biro-Sauveur, 1994, Nelson et al, 1993, 1996,
Canivenc-Lavier ef al., 1996, Lindros, 1997), 64-T-OH, catalisada maioritariamente
pelos isoenzimas codificados pelos genes CYP341 (Gonzalez et al., Sipes e Gandolfi,
1991, Ribeiro e Lechner, 1992, Maeda et al, 1997, Xu et al., 1996) e CYP342
(Gonzalez et al,, Guengerich, 1986, Waxman, 1988, 1991, Arlotto et al., 1991,
Schenkman, 1992, Hiroi et al., 1995, Buetler, 1995, Zangar et al., 1995, Oinonen ¢
lindros, 1998) e 114-T-OH, catalisada maioritariamente pelos isoenzimas codificados
pelo gene CYPIIBI (Nonaka et al, 1989, Waxman, 1988, 1991). Estes resultados
permitem-nos suspeitar que os mecanismos reguladores da expressdo de genes hepaticos
que envolvam a participagio de receptores do tipo “PB” ou “SRX” foram afectados
negativamente pelo tratamento com isoproturdo nos ratos machos Wistar que atingiram
a maturidade sexual.

E provavel que o decréscimo da concentragdo de citocromo b5 e da actividade
enzimatica NADPHred possa também ter afectado a transferéncia de equivalentes
redutores do NAD(P)H para as diferentes formas isoenzimaticas de citocromos P450 e,
por esse motivo, podia ter contribuido indirectamente para a diminui¢do das actividades

cataliticas mediadas pelas subfamilias CYP2B1, CYP2B2, CYP2Cl1, CYP3Al,
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CYP3A2 e CYP11B1. No entanto, a hipotese da repressio da expressio genética
parece-nos mais provavel, uma vez que o efeito inibitorio incidiu maioritariamente sobre
subfamilias cuja expressdo € usualmente afectada pelo fenobarbital (Heiskanen et al.,
1995, Lindros, 1997, Maeda ef al., 1997, Lohor et al., 1998, Oinonen e Lindros, 1998).

Se tivermos em conta que, muitas vezes, a indugdo enzimatica incide sobre a
familia ou subfamilia de enzimas que reconhece o proprio indutor como substrato, temos
motivos para suspeitar que um dos primeiros passos na biotransformagdo hepatica do
isoproturdo podera corresponder a perda de um grupo metilo, catalisada eventualmente
pelos isoenzimas da familia CYP1Al e, ou CYP1A2, um processo que parece ter sido
activado nos hepatocitos de ratos com 12 semanas de idade. De facto, um dos derivados
metabolicos do composto detectado em amostras de solo € o monometilisoproturao
(Mudd, 1983), pelo que consideramos razoavel supor que um processo idéntico possa
ter ocorrido no figado dos ratos adultos.

O aumento da actividade GR do citosol hepatico parece estar relacionado com o
aumento da actividade enzimatica cGST observado na mesma fracgio celular do figado,
e pode ser encarado como uma forma de reposi¢do do potencial redutor sob a forma de
GSH dispendido nas reacg¢des de conjugacdo do tripéptido com os xenobidticos ou seus
derivados metabolicos. Por vezes, este tipo de resposta providencia equivalentes
redutores para a desintoxicagdo de hidroperoxidos mutagénicos através dos enzimas GPx
e mGST e, como tal, pode estar associado ao aumento da concentrag@o intracelular de
hidroperdxidos, condig¢do ideal para a indugdo pos-transcripcional dos enzimas mGST.
Por esse motivo, ndo encontramos explicagdo para o decréscimo da actividade catalitica

mGST que observamos nos ratos adultos.

246



A resposta ao isoproturdo dada pelos constituintes que estudamos do sistema
citocromo P450 e por alguns enzimas que participam no metabolismo do glutationo de
ratos adultos jovens pode ter importancia sob o ponto de vista toxicologico, uma vez
que a metabolizagdo do composto parece ocorrer através da indugdo de subfamilias
isoenzimaticas como a CYP1Al e, ou CYP1A2, as quais estdo fortemente implicadas em
processos de carcinogénese quimica como a bioactivagio do benzo[a]pireno,
nitrosaminas ou aflotoxinas, bem decritos na literatura (Sipes ¢ Gandolfi, 1991, Irizar e
Ioannides, 1995, Oinonen e Lindros, 1998).

O processo podera, assim, contribuir para a bioactivagdo do isoproturdo, ou de
outros compostos de circulagdo ambiental que penetrem no organismo em simultineo
com o isoproturdo (Yang, 1996), gerando espécies quimicas capazes de provocar danos
nas estruturas moleculares dos hepatocitos. Contudo, a resposta concertada dos enzimas
c¢GST e GR podera ter contribuido para a minimizagdo desses efeitos traduzindo-se
globalmente como uma resposta hepatoprotectora.

Além disso, a acentuada inibicdo dos isoenzimas que participam na
biotransformagdo hepatica da testosterona e de outros esterdides leva-nos a admitir que
o tratamento de ratos adultos com o xenobiotico podera ter afectado a eliminagdo desses
compostos endogenos pelo figado, efeito que que pode provocar alteragdes fisiologicas
importantes, nomeadamente ao nivel do sistema imunitario e reprodutor.

Face ao exposto poderemos considerar que a resposta ao isoproturdo dada pelos
sistemas de biotransformac@o de xenobiodticos e de esterdides endogenos hepaticos de
ratos machos Wistar depende da idade em que o tratamento foi efectuado.

Em ratos pubertais a principal perturbagdo que observamos traduziu-se

essencialmente numa diminui¢do da capacidade de resposta aos xenobioticos, por parte
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de alguns constituintes do sistema citocromo P450 e dos enzimas glutationo S-
transferase e glutationo redutase do citosol, sem que as reac¢des de bitransformagio da
testosterona tenham sido afectadas significativamente.

Em ratos adultos jovens ocorreu a indugio de alguns enzimas do sistema
citocromo P450 que participam no metabolismo de xenobiéticos, como as familias
isoenzimaticas microssomais que catalisam reac¢des de desalquilagdo e os enzimas
citosolicos que participam em reacgdes de conjugagdo com o glutationo, uma resposta
bifuncional, encarada por Buetler (1995) como hepatoprotectora. Apesar de os
resultados experimentais sugerirem que no periodo que vai da puberdade até a
maturagdo sexual, o factor idade, contribuiu para uma evolugio positiva da capacidade
de resposta dos sistemas hepaticos de biotransformagio de xenobidticos e de esterodides
endogenos, a perturbacdo que o tratamento com isoproturdo provocou ao nivel do
metabolismo da testosterona, podera ter induzido alteragSes funcionais no figado € no

organismo em geral, com signifcado toxicolégico.

5.3.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo nos rins

de ratos machos Wistar

Os rins, como orgdo multifuncional que sdo, desempenham fung¢des importantes
na manuten¢do do conteudo ionico dos fluidos do organismo e na remogdo de produtos
de excre¢do que nele sdo produzidos ou para la transportados (Haley, 1987, Jeffery,
1991, Dierickx € Noble, 1997).

O contacto sistematico com uma ampla variedade de xenobidticos, leva a que os

rins estejam sujeitos a um risco superior ao da maior parte dos outros orgdos para sofrer
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efeitos toxicos (Haley, 1987, Dierickx e Noble, 1997, Lohr et al, 1998). Pof esse
motivo, o conhecimento das vias renais de biotransformagio dos xenobiédticos € dos
mecanismos que as regulam constitui um campo de trabalho extremamente importante
(Agrawal e Shapiro, 1997), tanto mais que alguns estudos tem revelado perfis e
mecanismos de indugdo no tecido renal diferentes dos que sdo observados no tecido
hepatico (Dierickx e Noble, 1997, Lohr et al, 1998).

Embora os rins participem activamente na eliminag¢do de compostos hidrofilos e
na reabsor¢do de substdncias biologicamente importantes, poucos tém sido os estudos
dedicados ao estabelecimento e a caracterizagdo dos mecanismos de indug¢do dos seus
sistemas de biotransformagio de xenobioticos, pelo que, a informagdo bibliografica
disponivel para este orgdo é, em geral, inferior a que existe sobre o figado. Por esse
motivo, consideramos o tecido renal objecto de estudo deste trabalho, apesar das
dificuldades que sentimos na optimizag¢do dos protocolos experimentais, nomeadamente
ao nivel da quantidade de tecido disponivel, em particular nos ratos mais jovens, € na
quantificacdo de constituintes enddgenos ou dos produtos formados pelas frac¢des
subcelulares que preparamos.

O peso humido dos rins, assim como a relagdo peso himido/peso do corpo
registados as 7 e as 12 semanas de vida foram, como esperavamos, semelhantes aos
valores tabelados para ratos machos Wistar pubertais e sexualmente maturos,
respectivamente (Utsuyama e Hirokawa, 1989, Wainforth e Flecknell, 1992).

Os ensaios realizados com a fracgdo microssomal e o citosol permitiram detectar
no tecido renal a presenga de citocromo P450 e b5, assim como as actividades
enzimaticas NADPH (P450) redutase, 7-etoxicumarina O-desetilase, 7-etoxiresorufina

O-desetilase, 6f-, 16a-testosterona hidroxilase, glutationo S-transferase microssomal,
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glutationo S-transferase e glutationo redutase citosolicas. No entanto, os valores que
determinamos foram na maior parte dos casos inferiores aos registados nas respectivas
fracgdes subcelulares do tecido hepatico, mas semelhantes aos da literatura (Olivier et
al., 1990).

