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Resumo

Estudos em seres humanos e animais de laboratério tém indicado que infecgdes e
estimulos inflamatdrios alteram as atividades e a expressdao de varias isoformas de
citocromo P450 (CYP), e de outras enzimas envolvidas na biotransformagdo de
xenobiodticos, no figado, nos rins € no cérebro. Sabe-se que o clearance de muitos
farmacos depende do metabolismo hepatico e da atividade dos CYPs. Por outro lado,
algumas drogas (pro-drogas) sdo convertidas por estas enzimas em metabolitos
farmacologica e toxicologicamente ativos (ativagao metabodlica). Assim sendo, os
fatores que modulam a atividade ou a expressio dos CYPs e das UDP-
glicuronosiltransferases (UGTs), afetam também — favoravel ou negativamente — os
efeitos terapéuticos e adversos dos farmacos e a toxicidade de outros xenobidticos.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de alteracdes do
conteudo total de citocromo P450, e da atividade de enzimas hepaticas de
biotransformacao (CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2E e UGT) durante a fase inicial da
esquistossomose mansonica (15 e 30 dias poés-infec¢do), antes da deposi¢do de ovos ¢
do aparecimento de granulomas no figado dos camundongos. Camundongos Swiss
Webster e DBA/2, machos e fémeas, foram expostos a 100 cercarias de Schistosoma
mansoni aos 10 dias de vida e mortos, por deslocamento cervical, 15 e 30 dias apds a
infecgdo. Os figados foram retirados para a preparagdo da fragdo microssomal e
determinag¢ao do contetdo total de CYPs, bem como das atividades da etoxiresorufina-
O-desetilase (EROD), metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD), benziloxiresorufina-
O-desbenzilase (BROD), pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD),
nitrosodimetilamina-desmetilase (NDMA-d), cumarina 7-hidroxilase (COH) e UGT. Os
resultados obtidos mostraram que, 15 dias apds a infeccdo com S. mansoni, o conteudo
total de CYPs e as atividades de CYP1A, 2A, 2B e 2E, assim como da UGT, nao estao
alteradas. Mais tarde, 30 dias apés a infec¢do, foram notadas, em alguns casos,
modifica¢des discretas das atividades de CYP1A, 2B e 2E, cujo sentido dependeu da

linhagem e sexo dos animais.

Palavras-chave: biotransformacao, citocromo P450, UGT, esquistossomose mansonica.
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Abstract

It has been shown that a variety of infectious diseases and inflammatory processes cause
a down-regulation of CYPs and other xenobiotic-metabolizing enzymes in the liver,
kidneys and brain. Since CYP isoforms take part in the clearance as well as in the
metabolic activation of drugs and other xenobiotic compounds, factors that modulate
their expression are of utmost pharmacological and toxicological importance. The same
holds true for phase II enzymes because elimination of most phase I-produced
metabolites depends on their conjugation to endogenous substrates. Within this context,
it has been reported that inflammatory reactions (granulome) around Schistosoma
mansoni eggs trapped in the liver of infected mice are associated with a down-
regulation of several CYP isoenzymes. Studies by one research group, however, have
found that, at an earlier stage, before granulomes are formed, activities of several
monooxygenases are increased in the liver of S. mansoni-infected mice. The objective
of this study was to investigate whether the total content of cytochrome P450 and the
activities of CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2E and UDP-glucuronosyltransferase) are
altered in the hepatic microsomal fraction during the earlier phase of schistosomiasis
(15 and 30 days after infection), when granulomes are not found yet in the mouse liver.
Male and female Swiss Webster and DBA/2 mice were exposed to 100 cercariae of S.
mansoni on 10" day of life and killed, by cervical dislocation, 15 and 30 days
afterwards. Livers were then removed for preparation of microsomal fractions. Total
content of CYP, as well as activities of CYP1A (ethoxyresorufin-O-deethylase — EROD
and methoxyresorufin-O-demethylase — MROD), CYP2B (benziloxyresorufin-O-
debenzylase — BROD and pentoxyresorufin-O-depentylase — PROD), CYP2E1 (N-
nitrosodimethylamine- demethylase — NDMA-d), CYP2AS5 (coumarin 7-hydroxylase —
COH) and UDP-glucuronosyltransferase (UGT) were measured in the liver microsomes.
Results showed that, 15 days after infection, CYPs- total content and activities of
CYPI1A, 2A, 2B, 2E and UGT were not altered. Afterwards, 30 days after the infection,
in a few cases, slight changes were noted in the activities of CYP1A, 2B and 2E, the
direction of which varied depending on the mouse strain and gender. In conclusion, data
provided by the present study indicated that, in contrast with previous reports in male
Balb/c mice, no evidence was found that a general upregulation of liver microsomal
enzymes occurs at an earlier stage of murine schistosomiasis, i.e., before granulomes
appear in the infected mice.

Key words: biotransformation, cytochrome P450, UGT, schistosomiasis.
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1 -INTRODUCAO

1.1 — Biotransformacao

1.1.1 — Nogodes gerais

Os seres humanos estdo constantemente expostos a uma variedade de
xenobidticos ou substdncias quimicas ndo-nutrientes estranhas ao organismo. Os
xenobioticos podem ser de origem natural ou sintética e incluem farmacos, aditivos
alimentares, pesticidas, toxinas, substancias quimicas de uso industrial e poluentes
ambientais de diversos tipos (Parkinson, 2001; Sipes & Gandolfi, 1991).

A eliminagao de xenobidticos ocorre pela urina, bile, fezes, ar expirado e
transpiracdo e, no caso de compostos nao volateis, depende em grande parte da
solubilidade aquosa da molécula. Em principio, as moléculas mais lipofilicas, i.e.
aquelas que exibem alto coeficiente de parti¢do lipidio:agua, tendem a permanecer e
acumular no organismo, uma vez que os meios usuais de eliminacdo (e.g. urina, fezes)
sao fundamentalmente aquosos. Assim, embora os xenobidticos mais hidrossoliveis
possam ser eliminados de forma inalterada, comumente a depuracdo das moléculas mais
lipofilicas absorvidas pelo organismo depende essencialmente dos processos de
biotransforma¢do. De um modo geral, o processo de biotransformagdo de xenobidticos
lipofilicos da origem a metabolitos finais mais hidrossoluveis encontrados nos
principais meios de elimina¢do: wurina e fezes. A biotransformacdo ¢ um processo
bioquimico catalisado por uma ampla diversidade de enzimas distribuidas em diferentes
tecidos e encontradas tanto dentro como fora (e.g. esterases plasmaticas) das células,
onde estdo localizadas em varios compartimentos subcelulares.

Nos vertebrados, o figado ¢ o 6rgdo onde se encontra a maior abundancia e
diversidade de enzimas de biotransformacao. Estas enzimas existem em quase todos os
orgaos, mas a atividade ¢ maior no figado e naqueles tecidos estrategicamente situados
nas portas de entrada do organismo, tais como trato gastrointestinal (e.g. intestino), pele,
pulmido e mucosa nasal. Orgdos como os rins, 0 pancreas, o coragdo, o cérebro, os
testiculos, a placenta, os ovarios e varios outros também exibem importante capacidade
metabolica em termos de biotransformagdo de xenobioticos.

A nivel subcelular, as enzimas de biotransformagdo estdo localizadas

primariamente no reticulo endoplasmatico (microssomos) ou na fragdo soluvel do



citoplasma (citosol), e em menores quantidades na mitocondria, no nicleo e nos
lisossomos. A presenca destas enzimas no reticulo endoplasmatico pode ser explicada
pelo fato dos substratos primarios das enzimas de biotransformagdo (xenobidticos)
serem moléculas lipofilicas que tendem a se concentrar, portanto, na matriz lipoprotéica

de que sdo constituidas as membranas (bicamada lipidica) do reticulo endoplasmatico

(Parkinson, 2001).

1.1.2 — Principais func¢des da biotransformacao

A biotransformacao da origem a metabolitos com caracteristicas fisico-quimicas
que favorecem a eliminagdo (menor coeficiente de particao lipidio:agua) pela urina e
fezes. Se nao houvesse biotransformagao, os xenobidticos lipofilicos seriam excretados
tao lentamente que — com a continuidade da exposi¢ao — haveria acumulagdo, o que
poderia, eventualmente, comprometer a propria sobrevivéncia do organismo.

Uma possivel excecdo a esta regra geral (maior lipossolubilidade — eliminagao
mais lenta) seria o caso de compostos volateis (rapidamente eliminados — na forma
inalterada — pela expiracdo), cuja biotransformagdo daria origem a metabolitos nao
volateis mais hidrossoluveis que seriam eliminados mais lentamente pela urina ou fezes.

Como a biotransformag¢do, de modo geral, facilita a eliminagcdo dos xenobidticos
lipofilicos que podem causar efeitos adversos, ela ¢ considerada um processo de
desintoxicacao (Parkinson, 2001; Vermeulen, 1996; Sipes & Gandolfi, 1991).

A modificagdo quimica de um xenobidtico pela biotransformacao também pode
alterar o seu efeito bioldgico (Parkinson, 2001; Vermeulen, 1996). Muitos farmacos
precisam ser inicialmente biotransformados para exercerem o seu efeito terapéutico, da
mesma forma que muitos xenobidticos s6 apresentam efeitos toxicos depois de serem
biotransformados (i.e. sofrerem ativacdo metabolica). A biotransformacdo pode dar
origem a metabodlitos intermediarios altamente reativos que, diferentemente das
moléculas parentais as quais o organismo foi originalmente exposto, sdo capazes de se
ligar a proteinas e acidos nucléicos causando citotoxicidade e genotoxicidade (Omura,
1999).

Em que pese os numerosos exemplos de ativagdo metabolica entre as substancias
de importancia toxicologica, na maioria das situagdes, a biotransformacdo resulta na
diminuicdo do efeito terapéutico ou do efeito toxico dos xenobiodticos. De fato, a

duracdo ¢ a intensidade do efeito farmacologico de muitas drogas, bem como a



toxicidade das substancias quimicas, sdo em grande parte inversamente relacionadas a
sua taxa de biotransformacdo (Parkinson, 2001; Gibson & Skett, 1994; Sipes &
Gandolfi, 1991).

1.1.3 — Fases da biotransformacao

As reacles catalisadas pelas enzimas de biotransformagdo podem ser
esquematicamente agrupadas em duas fases seqiienciais: as reagdes de fase I e II. As
reagoes de fase I consistem em reacgdes de hidrélise, reducao e oxidagao, i.e. reagdes que
introduzem — ou expdem — um grupo funcional quimicamente reativo (-OH, -NH», -SH
ou -COOH) na molécula do xenobidtico. Estas reagdes, que normalmente resultam
apenas em aumento discreto da hidrossolubilidade em relacdo a molécula original do
xenobiotico, fornecem os grupos funcionais que possibilitam as reagdes de fase II de
conjugacdo a um composto enddgeno. Os metabolitos conjugados sdo soluveis em agua
e encontrados na urina e fezes (Parkinson, 2001; Gibson & Skett, 1994; Sipes &
Gandolfi, 1991).

As reagoes de fase II, que podem ser precedidas ou nao pelas reacdes de fase I,
incluem glicuronidacdo, sulfatagdo, acetilacdo, metilagdo, conjugacdo com glutationa,
aminoacidos e 4cidos graxos (Parkinson, 2001; Gibson & Skett, 1994; Sipes &
Gandolfi, 1991). Nestas reagdes, o xenobidtico, ou o metabolito oriundo da fase I, é
ligado covalentemente a uma macromolécula enddgena (e.g., acido glicuronico,
glutationa, sulfatos inorganicos e aminodcidos), dando origem a um conjugado
hidrossoluvel que pode ser eliminado pelas vias renal e biliar (Gibson & Skett, 1994;
Sipes & Gandolfi, 1991). Embora a seqiiéncia tipica seja a fase Il sucedendo a fase I,
caso 0 xenobidtico possua grupos funcionais adequados, a conjugacao pode ocorrer sem
ser precedida pela fase I e, em alguns casos excepcionais, produtos conjugados de fase
II podem ser substratos para rea¢des catalisadas pelas enzimas de fase I.

A biotransformacdo de xenobidticos ¢ catalisada por enzimas cuja atividade
pode variar em fun¢do de fatores como espécie, sexo, idade, estado de satde, entre
outros. Vérias enzimas de biotransformacdo sdo induziveis pela exposicdo prévia a
determinados xenobidticos mas, em muitos casos, as enzimas S3a0 expressas
constitutivamente.

O sistema enzimatico mais importante na catalise das reacdes de fase I € o

sistema citocromo P450, localizado nas membranas do reticulo endoplasmatico, ou



fracdo microssomal, de células de varios tecidos (principalmente no figado, rins e
intestino). Ao contrario do observado com os citocromos P450, enzimas ligadas a
membrana microssomal, as enzimas de fase II sdo solaveis e encontradas livres na
fragdo citosdlica. Algumas enzimas de conjuga¢ao (fase II), no entanto, também estao
localizadas na fragdo microssomal como, por exemplo, as UDP-glicuronosiltransferases

(Parkinson, 2001; Gibson & Skett, 1994).

1.2 — Citocromos P450

1.2.1 — Caracteristicas Gerais

Os citocromos P450 (CYPs) sdo hemeproteinas capazes de catalisar a oxidagao
de uma grande diversidade de moléculas organicas. Estas proteinas sdo encontradas em
quase todos os organismos, desde protistas e plantas at¢ mamiferos incluindo o homem
(Mansuy, 1998; Lewis & Pratt, 1998; Stegeman & Livingstone, 1998; Nelson et al.,
1996).

O grupamento prostético heme do citocromo P450 apresenta potencial redox e
propriedades espectrais unicos. Quando reduzido, o citocromo P450 (Fe*") se liga ao
monoxido de carbono formando um complexo cuja absorvancia maxima ocorre a 450
nm. Esta propriedade espectral estd presente somente quando o CYP esta intacto e
cataliticamente funcional. Quando desnaturado, o citocromo P450 deixa de exibir o pico
espectral caracteristico a 450 nm e, como outras hemeproteinas, apresenta a absorvancia
maxima a 420 nm (Sipes & Gandolfi, 1991; Stegeman & Livingstone, 1998).

O sistema enzimatico citocromo P450 ¢ constituido por duas enzimas: o
citocromo P450 e uma flavoproteina. A flavoproteina ¢ capaz de transferir um ou dois
elétrons para o citocromo P450, e tem uma preferéncia pelo NADPH como co-fator,
sendo chamada NADPH-citocromo P450 redutase. Ha também um doador adicional de
elétrons, o citocromo b5, ancorado ao reticulo endoplasmatico pela sua por¢ao carboxi-
terminal, que transfere elétrons do NADH e tem como fun¢ao estimular a atividade dos
CYPs. Dependendo da enzima e do substrato, o citocromo b5, que pode doar o segundo
elétron que o citocromo P450 necessita, ndo s6 aumenta a velocidade de catalise do
citocromo P450, como também pode aumentar a Vy,.x €/ou diminuir o K;,, aparente das
reagoes catalisadas pelo CYP. Os microssomos hepaticos contém numerosas formas (ou

isoformas / isoenzimas) de citocromo P450, mas exibem apenas uma forma de NADPH-



citocromo P450 redutase e citocromo b5. Para cada molécula de NADPH-citocromo
P450 redutase presente em microssomos hepaticos de ratos, existem — ao seu redor — de
5 a 10 moléculas de citocromo b5 e de 10 a 20 moléculas de citocromo P450
(Parkinson, 2001; Sipes & Gandolfi, 1991).

Os CYPs podem ser subdivididos em quatro classes — I, II, IIl e IV —
dependendo de como os elétrons de NADPH s3o doados para o seu sitio catalitico. Os
CYPs da classe I necessitam, como doadores de elétrons, tanto de uma redutase
contendo FAD, quanto de uma redoxina contendo ferro e enxofre. As enzimas de classe
IT necessitam apenas da NADPH-citocromo P450 redutase. As moléculas de classe III
sdo auto-suficientes neste aspecto e, portanto, ndo necessitam de doadores de elétrons.
Os CYPs de classe IV recebem elétrons diretamente do NADPH. As enzimas citocromo
P450 de classe I e II de todos os organismos participam de reagdes de desintoxicagao e,
em alguns casos, da ativagdo metabdlica de xenobidticos (Werck-Reichart &
Feyereisen, 2000).