As actividades etilmorfina N-desmetilase, 2a- e 11/-testosterona hidroxilase nio
foram detectadas no tecido renal, mesmo quando utilizamos uma concentrag@o proteica
microssomal superior a do figado.

O perfil de expressdo constitutiva de citocromos P450 nos rins, ndo pareceu ser
totalmente coincidente com o do tecido hepatico. Por exemplo, a auséncia das
actividades enzimaticas 11/-testosterona hidroxilase e etilmorfima N-desmetilase, leva-
nos a admitir que as subfamilias CYP11B1 e CYP2DI1, respectivamente, ndo se
encontravam constitutivamente expressas, no tecido renal ou entdo estavam-no tio
pouco que foi impossivel detecta-las com os métodos que utilizamos.

Por outro lado, a auséncia da actividade enzimatica 2a-testosterona hidroxilase
em qualquer das idades permite-nos supor que as subfamilias CYP2B1 ¢ CYP2B2
poderdo ser maioritariamente responsaveis pela 16a-hidroxilagio da testosterona
(Gonzalez, 1989, Shaw et al, 1993), contrariamente ao que acontece no figado onde a
subfamilia CYP2C11 catalisa maioritariamente ¢ em simultaneo a 16a- ¢ a 2a-
hidroxilagdo da testosterona (Lohr ez al., 1998).

Embora a expressdo do gene CYP34/ tenha sido admitida no tecido renal por
Parkinson (1996) e Lohr et al. (1998) e nés proprios tenhamos detectado a presenga da
actividade enzimatica 6f-testosterona hidroxilase na frac¢do microssomal dos rins, os
resultados que obtivemos ndo confirmam o papel dessa subfamilia no tecido renal, uma

vez que ndo detectamos a actividade etilmorfina N-desmetilase, outra reac¢do que lhe é
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caractristica. Parece-nos, pois, razoavel admitir que a familia CYP21 e a subfamilia
CYP3A2, descritas por Lohr e al. (1998) como constitutivas do tecido renal, participem
maioritariamente na hidroxilagéo da testosterona na posi¢do 64, apesar de a subfamilia
CYP3A1 poder também encontrar-se expressa.

O aumento acentuado da concentragdo de citocromo P450, citocromo b5 e
hemo, assim como o aumento das actividades enzimaticas NADPHred, ECOD ¢ EROD
entre as 7 € as 12 semanas de idade, leva-nos a admitir que alguns constituintes do
sistema citocromo P450 renal de ratos machos Wistar aumentaram a sua capacidade de
resposta aos xenobioticos neste periodo etario.

No entanto, mais uma vez as alteragdes enzimaticas que ocorreram na fracgio
microssomal renal entre a puberdade e a fase de adulto jovem ndo foram coincidentes
com as que foram observadas para o tecido hepatico como aconteceu com as actividades
6/ e 16a-T-OH participantes na metabolizagdo da testosterona que diminuiram com a
idade no periodo etario que seleccionamos para o estudo. Assim, somos, uma vez mais,
levados a suspeitar que a hidroxilagdo da testosterona nos rins podera ser
maioritariamente catalisada por isoenzimas citocromos P450 diferentes daqueles que, no
tecido hepatico, exercem essa fung@o.

O prosseguimento deste trabalho impde que estes aspectos sejam mais bem
esclarecidos, pois é provavel que os mecanismos reguladores da expressio dos genes
CYP2B1, CYP2B2, CYP3A42 e CYP2I sejam semelhantes, uma vez que o perfil de
resposta das actividades enzimaticas 16a-T-OH e 64-T-OH, ao tratamento com
isoproturdo foi coincidente nas duas fases do desenvolvimento que estudamos.

O facto de a actividade enzimatica mGST nos rins dos ratos controlo adultos ser

inferior & dos ratos controlo pubertais, precisa de ser mais bem esclarecido, pois nio
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temos uma explica¢do adequada para o efeito observado, tanto mais que a capacidade de
resposta aos xenobiodticos pelo sistema citocromo P450 parece estar ampliada as 12
semanas de idade. Como a actividade glutationo redutase do citosol ndo sofreu qualquer
alteracdo entre as 7 e as 12 semanas de vida, podemos admitir que o sistema citocromo
P450 respondeu pela via oxidativa classica sem desencadear as condigdes de “stress”
oxidativo necessarias para a indugdo das actividades enzimaticas mGST e GR.

A quantificagdo de subprodutos do sistema P450, como peroxidos, ou a
determina¢do do perfil de outras actividades enzimaticas que participem na sua
eliminagdo como o enzima glutationo peroxidase dependente e ndo dependente do
selénio e superdxido dismutase, poderdo dar um esclarecimento complementar sobre
alguns destes aspectos.

O facto de o tratamento com o isoproturdo ndo ter afectado significativamente o
o peso dos rins, nem a relagdo peso do orgéo/peso do corpo, levou-nos a concluir que,
ao nivel do orgdo inteiro, ndo se observaram efeitos relevantes em resultado do
tratamento efectuado em qualquer das fases do desenvolvimento animal escolhidas para
este trabalho, pelo que, s6 a abordagem molecular podera, mais uma vez, contribuir para
a avalia¢do da sua ac¢do nos rins de ratos machos Wistar.

Tal como no figado, o tratamento com isoproturdo, provocou nos rins, em cada
idade efeitos diferentes sobre os sistemas em estudo. Assim, as 7 semanas de vida
observamos um aumento da concentragdo total de proteinas, de citocromo P450 e de
hemo microssomal, o que ndo foi acompanhado pelo aumento das actividades cataliticas
que avaliamos. Pelo contrario, com qualquer das doses administradas, observamos um
decréscimo das actividades enzimaticas NADPHred, 64T-OH que € maioritariamente

catalisada pelos produtos dos genes CYP342 e CYP21 (Lohr et al., 1998), e 16a-T-OH
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maioritariamente catalisada pelos isoenzimas codificados pelos genes CYP2B1 ¢ CYP2B2
(Gonzalez, 1989). Além disso, asactividades cataliticas ECOD e EROD mediadas pelos
isoenzimas codificados pelos genes CYPIA1 (Lindamood, 1991) e CYP1A2 (loannides e
Park, 1990 e Lohr er al., 1998) também diminuiram nos animais tratados com a dose de
9 mg/Kg.

Os efeitos que referimos poderdao, em principio, ter sido condicionados por
diversas causas.

Por um lado, a transferéncia de equivalentes redutores do NADPH para os
citocromo P450 envolvendo a participagdo dos enzimas NADPHred e a proteina
citocromo b5, podera ter levado a que a resposta em termos de actividade enzimatica
ndo corresponda ao aumento da expressdo genética sugerida pelo aumento da
concentra¢do de proteinas e de citocromo P450 que referimos, uma hipotese que ja foi
formulada por Isogai (1993) para uma situagdo experimental semelhante a que
descrevemos.

Por outro lado, os substratos sonda que utilizamos poderdo ndo ter sido os mais
adequados para detectar a presenca dos isoenzimas citocromo P450 renais, cuja
expressdo possa ter sido induzida pelo isoproturdo, como por exemplo, os membros da
familia 4 que participam na o-hidroxila¢@o de acidos gordos e prostaglandinas (Nelson ef
al., 1993, 1996, Lohr et al., 1998).

Outra explicagio para este facto passa por admitir que o isoproturdo tera
induzido a via oxigenorredutora do sistema citocromo P450 e, como tal, ndo permitiu
que detectassemos um aumento da actividade oxidativa proporcional ao aumento da
concentragdo de citocromo P450. O aumento das actividades enzimaticas mGST e GR

do citosol sugerem de facto que podera ter ocorrido nos rins um incremento do ambiente

253



oxidante, eventualmente gerado por subprodutos do sistema citocromo P450. Por esse
motivo, consideramos que o doseamento do conteudo intracelular de hidroperdxidos,
assim como a determinagio das actividades glutationo peroxidase dependente e ndo
dependente do selénio constituem também nsete caso, um passo importante para o
esclarecimento destes resultados.

A diminui¢io moderada da actividade ¢cGST pode traduzir um efeito semelhante
ao que foi exercido sobre as actividades enzimaticas ECOD e EROD, uma vez que a
modelagio dos enzimas cGST, manifesta-se prioritariamente ao nivel da expressdo
genética por um mecanismo que envolve a participagdo de receptores do tipo “Ah”,
como acontece com os isoenzimas codificados pelos CYPIAI e CYP1A2 microssomais
(DiBiasio et al.., 1991,Gandy et al., 1996, Dierickx e Noble, 1997, Jung e Henke, 1996).

Neste quadro, a administragio do isoproturdo provocara toxicidade sobre o
tecido renal dos ratos pubertais que uma eventual indugdo de ambiente oxidante
intracelular e a inibi¢do simultinea, ainda que moderada, dos isoenzimas regulados por
genes “Ah” como os CYP1Al, CYP1A2 e cGST, podera levar a acumulagdo de
substincias reactivas nos rins, capazes de inviabilizar algumas fung¢des vitais do orgéo.

O tratamento de ratos machos Wistar adultos jovens com isoproturdo provocou
um decréscimo da concentragdo de citocromo P450, citocromo b5 e hemo, assim como
das actividades enzimaticas NADPHredutase, ECOD e EROD.

Ao contrario do que aconteceu no tecido hepatico, o isoproturdo, comportou-se
no tecido renal dos animais com 12 semanas de idade como ndo indutor de reacgdes de
desalquilacdo, eventualmente catalisadas pelos isoenzimas codificados pelos CYPIAI

(Lindamood, 1991) e CYP1A2 (Toannides e Park, 1990, Lohr et al., 1998).
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A induco da actividade enzimatica ¢cGST renal sugere ainda que, em ratos
adultos, a modelagio dessa actividade catalitica nos rins podera envolver um mecanismo
diferente daquele que se manifestou em ratos pubertais. Enquanto que, is 7 semanas de
idade o xenobidtico provocou uma inibigdo desta actividade catalitica, concertada com a
que foi exercida sobre as subfamilias microssomais reguladas por mecanismos que
_envolvem a participagdo de receptores “Ah”, as 12 semanas de idade, o mesmo
composto comportou-se como um indutor monofuncional (Buetler, 1995), ligando-se
eventualmente, a um receptor citosolico diferente do receptor “Ah”, para exercer a sua
ac¢do ao nivel do genoma.

O aumento das actividades 64 e 16a-T-OH sugere-nos que o isoproturdo
exerceu uma modelag¢@o positiva no metabolismo renal da testosterona, provavelmente
ao nivel da indugio dos genes CYP342, CYP21 (Lohr et al, 1998), CYP2B1 ¢ CYP2B2
(Gonzalez, 1989), cujo mecanismo regulador de expressio podera depender da
participagdo de receptores do tipo “PB” e, ou “SRX” (Shaw e al, 1993, Lindros, 1997).

Este efeito podera constituir uma alternativa 8 modelagdo negativa exercida pelo
xenobiodtico sobre o metabolismo hepético da testosterona, em ratos adultos jovens.
Parece-nos que este tipo de resposta sO foi possivel por a 63~ e a 16a-hidroxilagdo da
testosterona no tecido renal ser maioritariamente mediada por familias que se encontrem
exclusivamente expressas nos rins, como é o caso da CYP2/ (Lhor et al., 1998), ou que,
sendo também expressas noutros tecidos, o seu papel no tecido renal seja mais destacado
do que no figado, como parece acontecer com as subfamilias CYP2BI e¢ CYP2B2
(Gonzalez, 1989).

O aumento das actividades enzimaticas mGST e GR que observamos pode estar

relacionado com a eventual indugio das subfamilias CYP2B1 e CYP2B2, isoenzimas que
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participam facilmente em reacgdes de oxigeno-redugdo geradoras de espécies radicalares
de oxigénio no meio intracelular, o ambiente necessario a indugdo dos enzimas anti-
oxidantes que acabamos de referir (Vromans et al, 1990, Goeptar et al., 1993).

Embora possamos admitir que o aumento das actividades cataliticas mGST,
c¢GST e GR dos rins constituiu uma resposta concertada a indugdo do metabolismo da
testosterona pelo isoproturdo, nio podemos deixar de considerar que factores extra-
renais, como, por exemplo, derivados metaboélicos produzidos no figado e transportados
para os rins, tenham igualmente responsabilidade nessa indugdo tendo em vista a sua
propria eliminagio através da urina sob a forma de mercapturatos.

A inibigdo de alguns constituintes do sistema P450, como os enzimas NADPH
red e os citocromo b5 que participam na transferéncia de equivalentes redutores para as
diferentes formas isoenzimaticas expressas nos rins, assim como a inibigdo das
subfamilias que participam em reac¢des de desalquilagdo, como, por exemplo, a
CYP1A1l e a CYP1A2, mostram que o isoproturdo podera ter afectado acentuadamente
algumas reacgdes da primeira fase de biotransformagio dos rins de ratos machos adultos.
No entanto, a indu¢do monofuncional das reacgdes de conjugagdo que observamos nos
animais tratados com isoproturdo parece ter um efeito protector do tecido, uma vez que
estimula as vias de desintoxicagdo de quimicos potencialmente cancerigenos como €
sugerido por Buetler (1995).

Os resultados que obtivemos com as fracgdes subcelulares do tecido renal foram
de dificil interpretagio, pelo que algumas das hipoteses formuladas necessitam ainda de
ser methor esclarecidas através de ensaios complementares utilizando ou desenvolvendo
técnicas de identificagdo e quantificagdo isoenzimatica mais especificas, como a analise

imunoquimica ou RT-PCR.
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5.4.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo nos

testiculos de ratos machos Wistar

Os testiculos sdo um orgdo com actividade metabolica muito intensa, por serem o
local onde se da a espermatogénese (Miller et al., 1987, Creasy e Foster, 1991). A
informag@o disponivel na literatura acerca da sua participagdo em processos de activagdo
metabolica ou de desintoxica¢do, assim como sobre os constituintes moleculares e/ou
mecanismos reguladores envolvidos nesses processos €, por vezes, escassa.

A participagdo do sistema citocromo P450 na biossintese de esterdides
enddgenos encontra-se bem descrita na literatura (Miller et al., 1987, Creasy e Foster,
1991). Evitamos discuti-la aqui pois no constituiu objecto de estudo neste trabalho. No
entanto, alguns investigadores admitem como provavel que as familias isoenzimaticas
envolvidas nos processos biossintéticos possam, igualmente, ser capazes de participar na
biotransformacdo de xenobidticos e/ou da testosterona, levando a formagdo de
metabolitos que podem, por um lado, ser facilmente excretados ou, por outro, serem
capazes de desencadear processos toxicologicos (DiBiasio, 1991).

A indugdo dos citocromo P450 nos testiculos por indutores convencionais como
o fenobarbital é dificil (Creasy e Foster, 1991, DiBiasio, 1991). No entanto, o tratamento
com indutores endogenos como a LH afectam as actividades enzimaticas dependentes
dos citocromo P450 dos testiculos (DiBiasio, 1991). Por esse motivo, somos levados a
admitir que interacgdes hormonais semelhantes as observadas no figado ou rins podem
modelar a biotransformag@o testicular de compostos exogenos ou da testosterona neste
orgdo. Alguns autores detectaram a presenca das actividades enzimaticas NADPHred,

ECOD e EROD, mediadas pelo sistema citocromo P450 em ratos e murganhos. No
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entanto, os valores determinados foram em geral muito inferiores aos do tectdo hepatico
(Aitio, 1978, Sipes e Gandolfi, 1991, Jeffrey, 1991).

O desenvolvimento de barreiras fisiologicas deste tipo estdo associadas a
protecgio do genoma contra danos oxidativos durante a espermatogénese (Creasy e
Foster, 1991). Este tipo de protecgdo justifica também a concentragdo extremamente
elevada do glutationo, assim como os valores igualmente elevados das actividades
cataliticas glutationo S-transferase e glutationo redutase determinados por varios autores
na frac¢do microssomal e no citosol testicular (Dibiasio, ef al., 1991, Gandy, 1996). Este
facto sugere que as reacgdes de conjugag¢do de compostos electrofilos endogenos ou
exdgenos, assim como de espécies de oxigénio reactivas com o glutationo GSH, poderdo
assumir, neste orgdo, um papel extremamente importante na biotransformagido de
xenobioticos ou de intermediarios metabolicos reactivos, tornando-os biologicamente
inactivos e aquosoluveis e, portanté, facilmente excretaveis (Aitio, 1978, Creasy e
Foster, 1991, Dibiasio, et al., 1991).

A determinagio das actividades enzimaticas cataliticas mGST e cGST foi, por
esse motivo, mais facil nos testiculos do que nos rins ou timo, uma vez que a sua ordem
de grandeza nos testiculos foi semelhante ou até superior a do tecido hepatico, como ¢
referido por Gandy (1996).

O facto de a metabolizagdo de xenobidticos pelos testiculos ndo estar tdo bem
documentada como para o figado ou até para os rins incentivou-nos a prosseguir o
estudo sobre a influéncia da idade e do isoproturdo na capacidade de metabolizagdo de
xenobiotios e da testosterona por este orgdo, apesar de algumas dificuldades que
sentimos na optimizagdo dos protocolos experimentais, nomeadamente ao nivel da

quantidade de tecido disponivel, em particular nos ratos mais jovens, assim como na
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quantificacdo de constituintes endogenos ou dos produtos formados pelos sistemas de
biotransformagao que abordamos. A propria analise dos resultados foi menos rica do que
a efectuada para o tecido hepatico pois fomos obrigados a trabalhar com “pools” de
tecido resultantes da contribuicdo de cada grupo de cinco ratos por o material disponivel
em cada animal ndo ter sido suficiente para a reliza¢do da totalidade dos ensaios.

O peso himido dos testiculos, a relagdo peso humido/peso do corpo registados
as 7 e as 12 semanas de vida sdo, como esperavamos, semelhantes aos valores tabelados
para ratos machos Wistar pubertais e sexualmente maturos, respectivamente (Utsuyama
e Hirokawa, 1989, Wainforth e Flecknell, 1992).

Os resultados obtidos com a frac¢do microssomal dos testiculos de ratos machos
Wistar, estdo de acordo com o que é descrito na literatura, permitindo-nos confirmar,
neste orgdo, a presenga de alguns constituintes e a manifestacdo de algumas actividades
enzimaticas caracteristicas do sistema citocromo P450. Assim, os valores obtidos para a
concentragio de citocromo P450 e de hemo, assim como para as actividades enzimaticas
NADPHred, ECOD, EROD, 63-T-OH e 16a-T-OH, foram, de facto, bastante inferiores
aos determinados no tecido hepatico (Aitio, 1978, Sipes e Gandolfi, 1991, Jeffrey,
1991).