Os CYPs de procariotos sdo proteinas soluveis que, freqiientemente, participam
do catabolismo de substancias quimicas utilizadas como fonte de carbono e, também, da
desintoxicacdo de xenobiodticos. Outras funcdes conhecidas de CYPs em procariotos,
incluem o metabolismo de 4cidos graxos e a biossintese de antibioticos (Werck-
Reichhart & Feyereisen, 2000).

Enzimas citocromo P450 de classe I de células eucaridticas sao encontradas
associadas a membranas mitocondriais e catalisam diversas reacOes envolvidas na
biossintese de hormdnios esteroides e da vitamina D3 em mamiferos. Estas enzimas de
classe I mitocondriais também sdo encontradas em insetos € nematodeos, mas até hoje
nenhuma delas foi descrita em plantas (Werck-Reichart & Feyereisen, 2000).

As enzimas de classe II sdo as mais comuns nos eucariotos. Diferentemente do
que ocorre com enzimas de classe II de procariotos, nos eucariotos o citocromo P450 e a
NADPH-citocromo P450 redutase ndo estdo ligados um ao outro, mas sim dissociados e
ancorados independentemente, pelas ancoras amino-terminais hidrofobicas, na face
externa das membranas do reticulo endoplasmatico. As fung¢des das enzimas de classe 11
sdo extremamente diversificadas. Em fungos, as enzimas de classe II catalisam a sintese
de esterdides de membrana e micotoxinas e, além disso, estdo envolvidas na
metabolizacdo de fitoalexinas e lipideos. Em animais, as enzimas de classe II ndo so
metabolizam substancias exogenas, facilitando a sua excre¢do, como também

participam da biossintese ou biodegradacdao de muitos compostos endogenos, alguns dos



quais sdo toxicos ou importantes reguladores endocrinos (Werck-Reichhart &
Feyereisen, 2000; Mansuy, 1998; Stegeman & Livingstone, 1998; Gibson & Skett,
1994).

Entre as enzimas envolvidas na fase I da biotransformacdo de xenobioticos, os
CYPs sdo as que apresentam maior versatilidade em termos cataliticos e sdo também as
principais enzimas responsaveis pela desintoxicacdo e ativagdo metabdlica de
xenobidticos. Acredita-se que qualquer molécula organica hidrofébica, seja ela farmaco,
poluente ambiental ou produto natural, possa ser substrato para uma ou outra enzima
citocromo P450. Estas enzimas desempenham, portanto, importante papel na
carcinogénese quimica (ativagdo metabolica de pro-carcindgenos e desintoxicagdo de
carcinogenos), ¢ sdo determinantes também da tolerdncia a farmacos, pesticidas e
poluentes ambientais (Parkinson, 2001; Werck- Reichhart & Feyereisen, 2000; Mostafa
et al., 1990; Guengerich, 1988).

Os tipos e a quantidade de citocromo P450 variam de acordo com a espécie, o
orgdo, a idade, a saude, o sexo, o estresse € a exposi¢ao a substancias quimicas (Gibson
& Skett, 1994; Sipes & Gandolfi, 1991). Os CYPs que metabolizam xenobidticos sdo,
com freqiiéncia, induziveis pela exposi¢ao prévia ao substrato ou a outras substancias
exogenas, ou inibidos por outros xenobidticos e por diversas condi¢gdes. O aumento na
atividade de enzimas citocromo P450 pode resultar de (1) duplicagdo génica levando a
uma super expressdo de uma enzima citocromo P450, (2) a indugdo da sintese de
citocromo P450 (aumento da transcricdo ou estabilizagdo de RNA mensageiro) por
exposi¢do a fatores ambientais, e.g. xenobidticos, ou (3) estabilizagdo da enzima
(apoproteina) ja existente por exposi¢do a um xenobiotico. Por outro lado, a diminui¢ao
da atividade das enzimas citocromo P450 pode resultar de (1) uma mutagdo que
bloqueia a sintese de uma enzima CYP ou leva a sintese de uma enzima inativa ou
cataliticamente comprometida, (2) exposi¢do a um fator ambiental (como uma doenca
infecciosa ou um xenobidtico) que suprime a expressao da enzima citocromo P450, ou,
(3) exposicao a um xenobidtico que inibe ou inativa a enzima CYP pré-existente
(Parkinson, 2001).

Cada isoforma de CYP aceita uma série de substratos com ampla diversidade de
estruturas quimicas. Por outro lado, uma mesma molécula pode ser substrato para
varias isoenzimas citocromo P450. Assim sendo, no caso destas enzimas, pode-se dizer
que a especificidade por determinado substrato ¢ sempre relativa. E possivel que duas

ou mais isoformas de CYP possam contribuir para o metabolismo de um unico



composto (Parkinson, 2001). A ampla e, freqiientemente, sobreposta especificidade por
substratos impede que as enzimas citocromo P450 sejam denominadas de acordo com as
reagdes que elas catalisam. Mais de 1000 diferentes isoformas de citocromos P450
foram identificadas e seqiienciadas até hoje (Nelson et al., 1996). Estas isoformas CYP
foram classificadas em varias familias e subfamilias com base na homologia dos genes

correspondentes (Mansuy, 1998).

1.2.2 — Estrutura basica

As enzimas citocromo P450 possuem como grupo prostético o heme ou ferro-
protoporfirina IX, em que o 4tomo de ferro ocupa posicdo central em um sulco
hidrofobico da apoproteina, acessivel ao substrato.

No heme, o ferro ¢ capaz de fazer 6 ligagdes. Quatro destas ligacdes sdo feitas
com o0s atomos de nitrogénio dos anéis pirrdlicos. A quinta ligagdo do 4tomo de ferro ¢
feita com o tiolato (S-), proveniente do residuo de cisteina situado proximo a regiao C-
terminal da cadeia polipeptidica da apoproteina, composta de 400 a 500 aminoacidos.
Gragas a sua eletrofilicidade, o enxofre da cisteina faz com que o atomo de ferro
mantenha-se, normalmente, no estado férrico (Fe+3 ) (Parkinson, 2001; Lewis, 1996). A
existéncia desse quinto ligante confere aos citocromos P450, quando reduzidos ao
estado ferroso (Fe’"), uma grande afinidade por moléculas como oxigénio (O,) e
monoxido de carbono (CO). Como ja comentamos, o complexo CO-CYP reduzido
apresenta um espectro caracteristico de absorcdo maxima a 450 nm, razdo pela qual
estas enzimas sao denominadas de citocromo P450. (Parkinson, 2001; Omura & Sato,
1962). Este espectro de absor¢do maxima do complexo CO-CYP reduzido difere
sutilmente entre diferentes isoformas e varia entre 447 nm e 452 nm. Todas as outras
hemeproteinas que se ligam ao CO apresentam o espectro de absor¢do maxima a
aproximadamente 420 nm (Parkinson, 2001). O sexto ligante pode ser a 4gua (CYP no
estado férrico), o mondxido de carbono ou o oxigénio molecular (CYP no estado
ferroso).

Poucas regides das enzimas citocromo P450 se mantém conservadas de forma
absoluta entre as diferentes isoformas. Em termos gerais, a identidade na seqiiéncia de
aminoacidos entre as proteinas CYPs €, com freqiiéncia, extremamente baixa - podendo
ser inferior a 20% (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000). A maior conservagdo

estrutural ¢ encontrada no cerne da proteina, em torno do residuo de cisteina que forma



a ligagdo tiolada com a molécula heme, e reflete um mecanismo comum de
transferéncia de elétrons e prétons e de ativagdo de oxigénio. Quando esta ligacdo
tiolada ¢ perturbada, o citocromo P450 ¢ convertido a uma forma cataliticamente inativa
chamada citocromo P420. As regides mais variaveis estdo associadas ao ancoramento
das regides amino-terminais ou ao direcionamento das proteinas ligadas as membranas,
ou ainda ao reconhecimento e a ligacdo ao substrato. Estas regides associadas ao
reconhecimento de substratos e a ligagdo destes, determinam que estruturas quimicas
terdo acesso ao centro ativo da enzima, ou seja, a seletividade pelo substrato de um CYP
particular. Elas estdo localizadas proximas ao canal de acesso do substrato e ao sitio de
catalise, sendo freqiientemente referidas como sitios de reconhecimento do substrato ou
SRSs (Parkinson, 2001; Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Stegeman &
Livingstone, 1998).

1.2.3 - Mecanismo geral de catalise

Os citocromos P450 foram descobertos por volta de 1960 e, até pouco tempo, a
unica fung¢do catalitica destas hemeproteinas parecia ser a transferéncia de um atomo de
oxigénio do O, para varios substratos. Para essa reacdo de monooxigenacdo, os
citocromos P450 recebem elétrons do NADPH ou NADH via proteinas que transferem
elétrons que normalmente estdo ligadas ao citocromo P450 nas membranas celulares
(Ortiz de Montellano, 1995). A ativagao do oxigé€nio ou monooxigenagao, na qual um
atomo de oxigénio ¢ incorporado ao substrato, designado RH, e o outro ¢ reduzido a
agua, ocorre como descrito na equagdo abaixo:

Substrato (RH) + O, + NADPH + H" — produto (ROH) + H,O + NADP"

Como mencionado anteriormente, durante a catalise, o citocromo P450 se liga
diretamente ao substrato e ao oxigénio molecular, mas ndo interage diretamente com o
NADPH ou NADH. O mecanismo pelo qual o citocromo P450 recebe elétrons do
NAD(P)H depende da localizagdo subcelular do citocromo P450. No reticulo
endoplasmatico, onde se encontra o maior nimero de enzimas CYP envolvidas na
biotransformacao, os elétrons sdo transferidos do NADPH para o citocromo P450 via
uma flavoproteina chamada NADPH-citocromo P450 redutase. Na mitocondria, que
abriga muitas enzimas CYP envolvidas na biossintese de hormonios esterdides e no
metabolismo da vitamina D, os elétrons sdo transferidos do NAD(P)H para o citocromo

P450 via ferredoxina e ferredoxina redutase (Parkinson, 2001).



Em reacdes catalisadas pelo citocromo P450, o substrato (RH) se combina com a
forma oxidada do citocromo P450 (Fe*"), deslocando o sexto ligante, o que provoca
alteragdes espectrais, no estado de “spin” e no potencial redox da hemeproteina (Werck-
Reichhart & Feyereisen, 2000; Sipes & Gandolfi, 1991). Acredita-se que a ligagdao do
citocromo P450 ao substrato provoque uma alteracdo na conformacgdo da enzima,
possibilitando a interagdo com o componente redox (Lewis, 1996). Esse complexo
substrato-citocromo P450 aceita um elétron, via NADPH-citocromo P450 redutase, que
reduz o ferro na molécula heme do citocromo P450 ao estado ferroso. O complexo
substrato-citocromo P450 reduzido (Fe®") combina com o oxigénio molecular que,
entdo, aceita um outro elétron do NADPH. O complexo Fe%Oz ¢ convertido a um
complexo Fe’OOH pela adi¢do de um préton (H). Um segundo elétron é entdo doado
a este complexo, via NADPH-citocromo P450 redutase, ou a partir do NADH, via
citocromo b5. Em uma série de passos, que ainda nao foram completamente
esclarecidos, os dois elétrons sdo aparentemente transferidos para o oxigénio molecular.
As espécies de oxigénio resultantes sdo altamente reativas e instaveis. Um atomo dessas
espécies reativas de oxigénio € introduzido ao substrato, enquanto o outro ¢ reduzido a
agua. Em seguida, o substrato oxigenado se dissocia, regenerando a forma oxidada do
citocromo P450 (Parkinson, 2001; Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Sipes &
Gandolfi, 1991).

Outras fungdes cataliticas, além da monooxigenagdo, foram também relatadas
para varios citocromos P450. Algumas dessas reacdes, que dependem de citocromos
P450, sao oxidagdes em que ha clivagens de pontes C-C ou C=N e redugdes. Reacgdes
como desalquilacdo, desidratagdo, desidrogenacao, isomerizagdo e dimeriza¢do também
j& foram descritas para algumas formas de citocromos P450 (Parkinson, 2001; Mansuy,
1998).

Muitos detalhes de como os CYPs catalisam outras reagdes nas quais estdo
envolvidos, principalmente as mais complexas, como as observadas em plantas, ainda
ndo sdo bem conhecidos. Entretanto, a grande diversidade de reacdes catalisadas pelas
enzimas citocromo P450 parece estar baseada em duas propriedades singulares destas
hemeproteinas: (1) a capacidade do heme existir em diferentes estados de oxidagdo com
diferentes reatividades e (2) a acessibilidade a uma grande variedade de substratos
(Mansuy, 1998).

Desta forma, a propriedade comum a todos os citocromos P450 descobertos até

o momento ndo ¢ a ativagdo e a transferéncia de um dtomo de oxigénio para o substrato,



mas sim a absorvancia maxima a 450 nm, denominada pico “Soref”, do complexo
formado pela forma reduzida do heme com o monoéxido de carbono (Mansuy, 1998;

Omura & Sato, 1964).

1.2.4 — Nomenclatura

As seqiiéncias de aminoacidos de varias isoformas CYP tém sido determinadas,
e estas seqiiéncias formam hoje, a base para a classificagdo e a nomenclatura destas
enzimas (Nelson et al.,, 1993). O sistema corrente de nomenclatura dos CYPs foi
proposto por Nebert et al., 1991. Enzimas que apresentam mais de 40% de similaridade
sdo agrupadas na mesma familia, que ¢ indicada por um algarismo ardbico (e.g., CYPI,
CYP2, CYP3). Aquelas que possuem mais de 55% de similaridade em suas seqiiéncias
sao agrupadas na mesma subfamilia, que ¢ representada por uma letra apés o nimero
ardbico indicativo da familia (e.g., CYP2A, 2B, 2C, 2D, 2E). Cada membro da
subfamilia (isoenzima) ¢ representado por um outro nimero arabico que vem em
seguida a letra indicativa da subfamilia (e.g., CYP2A1, 2A2, 2A3). Quando em itédlico, a
sigla refere-se ao gene que codifica a proteina em questdo (e.g., CYPIA2). Por
convenc¢do, nimeros relativos a familia menores que 100 sdo reservados para enzimas
provenientes de organismos eucaridticos, € aqueles maiores que 100 caracterizam
enzimas oriundas de microorganismos procaridticos (Parkinson, 2001; Sipes &
Gandolfi, 1991).

Em mamiferos, foram identificadas, até a presente data, mais de 14 familias e 26
subfamilias de citocromos P450 (Nelson et al., 1996). No entanto, embora ja tenham
sido descritos cerca de 30 — 50 genes de CYP diferentes em ratos, camundongos ¢
humanos, nem todas as familias estdo envolvidas no metabolismo de xenobidticos. Em
humanos, um nimero relativamente pequeno de isoformas CYP esta envolvida no
metabolismo de farmacos: 1A2, 2A6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 (Spatzenegger &
Jaeger, 1995). Das familias de citocromo P450 presentes em mamiferos, CYP1, 2,3 ¢ 4
consistem de citocromos P450, hepaticos e extra-hepaticos, envolvidos na fase I da
biotransformacdo de xenobiodticos. Por outro lado, as familias CYP11, 17, 19 e 21 sao
constituidas de citocromos P450 extra-hepaticos que participam do metabolismo de
compostos enddgenos (Sipes & Gandolfi, 1991).

As enzimas citocromo P450 microssomais hepaticas envolvidas na

biotransformag¢do de xenobidticos pertencem a trés principais familias: CYP1, CYP2 e
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CYP3. Os microssomos hepaticos também contém enzimas da familia CYP4, que tém
como substratos varios acidos graxos e eicosandides, mas relativamente poucos
xenobidticos. As enzimas citocromo P450 microssomais hepaticas de cada uma dessas
familias geralmente pertencem a uma unica subfamilia (e.g., CYPIA, CYP3A e
CYP4A). Uma excecdo notavel ¢ a familia CYP2 que contém 5 subfamilias (e.g.,
CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D ¢ CYP2E). O numero de enzimas CYP em cada
subfamilia difere de uma espécie para outra (Parkinson, 2001).