Contudo, ndo conseguimos detectar a presenca de citocromo b5 nem as
actividades enzimaticas etilmorfina N-desmetilase, 113~ ¢ 2a-T-OH em qualquer das
idades estudadas, mesmo quando realizamos ensaios com amostras de fracgdo
microssomal com concentragdo proteica superior a do figado ou rins, pelo que somos
levados a admitir que, nos testiculos, os genes CYP1IBI, CYP2C11, CYP2D1, CYP341
e CYP3A42 ndo estavam expressos constitutiva ou indutivamente ou estavam-no, em

quantidade ndo mensuravel pelos métodos que utilizamos.
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A interpretacdo dos resultados que obtivemos torna-se, portanto, um pouco mais
dificil de fazer do que para o tecido hepatico, ou até para o tecido renal, pois, na maior
parte dos casos, ndo encontramos trabalhos onde seja descrita uma correspondéncia
entre as actividades ezimaticas e as familias ou subfamilias isomorfas que lhes estejam
associadas.

No entanto, admitimos como provavel que, neste tecido, os isoenzimas
codificados pelos CYPIAI, CYP1A2, CYP2B1 e CYP2B?2 participem na O-desetilagdo da
7-etoxicumarina e 7-etoxiresorufina, como acontece no figado, embora também néo
possamos excluir a hipotese de outras formas isenzimaticas ainda ndo identificadas
poderem participar neste tipo de reac¢Ges. Por outro lado, somos igualmente levados a
supor que a l6a-hidroxilagio da testosterona pode resultar da participagdo dos
isoenzimas codificados pelos CYP2B1 e CYP2B2, como admitimos para o tecido renal,
uma vez que nio detectamos de novo a actividade 2a-T-OH neste tecido. Uma razdo
semelhante leva-nos também a supor que a 6f-hidroxilagdo da testosterona podera
resultar da participagdo do isoenzima codificado pelos CYP342 e CYP2I,
constitutivamente expressos nos rins, uma vez que também ndo detectamos, na frac¢io
microssomal dos testiculos a actividade END, caracteristica da subfamilia CYP3Al
hepatica. Esta tentativa de interpretacdo dos resutados podera até ser abusiva e carece
de confirmagdo mais detalhada, pelo que em trabalhos futuros tornar-se-a necessaria a
deteccdo e quantificagdo, por analise imunoquimica e/ou por RT-PCR, de cada
subfamilia ou familia isoenzimatica expressa neste tecido.

A andlise primaria dos resultados mostra-nos também que os valores
determinados para as actividades mGST e cGST possuem uma ordem de grandeza

idéntica a do tecido hepatico, mas a actividade enzimatica GR, apresentou em alguns
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casos, valores superiores aos do figado. A presenca de enzimas antioxidantes tdo activos
nos testiculos parece pois, confirmar a hipotese que ha pouco descrevemos nesta secgio
sobre a existéncia de um mecanismo moleculrar endégeno para defesa do genoma,
implicitamente relacionado com o facto de os testiculos serem o local onde ocorre a
espermatogeénese.

A continuac¢io deste trabalho exige uma aproximac¢io mais detalhada que permita
identificar as familias e as subunidades glutationo S-transferase envolvidas no processo,
assim como o esclarecimento dos mecanisno reguladores ou indutivos do mesmo,
recorrendo a protocolos experimentais semelhantes aos que propomos realizar para a
identificagido dos isoenzimas do sistema citocromo P450.

Os resultados que obtivemos com a frac¢do microssomal e o citosol testicular
dos ratos controlo de cada idade mostram-nos, ainda, que ocorreu um aumento da
concentragdo de proteinas microssomais, citocromo P450 e hemo, assim como das
actividades enzimaticas NADPHred, ECOD, EROD, mGST e ¢GST entre as 7 € as 12
semanas de vida.

Se o perfil de expressdo constituitiva das diferentes subfamilias de citocromo
P450, for semelhante ao que propusemos no inicio desta sec¢do, poderemos admitir que
ocorreu uma aumento da expressdo constitutiva da subfamilia CYP1A1l e/ou CYP1A2
entre as 7 e as 12 semanas de idade traduzido pelo aumento das actividades cataliticas
ECOD e EROD.

Como a actividade catalitica 16a-T-OH ndo sofreu qualquer variagdo no mesmo
periodo etario, somos levados a considerar que em ratos machos Wistar que ndo foram
submetidos a qualquer tratamento indutivo, como aconteceu com oOs ratos controlo de

cada idade, esta actividade enzimatica, pode ser mediada pelas subfamilias CYP2B1 e
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CYP2B2. O facto de actividade enzimatica 64-T-OH, ndo ter variado entre as 7 € as 12
semanas de idade sugere que entre a puberdade e a fase de adulto jovem, também ndo
ocorreu um aumento da expressdo constitutiva das subfamilias CYP3A2 ou CYP21 dos
testiculos. Estes resultados apontam para uma evolugdo positiva do sistema citocromo
P450 constitutivos, na resposta a xenobidticos, e uma minimizagio do papel dos
testiculos no catabolismo da testosterona, uma fungdo que parece mais desenvolvida no
figado.

E provavel que familias isoenzimaticas de citocromos P450 diferentes das que
aqui descrevemos possam estar envolvidas no processo, pelo que em estudos futuros, a
semelhanga do que propusemos para o figado e os rins, deverdo ser efectuadas analises
imunoquimicas e por RT-PCR que permitam um melhor esclarecimento acerca das
familias e subfamilias isoenzimaticas envolvidas no processo.

O aumento da actividade catalitica NADPH (P450) redutase parece ser uma
resposta adaptativa a evolug@o positiva da expressdo constitutiva de alguns isoenzimas
P450 no sentido de dinamizar o fluxo de equivalentes redutores no sistema, optimizando
a sua resposta.

O aumento das actividades enzimaticas do citosol que participam na conjuga¢ao
de substratos electrofilos com o glutationo, que ocorreu entre a puberdade e a fase de
adulto jovem, também nos parece uma resposta concertada com a evolug@o positiva de
alguns constituintes do sistema citocromo P450 tendo em vista facilitar a excre¢do de
eventuais intermediarios metabdlicos, produzidos pelas reac¢des da primeira fase de
biotransformagdo. Esta evolugdo positiva com a maturagdo sexual dos animais exprime
igualmente um refor¢o da resposta antioxidante do tecido testicular descrita para os

enzimas do citosol por Gandy (1996) e que podera ser controlada pelo eixo hipotalamo-
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hipofise-gonadas-timo. Parece-nos, pois, que as variagdes observadas confirmam mais
uma vez o papel dos sistema de biotransformagdo de xenobidticos na protec¢do do
genoma de ataques deletérios durante a espermatogénese (Jeffrey, 1991; Sipes, e
Gandolfi, 1991, Gandy, 1996).

O tratamento com o isoproturdo ndo afectou significativamente o peso dos
testiculos, nem a sua relagdo com o peso do corpo, pelo que recorremos a abordagem
molecular para aflorar a influéncia do tratamento com isoproturdo nos testiculos de
ratos machos Wistar.

Quando avalidmos a influéncia do xenobidtico sobre a maior parte dos
componentes dos sistemas de biotransformagio de xenobioticos e esterdides endogenos
que elegemos para estudo, observamos que a resposta foi semelhante em qualquer das
idades escolhidas. Este facto traduziu-se, por um lado, num aumento da concentragio
total de citocromo P450, de hemo e de proteinas do citosol, assim como das actividades
ECOD e EROD e, por outro, num decréscimo da concentragdo proteica microssomal das
actividades NADPHred, mGST e ¢GST.

Constituem excepg¢des a actividade catalitica 64-T-OH microssomal, que em
ratos pubertais ndo foi afectada pelo tratamento, mas que aumentou nos testiculos de
ratos adultos injectados com a dose de 9 mg/Kg, e a actividade 16a-T-OH, que diminuiu
nos ratos pubertais tratados com isoproturdo e ndo foi afectada pelo tratamento em ratos
adultos.

Se tomarmos como hipoétese fiavel o perfil de concentragdo e de actividades
enzimaticas que descrevemos ao longo desta secgdo para os testiculos de ratos machos
Wistar, parece-nos razoavel admitir que podera ter ocorrido em qualquer das idades

estudadas a indugdo da expressdo dos genes CYPIA1 e CYP1A2, traduzida pelo aumento
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das actividades ECOD e EROD, isoenzimas muitas vezes associados a bioactivagio
metabolica das arilaminas, nitrosaminas e aflotoxinas e cujo mecanismo regulador da
expressdo genética, envolve a participa¢io de receptores do tipo “Ah”.

O efeito que acabamos de descrever parece-nos de grande importancia do ponto
de vista toxicologico devido ao facto de ter ocorrido, em simultdneo, um decréscimo
acentuado das actividades enzimaticas mGST e c¢GST que parece contribuir para
aumentar o risco de bioactivagdo de compostos pro-cancerigenos nos testiculos e inibe
as actividades enzimaticas que participam em reacgdes de conjugagdo com o glutationo
que os tornaria mais facilmente excretaveis.

De facto bastaria a inibi¢do da resposta dos enzimas antioxidantes observada em
qualquer das idades, para que o sistema de defesa do tecido a agressdes do genoma
durante a espermatogénese pudesse ter sido seriamente afectado.

A diminui¢3o da actividade enziméatica 16a-T-OH nos animais injectados com o
isoproturdo podera estar relacionada com a diminuigio da actividade catalitica
NADPHred e consequente reducdo do fluxo de equivalentes redutores para os CYP2B1
e CYP2B2, um processo que podera ter afectado o débil metabolismo de excregdo da
testosterona nos testiculos.

Os resultados que obtivemos para os testiculos, sio preocupantes, pois €
provavel que o isoproturdo mesmo em doses tdo baixas como as que estudamos possa
afectar seriamente a produgio de espermatozoides e induzir infertilidade masculina e/ou
mutagdes que possam ser responsabilizadas por malformagdes fetais.

A continuagdo deste trabalho merece, por isso, que sejam efectuados estudos
complementares que permitam avaliar do ponto de vista quantitativo e qualitativo a

influéncia do isoproturdo na espermatogénese de ratos machos Wistar.
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5.5.Influéncia da idade e do tratamento com isoproturdo no timo

de ratos machos Wistar

A natureza dindmica do sistema imunitario torna-o muito vulneravel a influéncia
dos xenobidticos que circulam no ambiente. O timo, como orgdo chave da imunidade,
ndo esta de modo algum isento da influéncia desse tipo de compostos pois, para além de
ser o local onde se da a diferenciagdio celular dos linfocitos T, desempenha fungdes
importantes ao nivel do sistema neuro-endocrino dos mamiferos, participando
inclusivamente na modelagdo dos sistemas de biotransformagdo hepatico dos
xenobidticos (Rebar et al., 1981, Fabris ez al., 1983, Hall ez al., 1985, Geenen et al.,
1989, Park et al., 1994, Hirokawa et al., 1994).

O timo € um orgdo linfoeptilial de cor esbranquigada, localizado no térax dos
ratos machos Wistar, perto do coragio. E constituido por dois 16bos independentes,
ligados entre si por tecido conjuntivo que, ao estenderem-se pelo interior do orgdo, o
dividem em pequenos lébulos com uma arquitectura semelhante, na qual se podem
distinguir facilmente duas zonas caracteristicas, uma mais externa, mesenquimatosa, com
grande quantidade de linfocitos - o cortex - e outra, mais rica em células epiteliais, que se
supde serem de origem endodérmica - a medula - (Kendal, 1988, Schuurman, 1991) .

Os linfécitos localizados no timo, também designados por timécitos, sdo células
esféricas com nucleos volumosos ricos em nucleoproteinas, mas com reticulo
endoplasmatico e citoplasma basofilo pequeno e ribossomas livres. Os timécitos sdo
menores do que outros linfocitos e tornam-se ainda mais pequenos durante o processo

de maturagdo, no qual se sobrecarregam com histonas e DNA (Schuurman, H.-J., 1991).
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As células epiteliais possuem nucleos grandes, bastantes nucléolos, aparelho de
Golgi e reticulo endoplasmatico bem desenvolvido, alguns mitocondrios € citoplasma
eosinofilo.

Os constituintes estruturais do orgdo sdo relativamente resistentes aos efeitos
produzidos pelos toxicos ambientais, uma vez que servem de suporte aos processos de
activagdo, proliferagdo e diferenciacdo celular que nele ocorrem (Schuurman, H.-J.,1988
1991).

Os efeitos toxicos podem manifestar-se no tecido timico, afectando, por um lado,
a fung¢do de suporte dos constituintes estruturais ao nivel da secre¢io de mediadores
metabolicos activos e da interacgido célula-célula (Rosenthal, G.J., 1989) ou, por outro
lado, afectando os constituintes dindmicos, como os linfocitos e os macrofagos, ao nivel
da replicagdo, trancrigdo e tradugdo genética. Por esse motivo, o primeiro sinal de
toxicidade corresponde ao desaparecimento de células linféides do sangue e de outros
tecidos. Os constituintes estruturais do timo respondem muitas vezes a este decréscimo
celular com atrofia terminal e fibrose, embora por vezes possa manifestar-se persisténcia
celular, mas com inibigdo funcional (Luster e al., 1989, Schuurman, H.-J., 1991).

Os resultados que obtivemos com o timo dos ratos machos Wistar mostram que
o orgdo involuiu entre as 7 e as 12 semanas de idade, pois o peso do orgio dos ratos
machos adultos era aproximadamente igual ao dos ratos com 7 semanas de vida e, como
€ Obvio, a sua relagdo com o peso do corpo diminuiu durante a maturagio sexual, de
acordo como o que vem descrito em Baker ef al. (1980), Utsuyama e Hirokawa (1989),
Waynforth e Flecknell (1992) e Hirokawa et al. (1994).

Os ensaios realizados com a fracgdo microssomal e o citosol timicos permitiram-

nos detectar a presenga de citocromos P450, assim como a manifesta¢do das actividades
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enzimaticas ECOD, EROD, mGST, ¢GST e GR, embora os valores de concentragio e
das actividades enzimaticas que determinamos em ambas as idades apresentassem valores
inferiores aos obtidos com o tecido hepatico. No entanto, nio conseguimos detectar a
presenga de citocromos b5 nem a manifesta¢do das actividades enzimaticas etilmorfina
N-desmetilase, 64, 16, 113 e 2a-T-OH, em qualquer das idades estudadas, mesmo
quando utilizamos amostras da fracgdo microssomal com concentragio proteica elevada,
pelo que somos levados a supor que os produtos dos genes CYP2BI, CYP2B2,
CYP2C11, CYP2C23, CYP2D1, CYP3A41, CYP342, CYP1IB1 e CYP2Il ndo estavam
expressos no tecido timico ou existiam em quantidades tdo infimas que a sensibilidade
dos métodos utilizados nfo foi suficiente para os detectar no periodo etario que
elegemos para este trabalho.

A presenga das actividades ECOD e EROD na frac¢do microssomal timica sugere
ainda que os isoenzimas codificados pelos genes CYPIA! e/ou CYP1A2 poderiam estar
expressos no timo, embora ndo possamos excluir a hipotese de outras familias
isoenzimaticas desconhecidas poderem estar também presentes. Mais uma vez, as
diferencas qualitativas e quantitativas observadas na composi¢do do sistema citocromo
P450 e dos enzimas glutationo S-transferase e glutationo redutase estdo de acordo com a
literatura, nomeadamente no que diz respeito a presen¢a de citocromo P450 e a
manifesta¢do das actividades enzimétiéas ECOD e EROD no timo de ratos machos
Wistar (Jeffrey, 1991, Sipes e Gandolfi, 1991).

O aumento acentuado da concentragdo de proteinas, de citocromo P450 e de
hemo, assim como das actividades enzimaticas ECOD, EROD e mGST do timo que
observamos nos ratos controlo entre as 7 e as 12 semanas de idade, sugerem-nos que

factores endogenos como a ac¢do hormonal, regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-
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gonadas-timo, poderio estar envolvidos no aumento da expressdo dos genes CYPIA! e/
ou CYPIA2, inzoenzias cujo mecanismo regulador da expressdio genética hepatica e
renal, envolve a participagdo de receptores “Ah”.

A activagdo de alguns constituintes do sistema citocromo P450, acompanhado
pelo consequente ambiente oxidante gerado no meio celular, poderdo em parte sugerir
que entre a puberdade e a fase de adulto jovem o factor idade pode contribuir para um
aumento da capacidade do tecido timico para participar em reac¢des de desalquilagdo de
xenobibticos.

A indugdo da actividade enzimatica mGST timica, que também observamos no
mesmo perfodo etario, podera constituir uma resposta timo-protectora do ‘“burst”
oxidativo que algumas células de localizagdo temporaria, como os macrofagos, sao
capazes de desencadiar, gerando no meio celular uma quantidade elevada de espécies
reactivas de oxigénio, uma propriedade que utilizam na vigilancia antitumoral e no
combate a microrganismos (Flescher ez al., 1984, Chung e Kim , 1988, Park ef al,
1994).

O decréscimo da actividade catalitica cGST com a maturagédo sexual, assim como
a auséncia de variagdo da actividade enzimatica GR, no mesmo periodo etario, mostram,
numa primeira aproximagao, que o tecido timico de ratos machos adultos possui menos
capacidade para participar na conjugagiio de xenobiodticos ou de seus derivados gerados
pelo sistema P450 do que o tecido timico de ratos pubertais. Tal facto podera ser
regulado hormonalmente pelo eixo hipotalamo-gonadas-timo e por esse motivo podera
estar relacionado com a involugdo do proprio orgio.

A continuagido deste trabalho exige, pois, que seja feita a identificacio das

familias isoenzimaticas citocromo P450 e das subunidades glutationo S-transferase do
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citosol, expressas constitutivamente no tecido timico, tendo em vista, esclarecer o(s)
mecanismo(s) timico(s) regulador(es) que estejam envolvidos na expressdo genética
destas proteinas, assim como a sua propria evolug¢do com a idade.

Os timocitos sdo particularmente sensiveis a acgdo de xenobidticos, pelo que a
sua diminuicdo de tamanho e a consequente involugio do orgdo, poderdo ser um
indicador primario de toxicidade. A capacidade de resposta do timo a compostos
exogenos € a extensdo dos danos que lhe sejam provocados dependem do estado
nutricional e da idade do animal. Dado que, no rato, a fungdo que o timo desempenha
como local de diferenciagio e armazenamento de linfocitos T atinge o seu maximo na
puberdade e sofre um declinio acentuado desde essa fase do desenvolvimento até atingir
a maturag@o sexual, a sua sensibilidade aos xenobioticos e os efeitos consequentes sobre
a resposta imunitaria mediada por células assumem, nesse periodo da vida, uma
importancia particular (McConkey e Orrenius, 1989, Semialowcz et al., 1989,
Schuurman, 1991) .