Podem ocorrer diferencas nas propriedades cataliticas e na regulacido entre os
membros de diferentes subfamilias e, também, entre os membros de uma mesma
subfamilia. Além disso, em um determinado tecido podem estar presentes formas
distintas de CYPs que, na maioria das vezes, podem diferir das encontradas em outros

tecidos (Guengerich & MacDonald, 1990).

1.2.5 — Principais familias e subfamilias de CYP analisadas neste estudo

Microssomos hepaticos podem conter diferentes enzimas citocromo P450, de
diferentes familias e subfamilias, que metabolizam xenobidticos e/ou compostos
enddgenos (Guengerich, 1994; Wrighton & Stevens, 1992).

Algumas subfamilias sdo constituidas por enzimas presentes em varias espécies
de mamiferos. Estas enzimas, cujas fungdes e regulagdo sdo altamente conservadas
entre espécies, recebem o mesmo nome em todas as espécies nas quais ocorrem. Em
outros casos, as relacdes funcionais e evolutivas ndo sdo tdo aparentes e entdo, as
enzimas citocromo P450 sdo nomeadas de uma maneira espécie-especifica, € os nomes

sdo atribuidos numa ordem cronolégica (Parkinson, 2001).

1.2.5.1 - CYPIA

A familia CYP1 é composta por duas subfamilias: CYP1A e CYP1B. Apesar
dos cDNAs e genes destes dois membros ja terem sido isolados em varias espécies,
como camundongo, rato, coelho e homem, pouco se sabe sobre as propriedades
funcionais e estruturais da subfamilia CYP1B, que foi descoberta recentemente. A
subfamilia CYP1A possui duas enzimas em todas as espécies de mamiferos, conhecidas

como CYP1A1 e CYP1A2, que compartilham uma alta similaridade em suas estruturas

11



primdrias, bem como em suas caracteristicas fisico-quimicas (Parkinson, 2001; Kawajiri
& Hayashi, 1996).

A subfamilia 1A ¢ nitidamente bem conservada entre as espécies, embora
existam algumas diferencas em relagdo a inducibilidade e ao perfil de especificidade
para substratos (Parkinson, 2001). Até o momento, dez espécies moleculares de
CYPIAIl (de peixes a mamiferos) foram clonadas e seqilienciadas. A isoenzima
CYPIA1 de camundongos e de ratos, quando comparada a proteina humana, mostra
uma similaridade de 79%. Quando comparadas, as duas isoformas, CYP1Al e
CYP1A2, apresentam um percentual de similaridade de aproximadamente 71% em
camundongos e 69% em ratos (Kawajiri & Hayashi, 1996).

As duas formas da subfamilia CYP1A sdo induzidas pelo 3-metilcolantreno,
B- naftoflavona, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina e por hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (Parkinson, 2001; Ioannides & Parke, 1990). Embora a regulagcdo da
transcrigdo destes dois genes, CYPIAI e CYPIA2, seja mediada por mecanismos
comuns, como a ativacao do receptor Ah em resposta a indutores, diversas diferencas
tém sido observadas quanto a inducibilidade. O isosafrole, por exemplo, indutor
seletivo de CYP1A2 hepatico, tem efeito discreto sobre CYP1A1 (Kawajiri & Hayashi,
1996).

Esta subfamilia parece desempenhar uma importante fun¢do no metabolismo de
xenobidticos. Existem intimeros relatos a respeito do papel da subfamilia CYP1A em
varios processos de ativacdo metabolica, incluindo mutagénese ou carcinogénese em
animais experimentais. Apesar das isoenzimas CYP1Al e CYP1A2 possuirem
especificidades distintas para os substratos, pode haver em algumas ocasides, uma certa
superposi¢do. Em camundongos, por exemplo, CYP1A1l e CYP1A2 catalisam a O-
desalquilagdo da 7-etoxiresorrufina em niveis comparaveis. Em ratos, CYPIA1
catalisa preferencialmente a O-desalquilacdo da 7-etoxiresorrufina, enquanto CYP1A2
catalisa preferencialmente a O-desalquilagdo da 7-metoxiresorrufina (Burke et al.,
1985). De um modo geral, a subfamilia CYP1A estd envolvida no metabolismo
oxidativo de substancias exdgenas como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
aminas heterociclicas e aminas aromaticas (Parkinson, 2001; Lewis, 1996).

A distribuicdo tissular dos niveis de expressao de mRNAs e proteinas, em
animais induzidos, difere entre CYP1Al e CYP1A2. A isoenzima CYPIA1 ¢ expressa
no figado, mas também pode ser encontrada em varios tecidos extra-hepaticos, como

pulmao e rim. Por outro lado, a expressdo de CYP1A2 parece estar limitada ao figado.
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Em seres humanos, a CYP1A1 parece ser enzima primariamente extra-hepatica, uma
vez que grandes quantidades de mRNA e proteinas foram detectadas nos pulmdes,
linfocitos e placenta de fumantes ativos, enquanto na maioria desses individuos os
niveis hepaticos de mRNA e proteinas tenham permanecido indetectaveis (Parkinson,

2001; Kawajiri & Hayashi, 1996).

1.2.5.2 - CYP2A

A familia CYP2 é, sem duvida, a maior de todas as familias de citocromo P450,
com 5 subfamilias (CYP2A, 2B, 2C, 2D ¢ 2E). A subfamilia CYP2A contém ao menos
12 membros distintos. CYP2A1, CYP2A2 e CYP2A3 sdo encontrados em ratos;
CYP2A4, CYP2AS5 e CYP2A12 em camundongos; CYP2A6 ¢ CYP2A7 no homem,;
CYP2A8 ¢ CYP2A9 em hamsters, e CYP2A10 e CYP2A11 em coelhos. Mesmo com
55% de similaridade entre as proteinas, estas isoformas variam, consideravelmente,
quanto a regulacdo, especificidade para substrato, distribuicdo tissular e ontogenia
(Chang & Waxman, 1996).

As isoenzimas que pertencem a subfamilia CYP2A exibem acentuada diferenca
entre as espécies quanto a funcdo catalitica. Por exemplo, as duas enzimas da
subfamilia CYP2A expressas em figado de rato, a CYP2A1 e a CYP2A2, catalisam
primariamente a 7a- e 15a- hidroxilagdo da testosterona, respectivamente. Em
contraste, a isoforma da subfamilia CYP2A expressa no figado humano, a CYP2A6,
catalisa a 7-hidroxilagdo da cumarina (Yamano et al., 1990). Assim como as enzimas
CYP2A1 e 2A2 de ratos tém pequena ou nenhuma capacidade de hidroxilar a
cumarina na posicdo 7 (formando a 7-hidroxicumarina), a CYP2A6 de humanos
tem pequena ou nenhuma capacidade de hidroxilar a testosterona (Parkinson, 2001).

Microssomos hepaticos de camundongos contém 3 enzimas da subfamilia 2A:
a CYP2A12, que hidroxila a testosterona na posi¢cao 7a, a CYP2A4, que hidroxila
a testosterona na posi¢do 15cce a CYP2AS, que hidroxila a cumarina na posic¢ao 7.
A CYP2AS foi isolada a partir do figado de camundongos DBA/2J e C57BL/6N e
DBA/2N. Esta enzima nao ¢ capaz de hidroxilar a testosterona, assim como CYP2A12
e CYP2A4 ndo podem hidroxilar a cumarina. Entretanto quando, na estrutura da
CYP2AS, a fenilalanina da posi¢cdo 209 ¢ substituida por leucina, a enzima adquire
a capacidade de 15a-hidroxilar os esterdides, sugerindo que o residuo 209 esta

localizado no sitio de ligacdo ao substrato ou proximo a ele sendo, portanto, critico
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para a determinacdo da especificidade destas isoformas para o substrato (Negishi et al.,
1996; Lindberg & Negishi, 1989).

As varias isoformas da subfamilia CYP2A também apresentam diferengas
importantes quanto a inducibilidade. Enquanto a CYP2A4 ¢ relativamente refrataria a
indugdo, a CYP2AS ¢ induzivel por um grande niimero de substancias estruturalmente
diversas, como o pirazol e o fenobarbital (Lang et al., 1989). Esta capacidade de
resposta a indutores depende da linhagem, do sexo e da idade do animal (Chang &
Waxman, 1996). A CYP2AS5 e seu ortélogo no homem (CYP2A6) metabolizam
diferentes substratos e farmacos estruturalmente diversos como a cumarina, o halotano e
a losigamona. A CYP2AS5 também atua no metabolismo de substincias de importincia
toxicologica como nitrosaminas, aflatoxinas e nicotina (Posti et al., 1999; Chang &
Waxman, 1996).

A atividade da cumarina-7-hidroxilase ¢ um excelente marcador para CYP2AS,
j& que anticorpos anti-CYP2AS inibem quase completamente (mais de 99%) esta
atividade em microssomos hepaticos isolados de camundongos machos e fémeas das
linhagens DBA/2 ¢ AKR nao tratados e, também, dos tratados com fenobarbital ou
pirazol. O metabolismo da cumarina apresenta diferencas marcantes entre linhagens
distintas. No camundongo da linhagem DBA/2, a atividade de cumarina-7-hidroxilase
¢ relativamente alta sendo, por outro lado, consideravelmente menor nas linhagens
AKR/J, C57BL/6N, C3H/HeJ e BALB/c (lersel et al., 1994). A CYP2AS5 apresenta,
além da grande variacdo de atividade enzimatica entre as linhagens, uma expressao
sexo-especifica, observando-se, em geral, maior atividade entre as fémeas. A
expressdo de CYP2A4 e CYP2AS ¢ claramente maior no figado das fémeas. Nos
machos, a CYP2A4 ¢ expressa principalmente nos rins mas, entre as fémeas, apenas
a CYP2AS estd presente no tecido renal (Pearce et al., 1992). Os mecanismos
hormonais subjacentes a estas diferencas da expressao de CYP2AS relacionadas ao
sexo, bem como 0s mecanismos responsaveis por diferencas de expressdo relacionadas

a outros fatores, ainda nao sdo bem conhecidos (Chang & Waxman, 1996).

1.2.53 -CYP2B

Em varias espécies, a subfamilia CYP2B é a que contém o maior niimero de

isoformas citocromo P450 induziveis pelo fenobarbital e, baseado em andlises

genéticas, pode-se dizer que esta ¢ — em termos de nimero de isoenzimas — uma das
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maiores subfamilias de citocromo P450 conhecidas (Honkakoski et al., 1992; Sipes &
Gandolfi, 1991).

A indugdo de CYP2B também ¢é observada em ratos expostos a outros
xenobioticos, como pesticidas halogenados (e.g. DDT), uma grande variedade de
agentes farmacéuticos, substancias produzidas por plantas, hidrocarbonetos volateis
como cetonas, xilenos e piridina, e varias bifenilas poli-halogenadas (Nims & Lubet,
1996; Sipes & Gandolfi, 1991).

A subfamilia CYP2B tem sido intensamente estudada em ratos, nos quais
algumas isoformas, como a CYP2B1, a CYP2B2 ¢ a CYP2B3, ja foram descritas
(Nelson et al., 1993). Embora a CYP2B1 e a CYP2B2 apresentem 91% de similaridade
entre si, as formas de expressdo e a regulacdo destas duas isoenzimas sdo diferentes. A
CYP2BI1 ¢ altamente induzivel pelo fenobarbital, enquanto a CYP2B2 ¢ constitutiva e
apenas moderadamente induzivel. A CYP2B3 apresenta 77% de homologia com
CYP2B1 e CYP2B2, sendo fracamente induzivel. No homem, dois ortdlogos para a
CYP2B de rato sdo conhecidos: a CYP2B6 ¢ a CYP2B7, expressas no figado e nos
pulmdes, respectivamente. As enzimas CYP2B6 e CYP2B7 humanas possuem 76% e
93 % de homologia com a CYP2B1 de rato, respectivamente (Lewis, 1996).

Em camundongos, dezesseis genes CYP2B ja foram identificados mas ndo se
sabe ainda quais destes genes sdo ativos. No entanto, duas isoenzimas ja foram
identificadas nesta espécie: a CYP2B9 e a CYP2B10 (Honkakoski et al., 1992). Mesmo
com 83% de homologia entre si, tais isoformas apresentam grandes diferengas em sua
regulagdo. A CYP2B9 ¢ constitutiva e fracamente induzivel, sendo controlada
estritamente por hormonios. Por outro lado, a CYP2B10 ¢ altamente induzivel pelo
fenobarbital, ¢ controlada pelos hormdnios sexuais e ¢ a primeira isoenzima induzida
por substancias quimicas como clordano e por bifenilas halogenadas (Yoshioka et al.,
1990; Leighton & Kemper, 1984). A isoenzima CYP2B10 possui 95% de similaridade
com CYP2BI quanto a seqiiéncia de aminoacidos e a CYP2B9, 80 a 85% de
similaridade com a mesma isoforma (Nims & Lubet, 1996). Além de CYP2B9/10, os
camundongos expressam também CYP2B12, mas apenas nas glandulas sebaceas, e
CYP2B13, CYP2B19 e CYP2B20, ainda pouco estudadas (Nelson, 1999; Friedberg et
al., 1992).

As varias isoenzimas da subfamilia CYP2B apresentam uma grande diversidade
em termos de especificidade para substratos, o que varia de acordo com a espécie, a

linhagem e o sexo, entre outros aspectos. Aminopirona, etilmorfina e zoxazolamina sdo
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substratos utilizados como provas cataliticas para CYP2B, mas ndo sdo especificos
porque sdo metabolizados também por outros CYPs. No rato, a testosterona (que ¢
hidroxilada na posi¢do 16-) ¢ considerada um substrato de alta especificidade para a
acdo catalitica de CYP2B. No entanto, a 16-f3 hidroxilag¢do da testosterona ndo ¢ prova
util para seres humanos e camundongos ja que, nessas duas espécies, outras isoenzimas
citocromo P450 também catalisam esta reacdo de hidroxilacdo. Ja foi demonstrado que
duas alcoxifenoxazonas, a pentoxiresorufina ¢ a benziloxiresorufina, sdo substratos
preferenciais e relativamente especificos para isoformas CYP2B em ratos,
camundongos e coelhos, mas pouco especificos em hamsters e seres humanos
(Parkinson, 2001; Nims & Lubet, 1996; Nerukar et al., 1993; Burke et al., 1985).

A participacao da subfamilia CYP2B na ativagcdo metabolica de xenobioticos e
na carcinogénese quimica ¢ dificil de determinar. Sabe-se, entretanto, que enzimas desta
subfamilia atuam na ativagdo metabolica de substancias de importancia toxicoldgica
como o bromobenzeno, o tetracloreto de carbono, a cocaina, o paration € o

tricloroetileno (Nims & Lubet, 1996).

1.2.5.4-CYP2E

A isoenzima CYP2E]1, da subfamilia CYP2E, ¢ a principal forma de citocromo
P450 induzivel pelo etanol, além de ser induzida também pelo tratamento com
isoniazida, acetona e pirazol. A funcdo e a regulagdo da CYP2EI sdo altamente
conservadas entre as espécies de mamiferos e, por isso, estas recebem o mesmo nome
em todas elas (Parkinson, 2001; Sipes & Gandolfi, 1991).

A CYP2EI ¢ uma das enzimas CYP450 que requer citocromo b5, que diminui o
K, para muitos substratos desta isoforma. Esta isoenzima ¢ responsavel pela
monooxida¢do de um grande numero de alcanos halogenados (Guengerich et al., 1991).
A CYP2EI metaboliza também o acetaminofenol, a cafeina, o benzeno, o cloroféormio, a
anilina, o p-nitrofenol, a teofilina e as nitrosaminas (Parkinson, 2001).