A natureza dindmica do sistema imunitario e, em particular, do tecido timico
confere-lhe capacidade regenerativa para reparar, em curto espago de tempo, os danos
provocados por muitos xenobioticos. No entanto, a literatura apresenta cada vez mais
exemplos de compostos como a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (Poland e Knutson,
1982, McConkey e Orrenius, 1989), o hexaclorobenzeno (Vos, 1986), os hidrocarbone-
tos aromaticos policiclicos ndo halogenados (Semialowcz e al., 1989) e as hormonas
esteroides (Ansar Ahmed ef al., 1985) que agridem o tecido timico irreversivelmente.

Por exemplo, alguns trabalhos tém revelado que a indugdo provocada por
hidrocarbonetos aromaticos halogenados e ndo halogenados policiclicos envolve a

participagdo de receptores “Ah”, enquanto que a induc¢dio provocada por hormonas
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esteroides e estrogénios envolve outros receptores que, muito provavelmente, poderdo
ser do tipo “PB” ou “SRX” (Schuurman, H.-J.,1991).

Os efeitos toxicos sobre o tecido timico nem sempre desencadeiam degeneragdo
e morte celular. Por vezes, desencadeiam hiperplasia e neoplasia do tecido (Schuurman,
1991).

Os hidrocarbonetos aromaticos halogenados policiclicos sdo bons exemplos de
imunotoxinas ambientais. Por exemplo, o TCDD provoca a involugdo timica e um
decréscimo da resposta imunitaria celular, uma situagdo em que a causa da atrofia timica
ndo pdde ser atribuida as hormonas esteroides, pois a adrenalectomia e a hipofisectomia
ndo anularam o efeito produzido pelo xenobiodtico (Poland e Knutson, 1982, McConkey
e Orrenius, 1989, Schuurman, 1991).

O facto de o tratamento com isoproturdo ndo ter afectado significativamente o
peso do timo, nem a relagdo peso do orgdo/peso do corpo, nas duas fases do
desenvolvimento escolhidas para este trabalho, leva-nos a admitir que, ao nivel do orgio
inteiro, o tratamento com o xenobio6tico ndo provocou efeitos indicadores de toxicidade.
Por isso, sO a abordagem molecular podera conduzir a um melhor eclarecimento da
ac¢do do isoproturdo sobre o timo de ratos machos Wistar.

Os resultados obtidos com a fracgdo microssomal € o citosol timico mostraram
que o isoproturdo induziu perfis de concentracdo e de actividades enzimaticas diferentes
para cada uma das idades escolhidas neste estudo.

O tratamento com o xenobidtico provocou nos ratos pubertais um aumento da
concentragdo de proteinas microssomais, de citocromo P450 e de hemo, assim como o

das actividades enzimaticas ECOD e EROD, efeito este semelhante ao provocado pelo
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TCDD em células epiteliais do cortex e em linfocitos do timo e que os autores
associaram a inibi¢do do crescimento e da diferenciagio celular (Schuurman, 1991).

Os resultados obtidos com os ratos de 7 semanas de idade mostraram-nos ainda
que ocorreu um decréscimo da actividade NADPHred nos animais injectados com as
duas doses mais baixas, efeito para o qual ndo encontramos uma interpretacio adequada.

A indugdo das actividades enzimaticas anti-oxidantes mGST e GR poderdo
corresponder a uma resposta timo-protectora contra os ataques de espécies radicalares
de oxigénio, eventualmente geradas pelos citocromos P450 que participam em reacgdes
de desalquilagio, nas quais poderdo participar as formas isoenzimaticas codificados pelos
genes CYPIAl e CYPIA2.

Neste contexto, o decréscimo acentuado da actividade cGST s6 pode ser
explicado, se admitirmos que os mecanismos reguladores da expressio genética das
subunidades que constituem os enzimas cGST sdo diferentes daqueles que estiveram
envolvidos na indugdo dos CYP1Al e CYP1A2 que, como ja referimos, é mediada no
figado e rins por receptores do tipo “Ah “ (Oinonen e Lindros, 1998, Lohr e al., 1998).

Este tipo de resposta tem significado toxicologico, pois pode levar a acumulagdo
de xenobioticos ou dos seus derivados no tecido timico podendo inviabilizar o seu
funcionamento num periodo tdo critico do desenvolvimento animal.

No entanto, tal como nos rins e nos testiculos, os resultados que dispomos ndo
sdo suficientes para fundamentar per se, esta interpretacio e, como tal, carecem de
confirmagfo experimental. Para tal, necessitaremos de utilizar métodos mais especificos
de detecgdo e quantificagdo das formas isoenzimaticas que aqui referimos, assim como
proceder ao doseamento de perdxidos e de outras actividades cataliticas anti-oxidantes

que j& propusemos para outros orgaos.
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O tratamento dos ratos adultos com isoproturdo provocou uma diminuigéo da
concentragio de citocromo P450 e de hemo, nos animais injectados com a dose de 9
mg/Kg, e da actividade ECOD, em todos os animais em que foi administrado o
xenobiotico. Além disso, provocou um aumento das actividades NADPHred ¢ EROD
nos animais injectados com as doses mais elevadas.

Estes resultados sugerem que, no tecido timico, a actividade EROD podera ser
mediada por isoenzima(s) citocromo P450, diferente(s) daquele(s) que catalisam a O-
desetilagdo da etoxicumarina.

Os resultados mostram-nos ainda que ocorreu um efeito concertado entre a
indug¢do das actividades enzimaticas NADPHred, ECOD e cGST, provavelmente através
de um mecanimo regulador da expressdo genética comum.

Contudo, nio conseguimos compreender a diminuigdo da actividade enzimatica
mGST que observamos em qualquer dos grupos com 12 semanas de idade tratados com
isoproturdo, tanto mais que ocorreu uma aumento de actividade GR. E provavel que o
isoproturio tenha também exercido o seu efeito ao nivel do mecanismo regulador da
expressdo genética das subunidades constituintes dos enzimas mGST por um processo
semelhante ao dos isoenzimas que participam na O-desetilagdo da 7-etoxiresorufina. O
esclarecimento destas diividas passa, como ja referimos, pela detecgdo e quantificagdo de
isoenzimas no tecido timico semelhantes as que proposemos para os tecidos hepatico,

renal e testicular, ou seja por analise imunoquimica ou por RT-PCR.
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6.Conclusdes






Os resultados que discutimos no capitulo anterior, permitem-nos tirar algumas
conclusdes que passamos a enunciar.

O isoproturdo ndo afectou os marcadores de crescimento e de toxicidade ao nivel
do animal inteiro e dos orgdos, mas provocou alteragdes mensuraveis ao nivel molecular.

A distribuigdo dos constituintes e das actividades cataliticas dos sistemas de
biotransformag@o de xenobioticos que estudamos diferiu, qualitativa e quantitativamente,
de orgdo para orgdo. A presenca de citocromos P450 e de hemo, assim como a
manifestagdo das actividades enzimaticas NADPHred, ECOD, EROD, mGST, cGST ¢
GR foram detectadas no figado, rins, testiculos e timo, mas os valores determinados nos
tecidos extra-hepaticos, exceptuando as actividades enzimaticas mGST c¢GST e GR dos
testiculos, foram sempre inferiores aos do figado. Além disso, as actividades enzimaticas
6/ e 16a-T-OH so foram detectadas no figado, rins e testiculos, enquanto que a
presenga de citocromos b5 foi detectada no figado e rins e as actividades enzimaticas
END, 114, 2a-T-OH s6 foram detectadas no figado.

Os ratos adultos jovens aparentam possuir, ao nivel dos tecidos hepatico, renal,
testicular e timico, uma capacidade superior a dos ratos pubertais para a metabolizagdo
de xenobidticos, como foi evidenciado pelo aumento, com a idade, da concentragdo total
de citocromo P450 e de hemo, assim como das actividades enzimaticas NADPHred, no
figado, testiculos e timo; ECOD, no figado, rins e timo, EROD, nos quatro tecidos
referidos; mGST no figado testiculos e timo, c¢GST no figado e testiculos; e END no
figado.

Os ratos adultos jovens aparentam, igualmente, possuir ao nivel do tecido
hepatico uma capacidade superior a dos ratos pubertais para a biotransformacdo de

esterdides endoégenos, como foi evidenciado pelo aumento, com a idade, das actividades

275



enzimaticas 6/, 16a-, 11~ e 2a-testosterona hidroxilase do figado, evolugio
contrariada nos rins e nos testiculos, onde as actividades cataliticas 63 e 16a-
testosterona hidroxilase diminuiram, no primeiro caso,‘ e ndo sofreram qualquer
alteragdo, no segundo.

Os perfis de concentragdo e de actividade enzimatica que obtivemos para os
constituintes do sistema citocromo P450, enzimas GST e GR de ratos machos Wistar,
pubertais e adultos, mostram que a resposta ao isoproturdo foi diferente em cada um
desses orgdos e dependente do estadio de desenvolvimento em que foi administrado,
com excepgdo da actividade enzimatica NADPHred que diminuiu sempre, excepto no
timo dos ratos adultos, no qual aumentou na sequéncia do tratamento.

No tecido hepatico de ratos pubertais, o tratamento com isoproturdo exerceu
uma inibicdo das reacgdes de desalquilagdo de xenobidticos mediadas maioritariamente
pelos isoenzimas CYP1A2, CYP2B1 e CYPB2 e das reac¢des de 16a-hidroxilagio da
testosterona, mediada maioritariamente pelos isoenzimas CYP2B1 ¢ CYP2B2. Além
disso, inibiu as reac¢des de conjugacio mediadas pelos enzimas ¢cGST e as reacgdes de
redugdo do glutationo mediadas pelos enzimas GR. No entanto, ndo afectou a maior
parte das reacgdes de hidroxilagdo de esterdides, como as de formagdo de 2a-T-OH,
64T-OH e 114T-OH, mediadas maioritariamente pelos CYP2C11, CYP3A1, CYP3A2
e CYP11Bl1, respectivamente.