Os niveis de CYP2EI nio sdo constantes entre os individuos, mas também nio
exibem a acentuada variagdo interindividual caracteristica de outras enzimas citocromo
P450. As diferencas sexuais na expressao de CYPs ocorrem em pequena extensao entre
os camundongos. Em ratos, os niveis de expressdo de CYP2EI sdo maiores nas fémeas
do que nos machos (Parkinson, 2001). Estas diferencas relacionadas ao sexo na

expressao de enzimas citocromo P450 se devem, em grande parte, a diferencas sexuais

16



no padrdo de secre¢do do hormonio de crescimento, que ¢ pulsatil nos machos e mais ou

menos continua nas fémeas (Waxman, 1992).

1.3 - Glicuronidac¢ao

A glicuronidagdo ¢ uma das principais vias de biotransformacao de xenobidticos
em todos os mamiferos, com exce¢do dos felinos (Miners & Mackenzie, 1992;
Mackenzie et al., 1992). A ampla distribui¢do entre as espécies em que ocorre, a grande
variedade de substratos que aceita, a relativa abundancia do co-substrato e a diversidade
na natureza dos grupos receptores tornam a conjugacdo com o acido glicurénico uma
das mais importantes reacdes de fase II da biotransformagdo. A glicuronidagdo converte
substancias exdgenas e endogenas lipofilicas em compostos mais polares e
hidrossoluveis. (Guéraud et al., 2003; Parkinson, 2001; Guéraud & Paris, 1998;
Guéraud et al., 1997; Gibson & Skett, 1994; Miners & Mackenzie, 1991; Sipes &
Gandolfi, 1991; Bock et al., 1983).

A glicuronidacdo requer como co-substrato o acido uridina difosfato-glicurénico
(UDP-4cido glicurénico), e a reagdo ¢ catalisada pelas UDP-glicuronosiltransferases.
Ao contrario das outras enzimas de fase II, que sdo fundamentalmente citosoélicas, as
UDP-glicuronosiltransferases localizam-se no reticulo endoplasmatico das células
hepaticas e de outros tecidos, como rins, intestino, pele, cérebro, baco e mucosa nasal. A
localizagdo das UDP-glicuronosiltransferases na membrana microssomal confere a elas
acesso direto aos produtos formados pela agdo das enzimas citocromo P450, na fase I
da biotransformacao (Parkinson, 2001; Martin & Black, 1994; Sipes & Gandolfi, 1991).

A formagdo do glicuronato pode ocorrer com alcoois, fenois, hidroxilaminas,
acidos carboxilicos, aminas, sulfonamidas e tidis. Além de inimeros xenobidticos e
metabolitos oriundos da fase I, também sdo substratos para glicuronidagdo varios
compostos enddgenos potencialmente toxicos, como a bilirrubina, além de hormonios
esteroides e tireoidianos. Os glicuronatos resultantes sdo polares, hidrossoluveis e
podem ser excretados pela urina ou bile, dependendo do tamanho da molécula
(Parkinson, 2001; Gibson & Skett, 1994; Sipes & Gandolfi, 1991). E importante notar
que a glicuronidagdo forma um écido carboxilico que existe na forma ionizada em pH
fisiolégico. Estes conjugados promovem a excrecdo ndo somente pela

hidrossolubilidade que conferem, mas também porque podem participar da excre¢ao
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biliar e dos sistemas de transporte de anions renais que reconhecem estes metabolitos

(Sipes & Gandolfi, 1991).

1.3.1 - UDP-glicuronosiltransferases (UGTSs)

As enzimas que catalisam as reacdes de glicuronidagdo sdo as uridina difosfato
glicuronosiltransferases, uma superfamilia de enzimas que catalisam a reacdo entre um
nucleotideo de alta energia, UDP-4acido glicuronico (UDP-GA) e o grupo funcional do
substrato. O sitio de glicuronidagdo geralmente ¢ um heterodtomo nucleofilico (O, N, ou
S). Os substratos para glicuronidagdo contém, portanto, grupos funcionais como alcoois
e fendis (que formam éteres de O-glicuronatos), aminas aromaticas e alifaticas primarias
e secundarias (que formam N-glicuronatos) e grupos sulfidrilas livres (que formam S-
glicuronatos). Acredita-se que alguns atomos de carbono nucleofilicos também possam
formar C-glicuronatos (Parkinson, 2001; Gibson & Skett, 1994; Sipes & Gandolfi,
1991).

As UDP-glicuronosiltransferases sdo divididas em duas familias, e um total de
trés subfamilias (Burchell et al., 1991). As diferentes isoformas de UGTs apresentam
uma sobreposta especificidade por xenobioticos, mas uma especificidade distinta para
os substratos endogenos. As isoformas pertencentes a primeira familia (UGT1) sao
responsaveis pela glicuronidagdo da bilirrubina e de compostos fendlicos planos como
4-nitrofenol. A familia UGT2, que ¢ dividida em duas subfamilias (UGT2A e UGT2B),
¢ responsavel pela glicuronidagao de alguns xenobidticos e compostos enddgenos como
hormonios esteroides (Guéraud & Paris, 1998; Guéraud et al., 1997).

A heterogeneidade enzimdtica explica em parte o aumento diferencial nas
atividades das enzimas em relagdo aos diversos substratos apos o tratamento com
agentes indutores microssomais conhecidos, a diminui¢do diferenciada na atividade com
respeito a inibigdo, e as diferencas entre espécies que levam a defeitos na glicuronidagao
de apenas alguns substratos. Segundo Martin & Black (1994) e Sipes & Gandolfi
(1991), ha hoje, evidéncias de que existem pelo menos 11 formas de UDP-
glicuronosiltransferases. Quatro destas formas  foram clonadas, seqilienciadas e
expressas em culturas de células de mamiferos. Estas varias formas respondem a
diferentes agentes indutores e exibem uma seletividade em relag@o a alguns substratos,

embora algumas vezes ocorra uma sobreposicao em termos da especificidade.
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Baseado na ontogenia e inducibilidade, as atividades das UDP-
glicuronosiltransferases em microssomos hepaticos de ratos foram classificadas em 4
grupos. A atividade de enzima(s) no primeiro grupo atinge o maximo 1 a 5 dias antes do
nascimento, ¢ ¢ induzivel por 3-metilcolantreno e outros indutores de CYP1A. A
atividade da(s) enzima(s) do segundo grupo atinge o maximo aproximadamente 5 dias
ap6s o nascimento e ¢ induzivel por fenobarbital e outros indutores de CYP2B. A
atividade de enzima(s) do terceiro grupo atinge o mdximo em torno do inicio da
puberdade (aproximadamente um més) e ¢ induzivel por PCN e outros indutores de
CYP3A. A atividade da(s) enzima(s) do quarto grupo também atinge o maximo na
época da puberdade e ¢ induzivel por indutores de CYP4A (Parkinson, 2001; Martin &
Black, 1994).

In vitro, a glicuronidag¢ao de xenobioticos pelos microssomos hepaticos pode ser
estimulada por detergentes que destruem a bicamada lipidica do reticulo
endoplasmatico, permitindo o acesso das UDP-glicuronosiltransferases ao UDP-4cido
glicurdnico. Altas concentra¢des de detergente, no entanto, podem inibir as UDP-
glicuronosiltransferases, provavelmente por comprometerem a interacdo desta com os
fosfolipidios, o que ¢ importante para a sua atividade catalitica (Parkinson, 2001; Martin

& Black, 1994).

1.3.2 - Mecanismos de acio

O UDP-4cido glicuronico, co-substrato para a glicuronidagdo, ¢ sintetizado a
partir da glicose-1-fosfato e ¢ encontrado em todos os tecidos do corpo. As enzimas
envolvidas nesta reagdo estdo localizadas no citosol. O terminal C de todas as UDP-
glicuronosiltransferases contém um dominio que ancora a enzima no reticulo
endoplasmatico. A enzima fica no limen do reticulo endoplasmatico, facilitando sua
interacdo com xenobidticos lipofilicos e metabolitos oriundos da fase 1 da
biotransformacgdo. A orientacdo das UDP-glicuronosiltransferases no limen representa
um problema porque o co-substrato, UDP-acido glicurénico, ¢ hidrossoluvel e
sintetizado no citoplasma. Acredita-se que um transportador introduza este co-substrato
no limen do reticulo endoplasmatico, bem como transfira a UDP de volta para o
citoplasma para a sintese de novos UDP-4cidos glicuronicos (Parkinson, 2001).

Uma vez que as UDP-glicuronosiltransferases estio embebidas na membrana

microssomal, sua atividade depende da quantidade de isoenzimas, bem como da relacdo
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entre as enzimas e o ambiente lipidico. Esta relacdo entre o estado funcional das UGTs e
a fluidez da membrana ainda ndo estd bem compreendida. No entanto, sabe-se que em
hepatdcitos ou microssomos intactos, a atividade de glicuronidagao pode ser aumentada
pela adicao de agentes formadores de poros ou detergentes aos microssomos (Guéraud
et al., 2003).

O 4cido glicurdnico tem uma a-configuragdo que o protege contra a hidrélise
pela enzima B-glicuronidase. Este co-fator sofre uma inversdo durante as reagdes de
conjugacdo, formando glicuronatos de xenobidticos com uma [-configuragdo. Esta
inversao da configuracdo ocorre porque os glicuronatos sao formados por um ataque
nucleofilico ao UDP- 4cido glicurdnico, e este ataque ocorre no lado oposto da ligacdo
entre o acido glicurdnico e a UDP-glicuronosiltransferase. Desta forma, ao contréario do
co-substrato, UDP- 4cido glicuronico, os xenobiodticos conjugados com acido
glicuroénico s3o substratos para a B-glicuronidase, que além de estar presente nos
lisossomos de alguns tecidos de mamiferos, pode ser encontrada - de forma importante -
na microflora intestinal. Em conseqiiéncia da acdo desta enzima, alguns substratos
podem ser liberados e reabsorvidos levando a re-circulagdo entero-hepatica. Os
compostos envolvidos neste ciclo tendem a ter um tempo de vida maior no corpo e
devem sofrer uma biotransformagdo mais extensiva antes de serem excretados. Devido a
suscetibilidade de certos glicuronatos a degradagdo enzimatica e quimica, os
glicuronatos podem servir também para transportar compostos potencialmente reativos

do figado para 6rgaos alvos (Parkinson, 2001; Sipes & Gandolfi, 1991).

1.4 - Enzimas de biotransformacao e doencas infecciosas

Tem sido observado que, em seres humanos e em animais de laboratorio,
infecgdes e estimulos inflamatorios causam alteragdes das atividades e dos niveis de
expressao de varias isoformas de citocromo P450 e de outras enzimas envolvidas na
biotransformagdo de xenobidticos no figado, nos rins e no cérebro. Sabe-se que a
depuragdo (clearance) de muitos firmacos depende do metabolismo hepatico e da
atividade dos CYPs. Por outro lado, algumas drogas (pr6-drogas) sao convertidas por
estas enzimas em metabolitos farmacoldgica e toxicologicamente ativos (ativagdo
metabolica) e precisam sofrer conjugacdo com macromoléculas endogenas para serem
eliminadas. Assim sendo, os fatores que modulam a atividade ou a expressao dos CYPs

e das UDP-glicuronosiltransferases, afetam também — favoravel ou negativamente — os
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efeitos terapéuticos e toxicos dos farmacos. Digno de nota, ¢ o fato destas enzimas
participarem também do metabolismo de compostos enddgenos, podendo levar a
formagdo ou elimina¢do de metabolitos toxicos oriundos destes compostos. Neste
sentido, a modulagao da formacgdo destes metabolitos pela inflamagdo ou pela infec¢ao
poderia estar relacionada a mecanismos homeostaticos e fisiopatologicos
desencadeados por estas condigdes (Paton & Renton, 1998; Sheweita et al., 1998;
Morgan, 1997).

Em animais, infecgdes por virus (Paton & Renton, 1998; Renton, 1986),
bactérias (Paton & Renton, 1998; Azri & Renton, 1991; Batra, 1987) e outros parasitas
(Habib et al., 1996; Sheweita & Mostafa, 1995; Tekwani, 1990) tém sido associadas a
diminui¢do da depuragdo (clearance) de tarmacos. Tem sido observado também que,
em alguns modelos experimentais de inflamagao e infeccdo, estas condigdes patologicas
protegem os animais da toxicidade de agentes que necessitam de bioativacdo para
exercerem os seus efeitos nocivos (Morgan, 1997). Todavia, tem sido demonstrado que
infecgcdes também podem resultar em aumento da atividade de algumas isoformas de
citocromo P450 e de enzimas de fase II, como € o caso da hepatite causada pela bactéria
Helicobacter hapaticus, que causou um aumento da atividade de CYP1A2 e CYP2AS,
bem como da atividade das glutationa-S-trasferases (Chomarat et al., 1997).

Embora a maioria dos exemplos relatados na literatura envolvam uma redugao
da atividade de enzimas citocromo P450, existem também alguns casos nos quais uma
forma especifica de CYP estd induzida durante os processos infecciosos e inflamatorios.
A modulacdo de enzimas de biotransformacdo durante a ativacdo dos processos de
defesa do hospedeiro ¢ uma conseqiiéncia multifatorial da infec¢do e da inflamagdo, e
tem o potencial de modificar a disposi¢do dos xenobiodticos (Renton, 2001). Neste
sentido, tem sido descrito que ratos infectados com o protozoario Plasmodium berghei
exibem um decréscimo no metabolismo microssomal de diversos substratos para
enzimas citocromo P450, como o metronidazol e a cafeina, mas ndo apresentam
alteracdes do metabolismo da antipirona (McCarthy, et al., 1970; Kokwaro et al.,
1993). Estes estudos sugerem um efeito seletivo da malaria sobre algumas formas de
CYP (Morgan, 1997). A infeccdo experimental de roedores pelo helminto Ancylostoma
ceylanicum, por outro lado, causou uma redu¢do do contetido microssomal hepatico de
CYPs e da atividade da aminopirona-N-desmetilase, embora nio tenha alterado a
atividade da “aryl hydrocarbon hydroxilase” (Tekwani et al., 1990). Foi demonstrado

também que a infeccdo de ratos e ovelhas com o parasita Fasciola hepatica provocou
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uma reducdo do contetdo de CYPs hepaticos, bem como do metabolismo e da
depuracdo in vivo de farmacos. Nos animais infectados com F. hepatica foi constatada
uma reducdo do metabolismo da anilina, aminopirona, etilmorfina, benzo[a]pireno e
benzfetamina, mas nao da eritromicina (Morgan, 1997).

Alguns estudos relataram a ocorréncia de uma acentuada diminui¢do da
atividade de varias monooxigenases hepaticas em camundongos infectados
experimentalmente com Schistosoma mansoni (Ebeid et al., 2000; Siwela et al., 1990;
Cha & Bueding, 1978; Cha & Edwards, 1976). Esta inibi¢do da atividade de enzimas
microssomais parece ser proporcional - até certo ponto - a carga parasitaria (Sheweita
et al., 1998). Naik & Hasler (1995), sugerem que uma infeccdo com cinco casais de S.
mansoni ¢ suficiente para produzir uma diminui¢ao da atividade de enzimas citocromo
P450. Por outro lado, a atividade das enzimas microssomais ndo foi alterada quando a
infeccao foi unissexual (i.e. por trematddeos de um tnico sexo), situagdo em que nao ha
producdo de ovos e, portanto, lesdes hepaticas. Varios estudos sugerem que a depressao
das enzimas microssomais ¢ conseqiiente ao processo de inflamagdo granulomatosa em
torno dos ovos depositados no figado, o que explicaria o fato de nao ter sido observada
em camundongos atimicos (“‘athymic nude mice’) onde ndo ha formagao de granulomas
(Cha et al., 1980).

Tem sido relatado que infec¢des produzidas por S. mansoni podem causar um
aumento dos niveis totais de citocromos P450 num estagio inicial da doenga, seguido
por uma diminui¢ao da biotransformacdo conforme a doenca avanga (Sheweita et al.,
1998; Sheweita & Mostafa, 1995; ; El-Mouelhi et al., 1987; El-Bassiouni et al., 1984;
Cha & Edwards, 1976). Tem sido demonstrado que camundongos infectados exibem
uma diminui¢do na concentracdo de proteinas microssomais hepaticas, bem como de
citocromos P450 somente a partir da sexta semana apds a infeccdo, quando os
esquistossomos se tornam vermes adultos e tem inicio a oviposi¢do (Sheweita et al.,
1998; Habib et al., 1996, Sheweita & Mostafa, 1995).

Em todos os estudos que encontraram um aumento da atividade de enzimas
microssomais hepaticas, este aumento ocorreu apenas durante o estagio inicial (pré-
granuloma) da doenca. Awney et al., (2001) mostraram que a atividade da “aryl
hydrocarbon hydroxylase” estd aumentada 33 dias apds a infeccdo com diferentes
numeros de cercarias (carga parasitaria) de S. mansoni. Da mesma forma, Sheweita et
al., (1998) verificaram que o contetido total de CYPs hepaticos, bem como a atividade

da “aryl hydrocarbon hydroxilase” estdo aumentados 33 dias apds a infec¢do com
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diferentes cargas parasitarias. A atividade da glutationa-S-transferase, por sua vez,
estava aumentada somente nos camundongos infectados com 60, 120 e 180 cercarias.
Os animais infectados com 300 e¢ 600 cercarias exibiram o efeito inverso, i. e. uma
reducao da atividade desta enzima.

Assim como a carga parasitaria parece influenciar a modula¢do das atividades
microssomais de fase I e II da biotransformagdo, o estagio da doenca também parece
estar envolvido nesta modula¢do. Por exemplo, foi relatado que as atividades da
NADPH-citocromo P450 redutase, da “aryl hydrocarbon hydroxylase”, da anilina
hidroxilase, da nitrosodimetilamina N-desmetilase, bem como da etilmorfina e
aminopireno desmetilase aumentam num estdgio inicial da esquistossomose murina
(aproximadamente 30 dias pos-infec¢cdo), mas diminuem em estidgios mais avangados da
doenca (75 dias) (Sheweita & Mostafa, 1995; Mostafa et al., 1993; El-Bassiouni et al.,
1984).

Naio € claro, entretanto, se as diferentes subfamilias de citocromos P450, além de
outras enzimas de biotransformagdo, estariam igualmente alteradas na esquistossomose
mansonica murina. Também ¢ obscura a relacdo destas alteragdes enzimaticas com a
espécie, a linhagem e o sexo do modelo animal utilizado. E possivel que, na
esquistossomose murina, a atividade de algumas enzimas hepéaticas esteja deprimida e a
de outras aumentada, e que estes efeitos sofram modifica¢des ao longo da evolugdo da
doenga.

Estas modificacdes das atividades de enzimas de metabolismo de fairmacos que
ocorrem na esquistossomose sao importantes para a resposta de um 6rgdo do animal
infectado a carcindogenos quimicos (Sheweita et al., 1998). Como estas enzimas
desempenham um papel fundamental na biotransformagdo de xenobidticos, as
alteracdes causadas pela esquistossomose, ou por outras doengas que desencadeiam
processos inflamatorios, podem modificar a cinética de farmacos e a ativacdo
metabolica e eliminacdo de  carcindgenos quimicos. Estes achados de relatos
experimentais tém ressaltado a importancia da investigacdo das altera¢des da expressao
¢ das atividades das enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos e na eliminagao e
ativacdo de substincias toxicas - incluindo carcindgenos quimicos - durante processos

inflamatorios e infecciosos.
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1.5 — Modelo experimental: esquistossomose mansénica murina

1.5.1 — Nocoes gerais

As esquistossomoses, também denominadas bilharzioses, sdo doencgas
produzidas por trematddeos do género Schistosoma cujas principais espécies de
interesse médico sdo o S. mansoni, o S. haematobium e o S. japonium (Rey, 1991). A
gravidade da doenca, que depende da carga parasitaria, ¢ o acentuado déficit organico
que produz, torna as esquistossomoses um dos mais sérios problemas de satide publica
do mundo (Rey, 1991). A esquistossomose ¢ endémica em 76 paises e estima-se que
mais de 200 milhdes de individuos residentes em dreas rurais e agricolas estejam
infectados e que mais de 600 milhdes estejam sob o risco de infecgdo (WHO, 1985;
1993). No Brasil, onde s6 ocorre o S. mansoni, admite-se que existem mais de seis
milhdes de individuos infectados (Rey, 1991). Entre os sinais e sintomas da
esquistossomose mansonica estdo a fraqueza, a diarréia e a hepatosplenomegalia. O
aparecimento de neoplasias também tem sido associado as esquistossomoses como, por
exemplo, o carcinoma intestinal e, de forma mais consistente, no caso da doenca
causada pelo S. haematobium, o cancer de bexiga urinaria (El-Bolkainy et al., 1981;
Sherif, 1975; Cheever & Andrade, 1967; Sherif, 1975; Dimmette, 1956).

O S. mansoni ocorre de forma endémica na Africa, na América do Sul e nas
Antilhas, onde determina uma doenga denominada esquistossomose mansOnica ou
intestinal, pela localizagdo preferencial dos parasitos nas vénulas da parede do intestino
grosso, sigmoide e reto, com sintomas predominantemente intestinais. A forma hepato-
esplénica da esquistossomose mansoOnia surge pela retencdo de ovos no figado dando
origem aos granulomas que, com o tempo e dependendo do numero de ovos retidos,
podem levar a um grau acentuado de fibrose, hipertensdo portal, varizes esofageanas e
hepatoesplenomegalia. Esta ultima pode ser considerada como a forma mais grave da
doenca podendo levar ao éxito letal.

A distribuicdo geografica da esquistossomose mansonica no Brasil estd
condicionada a de algumas espécies de moluscos de &4gua doce, do género
Biomphalaria, que sdo seus hospedeiros intermedidrios (Rey, 1991). Os trematodeos do
género Schistosoma sdo parasitos que requerem dois hospedeiros para completar sua
evolugdo: um molusco aquatico (do género Biomphalaria, no caso de S. mansoni) € um

vertebrado.
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Tipicamente, estes helmintos passam por cinco estagios larvarios (além do ovo),
embora algumas espécies passem por menos. No caso do Schistosoma mansoni, podem
ser destacadas as seguintes fases de desenvolvimento, além dos vermes adultos e de
seus ovos: a) miracidio, forma de vida livre que, apds a eclosdao do ovo em meio
liquido, nada durante algumas horas em busca do molusco hospedeiro adequado ao seu
desenvolvimento; b) esporocistos primarios e secundarios, produtores de cercarias, no
interior do molusco; c) as formas de vida livre denominadas cercarias, que abandonam
o molusco e constituem a forma infectante para o homem e outros vertebrados (Pereira,
1997; Rey, 1991).

Sabe-se que a suscetibilidade dos vertebrados que sdo hospedeiros definitivos
varia de forma ampla, decrescendo dos mais suscetiveis, como o homem, o
camundongo e o hamster, aos mais resistentes, como o rato, o cao e o gato (Ghandour &
Webbe, 1976). Os camundongos sao animais muito suscetiveis ao S. mansoni e
desenvolvem a doenca de forma similar, mas ndo idéntica, ao padrdo observado no
homem (Brunet et al., 1998).

Quando saem do molusco em que se formaram, as cercarias permanecem
nadando na agua, onde tém uma expectativa de vida de um ou dois dias. Seu poder
infectante, no entanto, cai rapidamente em poucas horas, sendo praticamente nulo ao
fim de 8 horas (Pereira, 1997; Rey, 1991).

O contato com o hospedeiro vertebrado parece ocorrer ao acaso, dependendo do
tempo de permanéncia deste no foco (colegdo hidrica) e da extensdo da superficie
corporea exposta. Entretanto, uma vez estabelecido o contato, a cercaria adere a pele por
meio de suas ventosas e logo inicia o processo de penetracdo, que se da através da acdo
litica (glandulas de penetracdo) e da acdo mecanica (movimentos vibratdrios intensos)
(Pereira, 1997; Rey, 1991).

A penetragdo na pele dura cerca de 15 minutos e durante este processo a cercaria
perde a cauda. Em seguida, a larva transforma-se em esquistossomulo e sofre nova
reorganizagdo, que altera tanto a sua morfologia como a sua fisiologia. Nesta fase
evolutiva, a larva perde seu glicocalix, alonga-se e adquire aspecto vermiforme. O
parasito ndo pode mais viver em meio aquatico hipotonico, mas agora resiste ao poder
litico do soro, que ¢ capaz de destruir as cercarias (Pereira, 1997; Rey, 1991).

Depois de permanecerem na pele por tempo varidvel, entre alguns minutos a um
dia inteiro, os esquistossomulos, se nao forem destruidos pelos mecanismos de ataque

imunolégico do hospedeiro, penetram nos vasos cutidneos e, através dos vasos
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sangiiineos ou linfaticos, sdo levados passivamente até o coracdo direito e, em seguida,
aos pulmdes, onde também podem ser destruidos ou retidos. A perda da vulnerabilidade
ao intenso ataque imunologico, humoral e celular, do hospedeiro parece ocorrer por
volta de dois ou trés dias apoOs a penetragao (Pereira, 1997; Rey, 1991). Em animais de
laboratério, infectados experimentalmente, os esquistossdmulos podem ser encontrados
no pulmao a partir do quarto dia e alcancam concentracdes maximas neste 6rgao por
volta do quinto dia (hamster e rato), ou do sexto dia (camundongo), apds a infeccao.
Esta concentragdo de vermes no pulmao nao se explica por simples transporte passivo,
desconhecendo-se a razdo da demora neste local (Pereira, 1997; Rey, 1991).

Do pulmao, os esquistossdmulos vao para o coragdo esquerdo e dai sdo enviados
pela circulacdo sistémica a todas as partes do organismo. Somente quando alcangam o
sistema porta intra-hepatico, a partir do 8° dia apds a penetracdo, podem completar seu
desenvolvimento, ndo se sabendo como se orientam para isso. O actimulo de
esquistossomulos no figado atinge o platdo depois de 20 a 40 dias, apds a invasdo
cercariana. Dé-se entdo, aproximadamente 5 semanas apds a penetragdo, o
amadurecimento sexual dos machos e o acasalamento, que ¢ indispensavel para que as
fémeas completem rapidamente seu proprio desenvolvimento. Nesta fase da doenga, o
figado mostra um processo de hepatite que ndo guarda relagdes topograficas com a
presenca de vermes e que se agravard mais tarde, quando comecarem a aparecer ai os
ovos de S. mansoni (Cheever, et al., 2002; Rey, 1991).

Vermes machos e fémeas, bem unidos, deslocam-se ativamente contra a corrente
circulatéria do sistema porta, tendo preferéncia pela veia mesentérica inferior e seus
ramos, alcangando muitos dos casais o plexo hemorroidario superior e as areas vizinhas.
No homem, os esquistossomos localizam-se, habitualmente, nas vénulas da parede do
reto, do sigmoide e do intestino grosso. Nos animais de laboratorio, podem ser
encontrados em qualquer regido do sistema porta, inclusive na luz da veia porta
(Pereira, 1997; Rey, 1991; Cheever & Andrade, 1967).

Em seu habitat definitivo, a fémea fecundada comega a por ovos, insinuando-se
nas vénulas mais estreitas da mucosa ou da submucosa e enchendo-as de fiadas de ovos,
produzidos um a um. A circulacdo nesses vasos chega a interromper-se, propiciando sua
desorganizagdo e a extrusao dos ovos para o tecido circundante.

O S. mansoni desloca-se freqiientemente, percorrendo diariamente distidncias
relativamente grandes ao longo dos intestinos delgado e grosso de seus hospedeiros, de

modo que dispersa consideravelmente os ovos - cerca de trés centenas - que produz a
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cada dia. Estes ovos imaturos langados pelas fémeas na luz dos capilares da mucosa ou
da submucosa, seja do reto, seja do sigmoide ou de regides mais altas do intestino,
devem percorrer um caminho, ainda que curto, para chegar até a cavidade intestinal e
serem expulsos com as fezes. Os primeiros ovos sao vistos nas fezes cerca de 40 dias
apos a infeccdo do hospedeiro e, quando caem em local apropriado (corpo hidrico),
eclodem dando continuidade ao ciclo (Pereira, 1997; Rey, 1991).

No mesentério, os ovos atravessam as paredes intestinais podendo dar origem a
lesdes inflamatorias, fibrose e polipose. Os ovos que ndo migram para a luz intestinal
alcancam o figado, o bago e eventualmente os pulmdes, ocasionando também nestes
locais lesdes inflamatdrias. Entretanto, o figado € o principal 6rgdo alvo durante a
infeccdo. Com o tempo, este 6rgado acumula um grande numero de ovos, cada um dos
quais induz ao seu redor uma reagdo granulomatosa, principal caracteristica
histopatologica da doenga no figado (Brunet et al., 1998; Pereira, 1997; Andrade, 1987).

Inicialmente aparecem em torno de cada ovo numerosos macrdéfagos, seguidos
de eosindfilos, linfocitos e alguns plasmocitos. Macréfagos bem unidos, ficam em
contato direto com o parasito ou com os restos ovulares, podendo resultar na formagao
de massas sinciciais multinucleadas, que abarcam total ou parcialmente os ovos mortos
e empreendem a digestdo lenta dos restos parasitarios (Weinstock & Boros, 1983a;
Pereira, 1997; Rey, 1991). Neste conjunto reacional, formado quase que exclusivamente
por células, com predomindncia de macréfagos e linfocitos, comecam a depositar-se
fibras reticulares que se dispdem de modo a formar uma trama ou rede
aproximadamente esférica, na periferia do granuloma. Alguns macrofagos (histidcitos)
transformam-se em fibroblastos que se orientam igualmente em camadas concéntricas,
em toda a espessura do granuloma, e fabricam abundante quantidade de coladgeno até
que, ao término de sua funcdo, passem a fibrocitos. Na medida em que aumentam os
fibroblastos, as demais células vao desaparecendo e, por fim, o granuloma
esquistossomotico apresenta-se como cicatriz fibrosa de estrutura lamenar (Cheever, et
al., 2002; Rey, 1991).

A simultaneidade do processo inflamatorio em torno de muitos ovos e a continua
producdo de mais ovos pelos casais de vermes levam os nddulos fibroticos a confluir,
formando extensas areas cicatriciais que, pouco a pouco, vao alterando a arquitetura dos

tecidos onde se encontram (Rey, 1991).

27



1.5.2 — A fase aguda da doenca

A inflamacdo aguda ¢é resposta fisioldégica normal do organismo frente a
qualquer lesdao produzida por parasitos, ou outros agentes patogénicos, ¢ tende a manter
a integridade dos tecidos, limitando ou reparando os danos produzidos. A reagdo de fase
aguda ¢ um conjunto de manifestagdes locais (producdo de compostos que causam
vasodilatagdo e edema, bem como migra¢do celular e coagulagdo) e manifestagdes
gerais (febre, leucocitose, aumento de algumas proteinas plasmaticas, etc) que
habitualmente resultam de reagdes em cascata com a presenca no soro das chamadas
“proteinas de fase aguda”, sintetizadas pelos hepatdcitos em resposta a um sinal
produzido pelos macréfagos, no local da inflamagao (Rey, 1991).

As manifestacdes agudas da infeccdo esquistossomoética em seres humanos
geralmente sdo discretas (Cheever et al., 2002). Humanos infectados pela primeira vez
com S. mansoni, geralmente desenvolvem manifestacdes agudas, caracterizadas por
febre, mal estar, diarréia, intensa eosinofilia e ocasionalmente, reagdes alérgicas
(Cheever et al., 2002). A penetragdo das cercarias pode acompanhar-se de exantema,
prurido e outras manifestacdes alérgicas locais. Algumas horas depois, observa-se
infiltragdo de polimorfonucleares ao redor dos parasitos e nas proximidades dos vasos.
Mais tarde surgem linfocitos e macréfagos. A reagdo mantém-se por dois ou trés dias e
regride, desaparecendo por ultimo os elementos mononucleares. Os fendmenos sdo mais
intensos nas reinfecgdes e nos individuos hipersensiveis. Este mesmo processo pode ter
lugar no pulmdo durante a migracdo dos esquistossomulos, ou ao chegarem estes ao
figado. A morte de alguns vermes produz obstru¢do embolica do vaso e reagdo
inflamatoria. A desintegracdo do parasito costuma provocar necrose do tecido em torno,
mais tarde substituida por tecido cicatricial.