Podemos, assim, inferir que o tratamento com isoproturdo parece ter inibido
maioritariamente as reacgOes catalisadas pelas subfamilias isoenzimaticas cujo
mecanismo regulador da expressdo genética envolve receptores do tipo “Ah” e “PB”
como acontece, no primeiro caso, com 0 CYP1A2 e a maior parte dos isoenzimas ¢cGST,

e, no segundo caso, com os CYP2B1 e CYP2B2.
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O perfil de resposta ao isoproturdo que obtivemos em ratos pubertais prefigura
uma situagdo de risco elevado, pois, aponta para uma minimizagdo da capacidade
metabolizagdo de xenobiéticos pelo tecido hepatico, afectando em particular a
biotransformagéo hepatica de misturas onde o isoprutrdo esteja presente.

Em ratos adultos, o tratamento com isoproturdo provocou, no figado, a indugio
de reac¢des de desalquilagdo de xenobidticos mediadas maioritariamente pelos CYP1Al
e CYP1A2, das reacgdes de conjugagdo mediadas pelos enzimas cGST e da reacgdo de
reducdo do glutationo mediada pelos enzimas GR, mas inibiu a maior parte das reac¢des
de hidroxilagdo de esterdides mediadas pelos CYP2C11, CYP2B1, CYP2B2, CYP3Al
CYP3A2 ¢ CYP 11B1 e as reacgdes de conjugacdo mediadas pelos enzimas mGST. Este
perfil de resposta aponta para a activagdo bifuncional de uma via que envolve a
desalquilagio do isoproturdo, mediada por citocromos P450, e a conjugagdo dos
derivados metabolicos entretanto formados com o glutationo, mediada pelos enzimas
cGST, resposta esta que foi considerada por Buetler (1995) como hepatoprotectora. No
entanto, a perturbagdo que o tratamento com isoproturdo exerceu ao nivel das reacgdes
de biotransformagdo da testosterona pode originar alteragdes funcionais de natureza
toxicologica, sobre o organismo em geral e o figado em particular com consequéncias
imprevisiveis.

No tecido renal de ratos pubertais, o tratamento com isoproturdao exerceu um
catalisadas maioritariamente pelos CYP1Al ¢ CYP1A2. Além disso também inibiu as
reacgdes de conjugacdo com o glutationo catalisadas pelos isoenzimas cGST,
correspondendo a um efeito modelador bifuncional negativo que parece ter incidido

sobre familias isoenzimaticas cujo mecanismo regulador da sua expressio genética,
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envolve a participagdo de receptores do tipo “Ah”. Tal como no figado, este tipo de
resposta pode potenciar o risco de toxicidade de misturas quimicas onde o isoproturdo
esteja incluido. As reacgdes de hidroxilagdo da testosterona, catalisadas maioritariamente
pelos CYP2B1, CYP2B2, CYP3A2 e CYP2l, subfamilias isoenzimaticas cujo
mecanismo regulador da expressio genética parece envolver a participagio de receptores
do tipo “PB” e “SRX”, foram igualmente inibidas pelo tratamento com isoproturdo o
qual, surpreendentemente, induziu um aumento das actividades cataliticas mGST e GR,
eventualmente como resposta a um possivel aumento da concentragdo de espécies
radicalares de oxigénio.

No tecido renal de ratos adultos, o tratamento com isoproturio inibiu as reacgdes
de desalquilagdo mediadas maioritariamente pelos citocromos CYP1A1 e CYP1A2. No
entanto, o xenobiotico induziu reacgdes de conjugagdo com o glutationo, mediadas pelos
isoenzimas mGST e cGST, e reacgdes de redug@o do glutationo mediadas pelos enzimas
GR. Além disso, induziu ainda as reacgdes de hidroxilagdo da testosterona mediadas
maioritariamente pelos CYP2B1, CYP2B2, CYP3A2 e CYP21. Este tipo de resposta
pode ser considerada como protectora do tecido renal, uma vez que facilita a
biotransforma¢do de derivados metabolicos e de esterdides enddgenos que
eventualmente cheguem aos rins provenientes, por exemplo, do tecido hepatico.

Nos testiculos, em qualquer das idades, o tratamento com isoproturdo exerceu,
um efeito indutor das reac¢des de desalquilagio de xenobidticos, eventualmente
catalisadas pelos isoenzimas CYP1A1 e CYP1A2, mas inibiu as reacgdes de conjugacdo
com o glutationo catalisadas pelos isoenzimas mGST e cGST, efeito este que podera
levar a acumulagdo nos testiculos de subprodutos reactivos gerados pelo sistema

citocromo P450. Parece-nos, pois, que pequenas quantidades de isoproturdo poderdo
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influenciar a quantidade e a viabilidade dos espermatozoides produzidos pelos testiculos
de ratos machos Wistar. Por esse motivo, estes resultados poderdo, de certo modo,
contribuir para explicar as aberragdes cromossomais que, em 1990, Behera et al.
detectaram em células germinais de murganhos apés administragdo de isoproturdo em
doses diarias que variaram entre 100-200 mg/Kg/dia durante cinco dias.

No tecido timico de ratos pubertais, o tratamento com o isoproturdo exerceu um
efeito activador das reacgdes de desalquilagdo de xenobidticos, eventualmente
catalisadas pelos CYP1Al e CYP1A2, mas inibiu as reacgdes de conjugagdo de
substratos electofilos com o glutationo catalisadas pelos enzimas c¢GST, uma via
importante de eliminagio de xenobidticos. Este tipo de resposta tem significado
toxicologico, apesar da indugdo das actividades cataliticas antioxidantes mGST e GR,
dado que ocorre numa fase critica da formagdo da resposta imunitaria, podendo levar a
producdo e acumulagio no timo de derivados metabolicos do isoproturdo ou de outros
constituintes de misturas em que ele esteja incluido que inviabilizam o funcionamento
normal do org@o.

O isoproturdo parece ter-se comportado no tecido timico de ratos adultos como
um indutor bifuncional das actividades enzimaticas EROD e c¢GST, assistidas pela
actividade catalitica NADPHred, promovendo uma via timo-protectora de eliminagdo do
composto. A discrepancia dos resultados que observamos sobre o efeito do isoproturdo
nas actividades enzimaticas EROD e ECOD timicas sugerem, ainda, que as reacgdes de
O-destilagdo da etoxicumarina e da etoxiresorufina no timo poderdo ser catalisadas por
familias isoenzimaticas distintintas.

Face ao exposto, poderemos inferir que o risco de toxicidade sobre o figado e

rins € elevado durante a puberdade, devidopor um lado, a inibigdo das reacgdes
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catalisadas maioritariamente pelos CYP1A1l dos rins, € pelos CYP1A2, CYP2B1 e
CYP2B2 do figado e, por outro lado, devido a inibi¢io em ambos os tecidos das
reacgdes de conjugagdo catalisadas pelos enzimas c¢GST. O risco de toxicidade
provocada pelo isoproturio sobre o timo parece igualmente elevado durante a
puberdade, uma vez que a indugdo das reac¢des eventualmente catalisadas pelos
CYP1A1l e CYP1A2 ndo foram seguidas pela indugdo dos enzimas cGST

A inducdo bifuncional dos enzima cGST no figado e no timo, e a indugdo
monofuncional nos rins de ratos machos Wistar adultos, parece-nos constituir uma
resposta protectora desses tecidos, sugerindo que o figado, rins e timo de ratos adultos
possuem uma melhor capacidade de resposta ao isoproturdo, eliminando-o possivelmente
sob a forma de acidos mercapturicos, apos perda de um grupo metilo e conjugagio desse
derivado com o glutationo, ou apos conjugagdo directa do xenobi6tico com o tripéptido.

Contudo, o risco de toxicidade provocada pelo isoproturdo sobre os testiculos,
devido a possivel indugdo dos CYP1A1 e CYP1A2 e a inibi¢do dos enzimas mGST e
c¢GST, mostrou-se semelhante em qualquer das idades que estudamos e parece ser muito
superior aquela que poderemos prever para o figado, rins e timo, em consequéncia dos
resultados obtidos durante a realizag@o deste trabalho.

Apesar de o isoproturdo ser considerado isento de toxicidade para o Homem,
estes resultados mostram que este composto podera produzir efeitos deletérios nos
roedores, particularmente sobre os testiculos, provocando uma diminui¢do da capacidade
reprodutora, que assume capital importancia na reposi¢io a longo prazo da espécie.

Embora a transposi¢@o destes resultados para o Homem tenha de ser feita com

cautela, ndo poderemos excluir a hipotese de o isoproturio poder exercer efeitos
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deletérios nos seres humanos, em particular apos ingestdo a longo prazo de agua e
alimentos contaminados com o xenobiético.

No prosseguimento deste trabalho deveremos procurar a confirmagdo, em cada
orgdo, dos perfis de resposta ao isoproturdo que aqui proposemos. Para esse efeito
poderemos utilizar metodologias como a analise imunoquimica e o0 RT-PCR de modo a
detectar e quantificar, com elevada especificidade, a expressdo das formas isoenzimaticas
do sistema citocromo P450 e enzimas glutationo S-transferase afectadas pelo tratamento.
Com base nesses resultados deveremos, ainda, posseguir no sentido de identificar em
humanos isoenzimas congéneres aos que foram afectados pelo tratamento com
isoproturdo nos ratos machos Wistar, tendo em vista reconhecer eventuais mecanismos
reguladores da expressdo genética dos genes CYP e GST, comuns as duas espécies.