Dependendo do nuimero de parasitos e da sensibilidade do paciente, pode
desenvolver-se um quadro descrito como forma toxémica da esquistossomose, que se
inicia por volta do 15° ao 25° dia da exposicao infectante, quando ndo existem sendo
formas juvenis do parasito. H4 febre, eosinofilia, linfadenopatia, esplenomegalia e
urticaria. O figado mostra um processo de hepatite que ndo guarda relagdes topograficas
com a presenca de vermes e que se agravara mais tarde, quando comegarem a aparecer
ai os ovos de Schistosoma (Cheever et al., 2002; Rey, 1991).

E o acimulo de ovos do parasito no figado e em outros 6rgios que desencadeia

os sintomas mais graves da doenca (forma hepatoesplénica), € a menos que o
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hospedeiro seja exposto a um grande nimero de cercarias, a morbidade no periodo
anterior & matura¢do sexual do parasito ¢ minima. Assim, a gravidade da doenca
depende da carga parasitaria, enquanto o curso da doenga depende do tipo de reagdes
locais e gerais havidas na fase da invasao, das mudangas trazidas pelo amadurecimento
dos vermes e pela oviposi¢do que se segue, bem como da maneira como o organismo do

hospedeiro reage a presenca dos ovos de Schistosoma (Rey, 1991; Brunet et al., 1998).
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2-OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi investigar a ocorréncia de alteracdes de

enzimas hepaticas de biotransformacdo durante a fase inicial da esquistossomose

mansoOnica, antes da deposi¢do de ovos e do aparecimento de granulomas em larga

escala no figado dos camundongos.

Os objetivos especificos deste estudo foram os seguintes:

1)

2)

3)

Verificar se ocorrem alteragdes de conteudo total de citocromos P450,
enzimas da fase I da biotransformagao, em camundongos machos ¢ fémeas,
das linhagens Swiss Webster (cepa ndo consanguinea) ¢ DBA/2 (cepa
consanguinea que expressa bem CYP2AS), 15 e 30 dias apds a infeccdo
com 100 cercarias de S. mansoni.

Verificar se ocorrem alteragdes de enzimas citocromo P450 das sufamilias
1A, 2A, 2B e 2E, em camundongos machos e fémeas, das linhagens Swiss
Webster e DBA/2, 15 e 30 dias apds a infeccdo com 100 cercarias de S.
mansoni.

Verificar se  ocorrem  alteragdes da  atividade das  UDP-
glicuronosiltransferases (enzimas de fase II da biotransformacao), em
camundongos machos e fémeas, das linhagens Swiss Webster e DBA/2, 15 e

30 dias apo6s a infeccdo com 100 cercarias de S. mansoni
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos, machos e fémeas, das linhagens
Swiss Webster e DBA/2, fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio
da Fundacdo Oswaldo Cruz (CECAL-FIOCRUZ). Este trabalho foi submetido a
Comissdo de Etica em Uso de Animais da FIOCRUZ (processo n°.: 114-02), e todos os
procedimentos que envolveram a manipulagdo animal foram realizados com base nas
normas desta comissao.

Assim que chegaram ao laboratério, os camundongos adultos machos das duas
linhagens foram alojados individualmente, e as fémeas em grupos de cinco, em gaiolas
de plastico com tampa de ago inoxidavel e cama de maravalha de pinho branco durante
uma semana, para aclimatacdo. Apos este periodo, cada fémea foi transferida para a
gaiola de um macho de sua linhagem para o acasalamento. A partir do 18° dia apds o
inicio do cruzamento, os casais de camundongos foram monitorados diariamente para o
registro do dia do nascimento da prole. As ninhadas foram desmamadas no 21° dia apds
0 nascimento, quando os filhotes eram separados de seus pais e alojados, em grupos de
cinco, em gaiolas de plastico com tampa de ago inoxidavel, separados por sexo,
linhagem e grupo experimental (infectado ou nao infectado) ao qual pertenciam.

Todos os animais receberam agua de torneira para beber e ragdo comercial para
camundongos (Nuvilab® - Nuvital Ltda., Curitiba, Parand) ad libitum e foram mantidos
no Biotério de Experimentacdo do Laboratorio de Toxicologia Ambiental — FIOCRUZ,
a temperatura de 2312 °C, com umidade relativa do ar em torno de 70 % e ciclo claro-
escuro constante (periodo claro de 08 as 20 horas). As trocas das camas de maravalha,
racdo e agua foram realizadas trés vezes por semana (segundas, quartas e sextas) pela

manha.
3.2 — Grupos experimentais

Os camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas, foram divididos
ao acaso em dois grupos:

1) grupo morto 15 dias apos a infec¢do, a partir do qual foram constituidos seis

pools de homogeneizados de figados de sete filhotes (total de 42 filhotes);
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2) grupo morto 30 dias apds a infec¢do, a partir do qual foram constituidos seis

pools de homogeneizados de figados de trés filhotes (total de 18 filhotes).

Cada um destes grupos era composto por animais infectados e seus respectivos
controles ndo infectados, pareados quanto a idade no dia do sacrificio. Os grupos eram
compostos, preferencialmente, por animais de ninhadas diferentes.

Os animais do grupo infectado foram expostos a 100 cercarias de Schistosoma
mansoni no 10° dia de vida e mortos 15 e 30 dias apds a infecgdo. Os controles nao
infectados, mantidos em condi¢des semelhantes, foram mortos com a mesma idade dos
animais dos grupos infectados, ou seja, com 25 e 40 dias de vida.

Desta forma, este estudo foi constituido pelos seguintes grupos experimentais:

Swiss Webster

Infectado macho Controle macho
- 15 dias de infecgao - 25 dias de vida
- 30 dias de infeccao - 40 dias de vida

Infectado fémea Controle fémea
- 15 dias de infecgao - 25 dias de vida
- 30 dias de infeccao - 40 dias de vida

DBA/2

Infectado macho Controle macho
- 15 dias de infeccao - 25 dias de vida
- 30 dias de infecgao - 40 dias de vida

Infectado fémea Controle fémea
- 15 dias de infeccao - 25 dias de vida
- 30 dias de infecgao - 40 dias de vida
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3.3 — Infecgao

As cercarias de Schistosoma mansoni (cepa BH, Brasil) utilizadas neste estudo
foram gentilmente cedidas pelo Departamento de Malacologia do Instituto Oswaldo
Cruz, da Fundacdo Oswaldo Cruz, que mantém a cepa em seus laboratorios.

Os caramujos da espécie Biomphalaria glabrata infectados com miracidios
origindrios de ovos de S. mansoni eliminados nas fezes de camundongos Swiss Webster
infectados, sdo mantidos em aquarios e expostos a luz artificial para a liberagdo das
cercarias. Um certo volume de agua contendo grande quantidade de cercérias foi
transportado para o laboratdrio de Toxicologia Ambiental, onde a infeccdo dos animais
do grupo infectado teve lugar.

Os camundongos Swiss Webster e DBA/2, machos e fémeas, no 10° dia de vida,
foram separados da mae e colocados em placas de Petri de plastico, com 3 ml de agua
destilada contendo 100 cercarias de S. mansoni. Além da cauda, toda a parte ventral do
camundongo permaneceu exposta as cercarias. Apds 20 minutos de exposi¢do, 0s
lactentes foram devolvidos a mae e a dgua de cada placa de Petri foi examinada ao
estereomicroscopio (OLYMPUS® SZX-12) para contagem das cercdrias que nao
penetraram e determinacdo do indice de penetracdo. Foram utilizados neste estudo
somente animais cujo indice de penetracdo foi maior ou igual a 97%.

Todo o periodo de exposi¢do ocorreu sob iluminagdo artificial fornecida por
lampada de tungsténio (60 W) de modo que os filhotes e a d4gua contendo as cercarias

permaneceram aquecidos.

3.4 — Sacrificio e armazenamento dos 6rgaos

Os camundongos infectados foram mortos 15 e 30 dias apoés a infecgdo. Os
animais controles foram mortos com a mesma idade dos animais infectados, ou seja,
com 25 e 40 dias de vida. Todos os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical.

Imediatamente ap6s o sacrificio, foi feita uma ampla incisdo longitudinal e outra
transversal na parede abdominal do animal sendo o figado rapidamente retirado e
pesado em banho de gelo. Os figados foram embalados individualmente em papel
aluminio, congelados e armazenados em nitrogénio liquido at¢ o momento da

preparacdo da fragdo microssomal.
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3.5 - Preparacio da fracio microssomal

Os figados congelados foram retirados do reservatdrio de nitrogénio liquido e
colocados, ainda embalados, em placas de Petri para descongelar em banho de gelo. A
partir deste momento, todo o procedimento ocorreu a temperatura entre 0 e 4°C.

Apds o descongelamento e antes da homogeneizacao, foram constituidos pools
de sete figados, para os grupos mortos 15 dias apods a infec¢do, e pools de trés figados
para os grupos mortos 30 dias apos a infec¢do. Os 6rgios foram lavados em solucdo de
sacarose 250 mM, secos em papel filtro, pesados em banho de gelo e transferidos para
homogeneizador do tipo Potter-Elvejhem. A primeira homogeneizagdo (1 parte de pool
de figados : 4 partes de solugdo de sacarose 250 mM) foi feita através de movimentos
ascendentes ¢ descendentes do homogeneizador e respectivo pistilo de teflon a uma
velocidade angular de aproximadamente 1200 rpm. A partir do momento em que foi
constatada visualmente a homogeneizagdo do tecido, foram realizados 10 ciclos
adicionais de movimentos ascendentes e descendentes para garantir uma adequada
homogeneizagao.

O homogeneizado obtido foi transferido para tubos de centrifuga e centrifugado
a 9000 g e a 4 °C durante 30 minutos (Centrifuga refrigerada Eppendorf ® 5804R). O
sobrenadante foi entdo filtrado em gaze e submetido a ultracentrifugacdo a 100.000 g
durante 60 minutos a 4 °C (Ultracentrifuga Hitachi ® CP70MX).

Apos a ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo a
fragao microssomal foi ressuspendido em solugdo tampao (solugdo de tris-HCI 100 mM
/ KCl 150 mM, pH 7,4) e novamente homogeneizado, através de movimentos
ascendentes e descendentes do homogeneizador e pistilo, a uma velocidade angular de
aproximadamente 250 rpm. A partir do momento em que foi constatada visualmente a
homogeneizagao do pellet, foram realizados mais 10 ciclos de movimentos ascendentes
e descendentes.

O homogeneizado obtido foi novamente ultracentrifugado a 100.000 g durante
60 minutos a 4 °C. O sobrenadante desta segunda ultracentrifuga¢do foi desprezado e o
pellet contendo a fragdo microssomal foi ressuspendido em solu¢do tampao propria para
congelamento (solu¢do tampao fosfato de potassio 100 mM com 20% v/v de glicerol e
EDTA 1 mM pH 7,4), completando um volume final de 4 ml, e homogeneizado a 250
rpm. A fracdo microssomal assim obtida foi dividida em aliquotas, distribuidas em

criotubos devidamente identificados, e armazenada em nitrogénio liquido.
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3.6 — Determinaciao da concentracio de proteinas totais na fracdo microssomal

A concentragao de proteinas totais na preparacdo microssomal foi determinada
pelo método colorimétrico descrito por Bradford et al., (1976), utilizando a albumina
sérica bovina como proteina padrdo, o corante Azul de Coomassie G-250 e leitura de
densidade otica (DO) a 595 nm (espectrofotdmetro Shimadzu ® UV- 1601). Todas as
leituras de DO foram realizadas em cubetas de plastico descartaveis.

As curvas de calibragdo foram realizadas com albumina sérica bovina — BSA
Sigma Chemical Co — diluida em solugdo tampao fosfato (KH,PO4 50 mM e NaCl 150
mM, pH 7,2) de modo a obter as seguintes concentragdes de proteina: 70; 140; 350; 700
e 1400 pg/ml. A curva padrio foi obtida da seguinte maneira: 3 ml do corante Azul de
Coomassie G-250 , foram adicionados a tubos de ensaio contendo 100 ul das diferentes
concentragdes de BSA. A formagdo do complexo proteina-corante ¢ rapida e estavel no
periodo de 5 a 60 minutos. Por isso, foi adotado um intervalo constante de
aproximadamente 30 minutos entre a adi¢do do corante as proteinas diluidas e a leitura
da absorbancia. Todas as determinagdes foram realizadas em duplicata.

Para a determinagdo da concentragdo de proteinas totais na fracdo microssomal,
as amostras foram diluidas 1:20 em solugao tampao KH,PO4 50 mM e NaCl 150 mM,
pH 7,2. Foram adicionados 3 ml do corante a tubos — em duplicata — contendo uma
mistura de 50 pl da solugdo diluida da preparacdo microssomal e 50 ul da mesma
solucao tampao, completando um volume final de 100 pl. Da mesma forma, foram
adicionados 3 ml do corante a outros tubos, também em duplicata, contendo 100 pl da
mesma solucao diluida da preparagao microssomal.

Cada valor de DO obtido foi convertido em concentragio de proteina,
empregando-se a curva padrdo obtida no mesmo dia da analise. Feitas as corre¢des para
cada fator de dilui¢do, as concentracdes de proteina na fracdo microssomal foram
calculadas como a média obtida (média final) a partir das médias de cada duplicata e

expressas como mg de proteina / ml de preparagdo microssomal.

3.7 — Quantificacao dos niveis totais de citocromos P450

A quantificagdo de citocromos P450 totais na fragdo microssomal foi realizada

segundo o método descrito por Omura & Sato (1964). O principio do método baseia-se
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na capacidade de ligacdo da hemeproteina reduzida ao monoéxido de carbono,
apresentando um espectro de absorcdo caracteristico com a absor¢do maxima em 450
nm.

A fragcdo microssomal foi descongelada em banho de gelo, imediatamente antes
da andlise, e diluida com uma solu¢do tampao fosfato de potdssio 100 mM com glicerol
20% v/v pH 7,4, de modo a alcangar a concentracdo de 1 mg de proteinas microssomais
/ ml. A solugdo diluida foi mantida - a partir de entdo e até o momento das
determinagdes - em banho de gelo.

A preparagio microssomal diluida foi adicionada, com o auxilio de uma
espatula, uma pequena quantidade de ditionito de so6dio solido (Na,S;04), suficiente
para reduzir o citocromo P450 das amostras. Foram adicionados 2 ml das amostras
reduzidas as cubetas de referéncia e da amostra e, em seguida, a diferenca das
absorbancias medidas nas duas cubetas (de referéncia e da amostra) foram corrigidas
através do ajuste da linha de base. Esta correcdo foi feita para cada leitura.

A cubeta contendo a amostra foi entdo levemente borbulhada com monoéxido de
carbono por 1 minuto. Em seguida foi registrada a diferenca de espectro de absor¢ao
entre 400 e 500 nm na cubeta da amostra (cubeta com solugdo de microssomos,
ditionito de sédio e monoxido de carbono) e na cubeta de referéncia (cubeta com
solugdo de microssomos e ditionito de so6dio, apenas).

Para a determinacdo das concentragcdes de citocromos P450 totais, foram
utilizadas cubetas de quartzo e espectrofotometro Shimadzu ® UV160, em modo de
varredura de 400 a 500 nm. O resultado obtido corresponde a média = DP de trés
leituras.

Os resultados (picomol / mg proteina microssomal) foram calculados a partir da

seguinte formula:

AA (450-490) nm x 1000 x vol. da amostra microssomal (ml) + vol. do tampédo (ml)

X 91 vol. da amostra microssomal (ml)

Onde:

AA (450 - 490) nm = diferenga entre a absor¢ao maxima e a linha de base a 490 nm
X = concentracao de citocromo P450 na fracdo microssomal

91 = Coeficiente de extingio determinado por Omura & Sato (1964), 91 cm” / nmol
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3.8 — Determinacao de atividades de isoenzimas citocromo P450 na fracao

microssomal hepatica

3.8.1 - Determinacdo das atividades das alcoxiresorufinas-O-desalquilases:

Etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), Metoxiresorufina-O-desmetilase
(MROD), Benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) e Pentoxiresorufina-O-
despentilase (PROD)

Uma série de éteres da fenoxazona (e.g., etoxiresorufina, metoxiresorufina,
benziloxiresorufina e pentoxiresorufina) funcionam como substratos para reagdes de O-
desalquilagdo mediadas por isoenzimas citocromo P450. Estes éteres da fenoxazona
(alcoxiresorufinas) sdo substratos preferenciais para determinadas isoformas de
citocromo P450. Assim, etoxiresorufina e metoxiresorufina parecem ser metabolizadas
preferencialmente por isoenzimas da subfamilia 1A, enquanto que isoenzimas da
subfamilia 2B parecem estar envolvidas na O-desalquilagdo da pentoxiresorufina e
benziloxiresorufina (Parkinson, 2001; Nims & Lubet, 1996; Nerurkar et al., 1993). Estas
reagoes, catalisadas por diferentes isoformas de CYP resultam na hidroxilagdo do anel
da fenoxazona, levando a formacdo da hidroxifenoxazona ou resorufina, produto
fluorescente comum a todas estas reagdes, que pode ser quantificado por
espectrofluorimetria.

A determinagdo das atividades das alcoxiresorufina-O-desalquilases na fragao
microssomal foi realizada essencialmente como descrito por Burke et al., (1985),
exceto pela substituicdo do NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido) por um sistema regenerador de NADPH que funciona como co-fator para
varias reagOes de biotransformacdo. O sistema regenerador de NADPH empregado
envolve o uso da glicose-6-fosfato-desidrogenase, que catalisa a reagdo entre a glicose-
6-fosfato e o BNADP, produzindo a 6-fosfo-gluconolactona e o NADPH reduzido,
como pode ser observado no esquema abaixo:

Glicose-6-fosfato

Glicose-6-fosfato + BNADP ~ oqidrogenase * 6-fosfo-gluconolactona + NADPH *

A determinagdo das atividades de EROD, MROD, BROD e PROD na fragao

microssomal hepatica foi realizada como descrito a seguir:
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As reagdes de O-desalquilagdo ocorreram em cubetas de quartzo no interior do
espectrofluorimetro Shimadzu ® RF-5301 PC acoplado a um computador que dispunha
de um Software que permitia monitorar, ao longo da reac¢do, o acimulo de resorufina
(excitacdo 550 nm e emissdo 582 nm; abertura da fenda, 5 nm; sensibilidade baixa). O
espectrofluorimetro estava acoplado também a um banho-maria com bomba de
circulagdo externa (banho termostatico Shimadzu ® TB-85), de modo que era possivel
manter a temperatura na cubeta constante em 37 °C durante toda a reagao.

Foram adicionados a cubeta de quartzo:

solucdo tampao K;HPO4 100 mM pH 7,8, em quantidade necessaria para

completar o volume final de 2000 pl;

- 10 pl do substrato especifico (etoxiresorufina, metoxiresorufina,
benziloxiresorufina ou pentoxiresorufina 1 mM em DMSO), que atingiam a
concentracdo final de 5 uM na cubeta;

- preparacdo microssomal em volumes variaveis;

- sistema regenerador de NADPH (glicose-6-fosfato 5 mM; B-NADP 0,25
mM; solucdo de MgCl, 2,5 mM; glicose-6-fosfato-desidrogenase 0,25 U/ml).

Apds cinco minutos de pré-incubagdo da solugdo tampao a 37 °C, microssomos e
substrato foram adicionados a cubeta para um periodo adicional de pré-incubagdo de 2
minutos. Transcorridos os sete minutos iniciais, a reacdo enzimatica foi iniciada pela
introducdo do sistema regenerador de NADPH.

A reacdo foi monitorada durante setenta segundos e os valores da intensidade de
fluorescéncia foram registrados. A correspondéncia entre intensidade de fluorescéncia e
a quantidade de resorufina produzida (obtida através da curva padrao), foi utilizada para
o cdlculo da velocidade da reacdo (picomoles de resorufina produzida / mg de proteina
na fra¢ao microssomal / minuto de reacgao).

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata para cada aliquota da
fragao microssomal, com aceitacdo de um coeficiente de variagdo maximo de 10%.

As curvas padrao foram construidas com diferentes quantidades de resorufina,
obtidas a partir da diluicdo de uma solu¢do de resorufina 1 uM em tampao fosfato
K,HPO, 100 mM pH 7,8. Volumes variaveis contendo diferentes quantidades de
resorufina e da solucao tampao, em volume suficiente para completar o volume final de
2 ml, foram introduzidos a cubeta. A intensidade de fluorescéncia correspondente a cada

quantidade de resorufina foi registrada para a construcdo da curva padrdo. As
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quantidades de resorufina na cubeta empregadas para construir a curva padrao foram:

0; 10; 20; 50; 100 e 200 picomoles.

3.8.2 - Determinacdo da atividade da Cumarina-7-hidroxilase (COH)

A hidroxilagdo da cumarina produz a 7-hidroxicumarina, ou umbeliferona, que
pode ser quantificada por espectrofluorimetria. A principal isoenzima citocromo P450
responsavel por esta reacdo em figado de camundongos parece ser a CYP2AS
(Parkinson, 2001; Honkakoski et al., 1992). A determinagdo da atividade da cumarina
7-hidroxilase foi realizada como descrito por lersel et al., (1994) e Greenlee & Poland
(1978), com algumas modificagdes.

Foram adicionados a tubos (em triplicata), mantidos em banho de gelo, as
seguintes substancias: 100 ul de tampao Tris-HCl 500 mM pH 7,4; dgua destilada na
quantidade necessaria para completar o volume final de 1 ml; 10 pul de uma solugao de
cumarina 1 mM em metanol, correspondendo a concentragdo final de 10 uM e volume
da fracdo microssomal que continha 0,5 mg de proteina. Os tubos foram pré-incubados
por 3 minutos a 37 °C em banho-maria (banho com agitacdo Heto ® Master Shake) com
agitacdo constante de 80 movimentos por minuto. Apds 3 minutos de pré-incubacao, a
reacdo foi iniciada pela adi¢do de 55 pl de uma solucao contendo o sistema regenerador
de NADPH (B-NADP 0,5 mM; glicose-6-fosfato 10 mM; glicose-6-fosfato-
desidrogenase 0,5 U/ ml e MgCl, 10 mM).

A reacdo ocorreu durante 10 minutos e foi interrompida com a adi¢do de 100 pl
de HCI 2 N. Cessada a reacdo, cada tubo foi novamente levado ao banho de gelo para a
adicdo de 2 ml de cloroférmio — em capela quimica com exaustdo — para a extracdo da
umbeliferona. A separacdo das fases ocorreu durante aproximadamente 20 minutos e 1
ml da fase organica (inferior) foi, cuidadosamente, retirado com auxilio de uma
micropipeta e transferido para outro tubo previamente gelado, contendo 1,5 ml de uma
solucao tampao com glicina 0,5 M e NaOH 0,01 N pH 10,5. Os tubos foram levados ao
vortex para agitagdo e retornaram novamente ao banho de gelo onde permaneceram
quiescentes por aproximadamente 10 minutos para nova separacao de fases. A fase
alcalina (superior) foi retirada e transferida para tubos tipo eppendorf com capacidade
para 1,5 ml.

Imediatamente antes da leitura da intensidade de fluorescéncia, o conteudo dos

tubos eppendorfs foi diluido 1:4 em solugdo tampao com glicina 0,5 M e NaOH 0,01 N

39



pH 10,5 e a fluorescéncia, correspondente a umbeliferona formada nas amostras, foi
medida em espectrofluorimetro Shimadzu ® RF-5301 PC, com excitagdo a 368 nm,
emissdo a 465 nm e abertura de fenda igual a 3 nm. O volume final na cubeta da mistura
da solugdo de umbeliferona, obtida a partir da reagdo e solu¢do tampao com glicina 0,5
M e NaOH 0,01 N pH 10,5, foi de 2 ml.

As curvas padrdo foram construidas a partir de uma solugdo de umbeliferona 1
uM em solucdo tampao com glicina 0,5 M e NaOH 0,01 N pH 10,5. Diferentes
aliquotas da solugdo de umbeliferona 1 uM foram adicionadas a cubeta, bem como
volumes da solucao tampao com glicina 0,5 M e NaOH 0,01 N pH 10,5 para completar
2 ml na cubeta. As quantidades de umbeliferona adicionadas a cubeta para construir a
curva padrdo foram 0; 5; 10; 50; 100; 250 e 500 picomoles.

Os resultados obtidos correspondem a média de dois ensaios, sendo que em cada
ensaio as determinagdes para cada pool foram avaliadas em triplicata, perfazendo um
total de 6 determinagdes para cada pool. A atividade de CoH foi expressa como
picomoles de umbeliferona / mg de proteina / minuto de reagao.

Cubetas de quartzo foram utilizadas tanto para realizacdo da curva padrao

quanto para a leitura das amostras.

3.8.3 - Determinacdo da atividade da Nitrosodimetilamina-desmetilase

(NDMA-d)

A desmetilagdo da nitrosodimetilamina produz o formaldeido, que pode ser
quantificado por espectrofotometria. A principal isoenzima citocromo P450 responsavel
por esta reagdo em figado de camundongos parece ser a CYP2E1 (Sipes & Gandolfi,
1991; Yang et al., 1991). A determinacdo da atividade da nitrosodimetilamina-
desmetilase foi realizada como descrito por Yong & Yang (1983), com algumas
modificagdes.

Foram adicionados a tubos (em triplicata), mantidos em banho de gelo, as
seguintes substancias: 200 pl de tampao Tris-HCI 500 mM pH 7.,4; 4gua destilada em
quantidade necessaria para completar o volume final de 2 ml; 10 pl de uma solucdo de
Nitrosodimetilamina 80 mM, correspondendo a concentragdo final de 0,4 mM (exceto
ao branco), 100 pl de solucdo de KCI 3M e volume da fragdo microssomal que continha
1 mg de proteina. Os tubos foram pré-incubados por 2 minutos a 37 °C em banho-maria

(banho com agitagdo Heto ® Master Shake) com agitagdo constante de 80 movimentos
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por minuto. Apds 2 minutos de pré-incubagdo, a reacdo foi iniciada pela adi¢ao de 102
pl de uma solugdo contendo o sistema regenerador de NADPH (B-NADP 0,4 mM;
glicose-6-fosfato 10 mM; glicose-6-fosfato-desidrogenase 0,5 U / ml e MgCl, 10 mM).

A reacdo ocorreu durante 30 minutos e foi interrompida com a adi¢do de 500 pl
de ZnSO4 25%, inclusive ao tubo contendo o branco da reacdo. Cessada a reacdo, cada
tubo foi homogeneizado em vortex e levado novamente ao banho de gelo.
Aproximadamente 15 minutos apés o término da reacao, foram adicionados a todos os
tubos 500 ul de Ba(OH), saturado. Os tubos foram novamente homogeneizados em
vortex e levados de volta ao banho de gelo, onde permaneceram quiescentes por
aproximadamente 15 minutos. Transcorridos os 15 minutos, os tubos foram
centrifugados a 2500 rpm e a 4°C (Centrifuga refrigerada Eppendorf ® 5804R) por 15
minutos. Apoés a centrifugacdo, 1 ml do sobrenadante foi transferido para tubos
previamente gelados aos quais foram adicionados 2 ml do reagente de Nash (Nash,
1953) recém-preparado (acetato de amonio 2 M, acido acético 0,05 M e acetilacetona
0,02 M). Os tubos foram entdo bem fechados e levados ao banho a 50 °C por 30
minutos (banho ultratermostatico Fanem ® modelo 116).

Apds o resfriamento, as solu¢des foram levadas a leitura de densidade otica
(DO) contra o branco a 412 nm (espectrofotometro Shimadzu ® UV- 1601). Todas as
leituras de DO foram realizadas em cubetas de plastico descartaveis.

As curvas padrdo foram construidas a partir de uma solucao de formaldeido 0,1
mM. Diferentes aliquotas da solug¢do de formaldeido 0,1 mM foram adicionadas a tubos
em triplicata (exceto ao branco), bem como volumes de dgua destilada para completar o
volume final de 2 ml em todos os tubos, aos quais foram adicionados, inclusive ao
branco, 2 ml do reagente de Nash recém-preparado (acetato de amonio 2 M, acido
acético 0,05 M e acetilacetona 0,02 M). Os tubos foram entdo muito bem fechados e
levados ao banho a 50 °C por 30 minutos (banho ultratermostatico Fanem ® modelo
116). Apo6s o resfriamento dos tubos, a densidade otica (DO) das solugdes foi lida contra
o branco a 412 nm (espectrofotometro Shimadzu ® UV- 1601). As quantidades de
formaldeido, nos tubos, empregadas para construir a curva padrao foram as seguintes: 2;
4; 8; 20 e 40 nanomoles. Todas as leituras de DO foram realizadas em cubetas de
plastico descartaveis.

Os resultados obtidos sdo a média de dois ensaios, sendo que em cada ensaio as

determinagdes para cada pool foram avaliadas em triplicata, perfazendo um total de 6
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determinagdes para cada pool. A atividade de NDMA-d foi expressa como picomoles de

formaldeido / mg de proteina / minuto.

3.9 - Determinacio da atividade da Uridinadifosfato-glicuronosiltransferase (UGT)

A atividade da UGT, uma das principais enzimas de fase II da biotransformacao,
pode ser quantificada pela reacdo de glicuronidagdo do p-nitrofenol, que produz o
glicuronato de p-nitrofenol. O p-nitrofenol ndo conjugado pode ser quantificado por
espectrofotometria, e a partir do valor de DO registrado, a quantidade de glicuronato de
p-nitrofenol produzido pode ser obtida através de célculos que utilizam o coeficiente de
extingdo do p-nitrofenol descrito por Martin & Black (1994).

Segundo Martin & Black (1994), a UGT, que utiliza como co-substrato o 4cido
uridinadifosfoglicuronico (UDPGA), tem a atividade aumentada de 2 a 5 vezes quando
0s microssomos sao tratados com detergentes. Uma ativagdo otima da UGT parece
ocorrer em concentragdes relativamente baixas de detergente (entre 0,01 e 0,15%).

Neste estudo, o ensaio foi realizado utilizando o detergente Triton X-100, como
descrito por Bock et al., (1983), com algumas modificagdes.

Foram adicionados a tubos (em triplicata), mantidos em banho de gelo, as
seguintes substancias: 50 ul de Tris 1M pH 7,4; dgua destilada em quantidade suficiente
para completar o volume final de 0,5 ml; 20 ul de Triton X-100 0,25%; 100 ul da fragao
microssomal diluida de forma a obter 0,1 mg de proteinas em cada tubo; 50 ul da
solugdo de p-nitrofenol 5 mM (exceto ao branco), correspondendo a concentracao final
de 0,5 mM e 50 pul de solugao de MgCl, 50 mM. Além dos tubos em triplicata para cada
amostra e do branco, foi incluido também um tubo de referéncia que recebeu todas as
solucdes, inclusive o p-nitrofenol.

Os tubos foram pré-incubados por 2 minutos a 37 °C em banho-maria (banho
com agitacdo Heto ® Master Shaker) com agitagdo constante de 80 movimentos por
minuto. Ap6s 2 minutos de pré-incubacdo, a reagdo foi iniciada pela adi¢do de 50 pl de
UDPGA 30 mM, exceto ao branco e a referéncia. A reagao ocorreu durante 30 minutos
e foi interrompida com a adi¢do de 1 ml de acido tricloroacético 5 %. Cessada a reagao,
os tubos foram centrifugados a 2500 rpm ¢ a 4 °C por 30 minutos para precipitagdao das
proteinas (Centrifuga refrigerada Eppendorf ® 5804R). Apos a centrifugagdo, 1 ml do

sobrenadante foi transferido para outros tubos, aos quais foram adicionados 250 pl de
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solugdo de NaOH 2 M. A densidade 6tica (DO) das solugdes foi lida contra o branco a
405 nm (espectrofotometro Shimadzu ® UV- 1601). Da mesma forma, a referéncia foi
lida contra o branco ¢ a diferenca de absorbancia entre a referéncia ¢ as amostras foi
utilizada para o célculo da concentracdo de glicuronato de p-nitrofenol, através do

coeficiente de extingdo do p-nitrofenol e da formula que se segue:

A=acl

onde:
A = absorbancia
a = coeficiente de extingiio do p-nitrofenol (14,9 x 10°M™" cm™)
¢ = concentracao de glicuronato de p-nitrofenol

1 = caminho 6tico

Todas as leituras de DO foram realizadas em cubetas de plastico descartaveis.
Os resultados sdo a média das triplicatas, perfazendo um total de 3
determinagdes para cada pool . A atividade de UGT foi expressa como nmoles de

glicuronato de p-nitrofenol / mg de proteina / minuto.