Em paralelo deveremos também procurar avaliar a influéncia do isoproturdo na
concentragio intracelular de hidroperdxidos e nas actividades enzimaticas glutationo
peroxidase dependente e ndo dependente do Se, assim como na actividade superdxido
dismutase tendo em vista detectar possiveis alteragdes dos sistemas anti-oxidantes
celulares e sua possivel correlagio com um eventual desvio do sistema citocromo P450
para a via de oxigenorredugio.

Esperamos que os resultados que vierem entretanto a ser obtidos possam
contribuir para o desevolvimento de ensaios in vitro com culturas de tecido de rato e de
humanos que permitam estimar a resposta in vivo ao isoproturdo ou a outros

xenobidticos e consequentemente prever a sua toxicidade para o Homem.
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Apéndices



ApéndicesA.

Resultados da analise de varidncia (modelo “ANOVA I”)



Quadrol - Peso do corpo e dos orgéos, relagio peso do orgdo/ peso do corpo de ratos machos Wistar, controlo e
tratados com as doses de 1, 3 ¢ 9 mg/Kg de isoproturdo, as 7 € as 12 semanas de idade.

e
Peso do corpo ou

P. do orgio/P. do corpo Origem da variéncia Somade Grausde Varidncia F Sig.
quadrados liberdade (99%)
Entre grupos 266648,920 7  38092,703 33,531 .000
Peso do corpo (g) Dentro dos grupos 36352,897 32 1136,028
Total 303001,817 39
Entre grupos 100,361 7 14,337 10,121 000
Peso do figado (g) Dentro dos grupos 45,333 32 1,417
Total 145,694 39
Entre grupos 5,575 7 ,796 14,485 ,000
Peso dos rim (g) Dentro dos grupos 1,759 32 ,055
Total 7.334 39
Entre grupos 6,990 7 999 11,350 ,000
Peso dos testiculos (g) Dentro dos grupos 2,815 32 ,088
Total 9.805 39
Entre grupos ,133 7 ,019 2,037 ,081
Peso do timo (g) Dentro dos grupos ,299 32 ,009
Total ,433 39
Entre grupos 3,686 7 ,527 13,109 ,000
P. do figado/P. do corpo (%) Dentro dos grupos 1,285 32 ,040
Total 4971 39
Entre grupos ,368 7 ,053 23,263 000
P. dos rins/P. do corpo (%) Dentro dos grupos ,072 32 ,002
Total 440 39
Entre grupos ,837 7 ,120 24,943 ,000
P. dos testiculos/P. do corpo (%) Dentro dos grupos ,153 32 ,005
Total . 991 39
Entre grupos ,151 7 ,022 18,584 ,000
P. do timo/P. do corpo (%) Dentro dos grupos ,037 32 ,001
Total ,188 39

Quadroll -Quantidade de ragio e de agua ingerida, quantidade de urina e fezes produzidas por ratos machos
Wistar, controlo e tratados com as doses de 1, 3 e 9 mg/Kg de isoproturdo, &s 7 € 4s 12 semanas de idade

Quantidade Origem da variancia

Soma de Graus de Varidncia F Sig.
quadrados  liberdade (99%)
Ragio (g) Entre grupos 6035,424 7 862,203 5,935 ,000
Dentro dos grupos 4648,882 32 145,278
Total 10684,307 39
Agua (cm3) Entre grupos 9984,875 7 1426,411 972 ,468
Dentro dos grupos 46946,100 32 1467,066
Total 56930,975 39
Urina (cm3) Entre grupos 8984,344 7 1283,478 1,278 ,292
Dentro dos grupos 32144,400 32 1004,513
Total 41128,744 39
Fezes (g) Entre grupos 2303,806 7 329,115 3,772 ,004
Dentro dos grupos 2791,750 32 87,242
Total 5095.556 39
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Quadrol - Peso do corpo € dos orgos, relagio peso do orgdo/ peso do corpo de ratos machos Wistar, controlo e
tratados com as doses de 1, 3 e 9 mg/Kg de isoproturfio, as 7 e as 12 semanas de idade.

e
Peso do corpo ou

P. do orgio/P. do corpo Origem da variéncia Somade Grausde Variancia F Sig.
quadrados liberdade (99%)
Entre grupos 266648,920 7  38092,703 33,531 .000
Peso do corpo (g) Dentro dos grupos 36352,897 32 1136,028
Total 303001,817 39
Entre grupos 100,361 7 14,337 10,121 ,000
Peso do figado (g) Dentro dos grupos 45,333 32 1,417
Total 145.694 39
Entre grupos 5,575 7 , 796 14,485 ,000
Peso dos rim (g) Dentro dos grupos 1,759 32 ,055
) Total 7.334 39
Entre grupos 6,990 7 999 11,350 ,000
Peso dos testiculos (g) Dentro dos grupos 2,815 32 ,088
Total 9.805 39
Entre grupos ,133 7 019 2,037 ,081
Peso do timo (g) Dentro dos grupos ,299 32 ,009
Total 433 39
Entre grupos 3,686 7 ,527 13,109 ,000
P. do figado/P. do corpo (%) Dentro dos grupos 1,285 32 ,040
Total 4,971 39
Entre grupos 368 7 ,053 23,263 000
P. dos rins/P. do corpo (%) Dentro dos grupos 072 32 ,002
Total ,440 39
Entre grupos ,837 7 ,120 24,943 ,000
P. dos testiculos/P. do corpo (%) Dentro dos grupos ,153 32 ,005
Total 991 39
Entre grupos ,151 7 ,022 18,584 ,000
P. do timo/P. do corpo (%) Dentro dos grupos ,037 32 ,001
Total ,188 39

Quadroll -Quantidade de racfo e de agua ingerida, quantidade de urina e fezes produzidas por ratos machos
Wistar, controlo e tratados com as doses de 1, 3 e 9 mg/Kg de isoproturdio, as 7 e as 12 semanas de idade

Quantidade Origem da variancia

Soma de Graus de Varidncia F Sig.
quadrados liberdade (99%)
Ragdo (g) Entre grupos 6035,424 7 862,203 5,935 ,000
Dentro dos grupos 4648,882 32 145,278
Total 10684,307 39
Agua (cm3) Entre grupos 9984,875 7 1426,411 972 ,468
Dentro dos grupos 46946,100 32 1467,066
Total 56930,975 39
Urina (cm3) Entre grupos 8984,344 7 1283,478 1,278 292
Dentro dos grupos 32144,400 32 1004,513
Total 41128744 39
Fezes (g) Entre grupos 2303,806 7 329,115 3,772 ,004
Dentro dos grupos 2791,750 32 87,242
Total 5095.556 39
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Apéndice B.

Resultados obtidos por cromatografia liquida de elevada eficicacia



B.1.Alguns cromatogramas
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Figura L.Cromatograma de uma mistura padrio de 64-T-OH (3 mg.dm™) a, 16a-T-OH (1 mg.dm™) b,

114T-0OH (1 mg.dm™) ¢, 2-T-OH (1 mg.dm™>) d ¢ testosterona (20 mg.dm™) e.
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Figura ILCromatograma de uma mistura padrdo de 64-T-OH (30 mg.dm™) a, 162-T-OH (10 mg.dm™) b,

114-T-OH (10 mg.dm™>) ¢, 2a-T-OH (10 mg.dm™) d e testosterona (20 mg.dm™>) e.
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Figura ITL Cromatograma de uma amostra de figado de ratos machos Wistar controlo com 7 semanas

de idade, onde estdo assinalados os picos 64~T-OH (a), 16a-T-OH (b), 115-T-OH (c),

2a-T-OH (d) e testosterona (e).
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Figura IV.Cromatograma de uma amostra de rins de ratos machos Wistar controlo com 7 semanas de

idade, onde estdo assinalados os picos 6 5-T-OH (a), 16a-T-OH (b) ¢ testosterona (e).
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de idade.

Figura V1L.Cromatograma de uma amostra de timo de ratos machos Wistar controlo com 7 semanas



B.2.Curvas de calibragdo
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Figura VIL Curva de calibragio para 6/4T-OH. Utilizaram-se 6 solu¢fes com mistura dos quatro

esterdides contendo 1,5; 3,0; 7,5; 15,0; 30,0 ¢ 75,0 mg.dm'3 de 6B-hidroxitestosterona.
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Figura VIIL Curva de calibragio para 16a-T-OH. Utilizaram-se 6 solu¢®es com mistura dos quatro

esterdides contendo 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 € 25,0 mg.dm'3 de 16 a-hidroxitestosterona.
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Figura IX.Curva de calibragdo para 114T-OH. Utilizaram-se 6 solugdes com mistura dos quatro
esteréides contendo 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 € 25,0 mg.dm™ de 114-hidroxitestosterona.
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Figura X.Curva de calibragdo para 2a-T-OH. Utilizaram-se 6 solugdes com mistura dos quatro
esterdides contendo 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 25,0 mg.dm‘3 de 2 a-hidroxitestosterona.
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Apéndice C.

Curva de calibracdo para a proteina total (método de Lowry)
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FiguraXLCurva de calibragdo utilizada na determinacdo da concentragdo de proteina total,
construida com 7 solugdes contendo 50; 75; 100; 125; 150; 175 € 200 pg.cm™ de albumina

do soro bovino, respectivamente.
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