3.10 — Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi feito pela analise de variancia de uma via
(ANOVA) ou pelo teste de Kruskal-Wallis, quando os dados nao se ajustavam a uma
curva de distribuicdo normal. A existéncia de diferencas significativas entre dois
grupos, foi estabelecida pelo teste ¢ de Student para amostras independentes (i.e., ndo-
pareadas) ou, no caso de dados ndo-paramétricos, pelo teste U de Mann-Whitney. Os
testes foram sempre bilaterais (i.e., bicaudais) e foi respeitado, em todos os casos, o
limite maximo de comparacdes estabelecido pelos graus de liberdade das andlises de
variancia paramétrica ou ndo-paramétrica. Em todos os casos, as diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Os célculos estatisticos
foram realizados por meio do programa estatistico MINITAB ® (MTB, University of
Pensiylvania, 1995).
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4 - RESULTADOS

4.1 — Indice de penetracio de cercarias de Schistosoma mansoni em

camundongos Swiss Webster e DBA/2 no 10° dia de vida

A eficiéncia da infec¢do nos camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e
fémeas, no 10° dia de vida foi avaliada através da determinacdo da taxa de penetracdo
de cercérias nestes animais.

Como descrito anteriormente na Metodologia (se¢do 3.3), cada animal do grupo
infectado foi exposto a 100 cercarias de S. mansoni em 3 mL de dgua destilada contidos
em placa de Petri, por vinte minutos. Em seguida, o contetdo da placa de Petri foi
examinado ao estereomicroscopio para contagem das cercarias integras que restavam,
ou seja, as que ndo penetraram nos animais. Desta forma, era obtido o indice
(percentual) de penetragao.

Confirmando o que ¢ descrito na literatura, e o que haviamos observado em
estudos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério, o indice de penetracdo das
cercarias foi bastante elevado, demonstrando a alta eficiéncia do parasito em penetrar
através da pele do hospedeiro definitivo. Em ambos os sexos e nas duas linhagens de
camundongos, o indice de penetracdo variou de 97 a 100 %. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa quanto ao indice de penetragdo foi observada entre os

sexos ou entre as linhagens de camundongos, como pode ser observado na tabela 4.1.

Tabela 4.1 — indice de penetragio (IP-%) de cercéarias de Schistosoma mansoni em
camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos ¢ fémeas, durante 20 minutos por via
percutinea.

Swiss Webster DBA/2
Tempo pos- 15 dias* 30 dias** 15 dias* 30 dias**
infec¢do:
Macho 99 (97-100) 100 (99-100) 100 (99-101) 100 (98 -101)
Fémea 100 (98 - 100) 100 (99 - 101) 100 (99 -100) 99 (97 - 100)

Valores apresentados como mediana e, entre parénteses, valores minimo ¢ maximo da
percentagem de cercarias que penetraram nos camundongos. O IP(%) foi analisado pelo
Kruskal-Wallis, que ndo revelou diferengas entre os grupos (p>0,05). *n=42 por grupo;
**n=18 por grupo.
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4.2 — Alteracoes do peso do corpo e do figado nos camundongos infectados com

Schistosoma mansoni

Como descrito na Metodologia (secao 3.2), camundongos machos e fémeas, das
duas linhagens, foram infectados com 10 dias de vida. Estes animais foram destinados,
aleatoriamente, a dois grupos: um morto 15 dias apos a infeccdo e outro, 30 dias apos a
infec¢do. O experimento incluiu também grupos de animais controles ndo infectados,
pareados quanto a idade no dia do sacrificio.

O peso corporal de cada animal foi registrado, inicialmente, no dia da infecgao,
quando os animais tinham 10 dias de vida (peso na infec¢do), e no dia do sacrificio, 15 e
30 dias apds a infeccdo, quando os animais tinham, respectivamente, 25 e 40 dias de
vida (peso no sacrificio).

Como pode ser observado na tabela 4.2, os pesos corporais no dia da infecgao
foram razoavelmente homogéneos, ndo diferindo estatisticamente entre os grupos
infectados e seus respectivos controles. Também ndo foram detectadas diferencas entre

0s sexos, assim como entre as duas linhagens.

Tabela 4.2 — Peso corporal (g) de camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e
fémeas, infectados com S. mansoni, e seus respectivos controles ndo infectados, no dia
da infecgdo (10 dias de vida).

Swiss Webster DBA/2
Tempo pos- 15 dias* 30 dias™** 15 dias* 30 dias**
infecgao:
CM 5,46+0,39 5,36+0,81 5,12+0,41 5,19+0,33
IM 5,59+0,44 5,43%0,58 5,13+0,86 5,18+0,54
CF 5,11£0,61 5,05+0,64 4,99+0,72 4,96+0,39
IF 5,09+0,44 4,99+0,89 5,06+0,90 4,91+0,66

Valores apresentados como média £ DP dos pesos dos camundongos de cada grupo (CM
= controle macho; IM = infectado macho; CF = controle fémea ¢ IF = infectado fémea).
Os pesos corporais foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Néo
foram detectadas diferengas entre os grupos (p>0,05). *n=42 por grupo; **n=18 por

grupo.

Os pesos corporais dos camundongos machos e fémeas, dos grupos controle e
infectado das duas linhagens, registrados no dia do sacrificio sdo apresentados na tabela
4.3. Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada entre os animais

infectados e seus respectivos controles. Em relacdo ao sexo, foi notada uma clara
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diferenca entre os controles machos e fémeas das duas linhagens 15 e 30, dias apés a
infec¢do. Como esperado, em virtude do crescimento, no dia do sacrificio os animais do
mesmo sexo e linhagem, mortos com 40 dias de vida, foram cerca de duas vezes mais
pesados que aqueles mortos com 25 dias de vida. A diferenca entre os controles nao
infectados Swiss Webster ¢ DBA/2 foi estatisticamente significativa para machos e
fémeas, sendo os DBA/2 bem mais leves que os Swiss Webster da mesma idade. Como
0s pesos corporais de Swiss Webster e DBA/2 ndo diferiram aos 10 dias de vida (tabela
4.2), estes resultados mostram que a linhagem consangiiinea DBA/2 ganha peso muito

mais lentamente do que os Swiss Webster.

Tabela 4.3 — Peso corporal (g) de camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas,
infectados com S. mansoni, e seus respectivos controles nao infectados, no dia do sacrificio
(15 e 30 dias apds a infecgdo).

Swiss Webster DBA/2
Tempo pos- 15 dias* 30 dias** 15 dias* 30 dias**
infecgao:
CM 16,25+0,99 32,97+1,37° 8,96+0,81¢ 15,58+1,59%¢
M 16,39+0,92 33,39+2,09 8,89+0,92 15,07+1,41
CF 14,98+0,93° 28,56+1,09% 8,05+0,81% 13,56+1,66°
IF 14,99+0,99 28.81+1,05 8,27+1,12 14,35+1,80

Valores apresentados como média + DP dos pesos dos camundongos de cada grupo (CM =
controle macho; IM = infectado macho; CF = controle fémea e IF = infectado fémea). *n=42
por grupo; **n=18 por grupo. Os pesos corporais foram analisados pela ANOVA, seguida do
teste ¢ de Student. Os valores que diferiram estatisticamente entre os diferentes grupos (p<0,05)
estdo assinalados com as letras a, b, ¢ e d. (a - diferengas entre infectados e seus respectivos
controles ndo infectados; b - diferencas entre controles machos e fémeas; ¢ - diferencas entre
controles com 25 e 40 dias de vida no momento do sacrificio e d - diferencas entre controles
Swiss Webster ¢ DBA/2 do mesmo sexo e da mesma idade no dia do sacrificio.

Os dados da tabela 4.4 mostram que, nesta etapa inicial da evolucao da
esquistossomose, a infeccdo ndo alterou o ganho de peso dos camundongos Swiss
Webster e DBA/2, de ambos os sexos. O ganho de peso dos camundongos controles ndo
infectados, de ambas as linhagens, foi estatisticamente diferente entre os sexos (maior
entre os machos), exceto para os Swiss Webster do grupo de 15 dias pds-infeccdo. A
partir do 10° dia de vida, camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas,
ganharam ao longo de 30 dias aproximadamente 2,5 vezes mais peso do que ganharam
durante o periodo de 15 dias. Também foi clara a diferenca de ganho de peso entre os

animais de linhagens diferentes, do mesmo sexo e com a mesma idade. De forma geral,
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em periodo equivalente, os camundongos Swiss Webster apresentaram um ganho de

peso 2,7 vezes maior do que os camundongos DBA/2.

Tabela 4.4 — Ganho de peso corporal (Ap, g) de camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2,
machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus respectivos controles nao infectados
entre os dias de infecgdo (dia 10 de vida) e de sacrificio (15 e 30 dias ap6s a infecgao).

Swiss Webster DBA/2
Tempo pos- 15 dias* 30 dias** 15 dias* 30 dias™**
infecgao
CM 10,8+1,98 27,61+3,58° 3,94+0,29¢ 10,59+1,56¢
M 10,8+0,97 27,96+3,72 3,7740,52 10,09+1,14
CF 9,87+1,03 23,51+2,93% 3,06+0,29% 8,60+0,98°¢
IF 9,9+0,99 23,82+4.51 3,2140,86 9,44+1,28

Valores apresentados como média + DP dos ganhos de peso (Ap) dos camundongos de cada
grupo (CM = controle macho; IM = infectado macho; CF = controle fémea e IF = infectado
fémea). *n=42 por grupo; **n=18 por grupo. Os Aps foram analisados pela ANOVA, seguida
do teste ¢ de Student. Os valores que diferiram estatisticamente entre os diferentes grupos
(p<0,05) estdao assinalados com as letras a, b, ¢ e d. (a - diferengas entre infectados e seus
respectivos controles ndo infectados; b - diferengas entre controles machos e fémeas; ¢ -
diferengas entre controles com 25 e 40 dias de vida no momento do sacrificio e d - diferencas
entre controles Swiss Webster ¢ DBA/2 do mesmo sexo ¢ da mesma idade no dia do
sacrificio.

Da mesma forma que a infec¢do ndo alterou o ganho de peso dos camundongos
Swiss Webster e DBA/2, dos dois sexos, ao longo de 15 e 30 dias ap6s a infec¢do, o
peso do figado destes animais também ndo foi alterado nesta fase inicial da doenga
(esquistossomose mansonica). Com relagao a possiveis diferencas entre os sexos, o
peso do figado dos camundongos controles machos ndo infectados, de ambas as
linhagens e idades, foi ligeiramente maior do que o peso do figado das fémeas. O peso
do figado dos camundongos mortos 30 dias ap6s a infec¢ao (40 dias de vida) foi cerca
de 2 vezes maior do que o peso do figado dos que foram mortos 15 dias ap6s a infec¢ao
(25 dias de vida), o que traduz as diferencas de idade e tamanho entre os animais. Em
virtude das diferencas de tamanho e peso corporal, o figado dos camundongos DBA/2
foram aproximadamente 2 vezes menores do que aqueles dos camundongos Swiss
Webster do mesmo peso e idade. Os pesos do figado dos animais sdao apresentados na

tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Peso do figado (g) de camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas,
infectados com S. mansoni, e seus respectivos controles ndo infectados, no dia do sacrificio
(15 e 30 dias apds a infecgdo).

Swiss Webster DBA/2
Tempo pos- 15 dias* 30 dias™** 15 dias* 30 dias**
infecgao
CM 0,95+0,096 1,88+0,046° 0,46+0,022¢ 0,98+0,062°¢
IM 0,87+0,042 1,90+0,034 0,460,029 0,99+0,056
CF 0,87+0,042° 1,72+40,14% 0,42+0,015" 0,89+0,028°¢
IF 0,85+0,13 1,79+0,033 0,42+0,011 0,89+0,025

Valores apresentados como média £ DP do peso dos figados dos camundongos de cada grupo
(CM = controle macho; IM = infectado macho; CF = controle fémea e IF = infectado fémea).
*n=42 por grupo; **n=18 por grupo. Os pesos dos figados foram analisados pela ANOVA,
seguida do teste ¢ de Student. Os valores que diferiram estatisticamente entre os diferentes
grupos (p<0,05) estdo assinalados com as letras a, b, ¢ ¢ d. (a - diferengas entre infectados e
seus respectivos controles ndo infectados; b - diferengas entre controles machos e fémeas; c -
diferencas entre controles com 25 e 40 dias de vida no momento do sacrificio e d - diferencas
entre controles Swiss Webster ¢ DBA/2 do mesmo sexo ¢ da mesma idade no dia do
sacrificio.

4.3 — Alteracdes dos niveis totais de citocromos P450 no figado de camundongos

infectados com S. masnoni

Como pode ser observado no grafico 4.1, na fase inicial da esquistossomose (15
e 30 dias apds a infecgdo), os niveis totais de citocromos P450 em camundongos Swiss
Webster, machos e fémeas, ndo foram alterados. Machos Swiss Webster controles e
infectados apresentaram, 15 dias apds a infeccao, concentragdes totais de CYP450 da
ordem de 571,3t42,4 e 567,8+£52.2 pmoles/mg de proteina microssomal (p>0,05),
respectivamente. Ja as fémeas controles e infectadas desta mesma linhagem e desta
mesma idade, apresentaram concentracdes de CYP450 totais da ordem de 465,8+38,7 e
461,0£42,9 pmoles/ mg de proteina microssomal (p>0,05), respectivamente.
Posteriormente, 30 dias apos a infec¢@o, os niveis totais de CYP450 nos camundongos
machos e fémeas também ndo diferiram entre controles e infectados (p>0,05). Machos
controles ¢ infectados apresentaram concentragdes totais de CYP450 da ordem de
664,7£59,2 e 646,0£39,4 pmoles/mg de proteina microssomal (p>0,05),
respectivamente. Ja para as fémeas controles, estes valores foram de 366,7+£78,9 e para

as infectadas, 349,7+72,3 pmoles/ mg proteina microssomal (p>0,05).
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Grafico 4.1 — Alteragdes da concentragdo total de citocromos P450 hepaticos em camundongos
Swiss Webster, machos e fémeas, infectados com S. mansoni e seus respectivos controles nao
infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgdo.
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Os resultados correspondem a média £DP da concentracdo total de citocromos P450 de 6 pools
de figados de 7 animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais,
nos grupos de 30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de CYP450/mg
de proteina microssomal. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de
Student. Nao foram detectadas diferengas entre os grupos infectados e seus respectivos
controles nao infectados (p>0,05).

Assim como observado para os camundongos Swiss Webster, os niveis de
CYP450 totais nos camundongos DBA/2 infectados, de ambos os sexos, ndo diferiram
de seus respectivos controles ndo infectados 15 e 30 dias apds a infec¢@o, como pode ser
visto no grafico 4.2. Machos controles e infectados apresentaram, 15 dias apds a
infeccdo, concentracdes de CYP450 totais da ordem de 511,7455,3 e 496,2+50,4
pmoles/mg de proteina microssomal (p>0,05), respectivamente. Fémeas controles e
infectadas, neste mesmo momento de evolu¢do da doenca, apresentaram concentragdes
de CYP450 totais da ordem de 293,2444.8 e 334,0+38,2 pmoles/mg de proteina
microssomal (p>0,05), respectivamente. Nos grupos mortos 30 dias apds a infeccao,

machos controles apresentaram niveis de CYP450 totais da ordem de 601,7£51,1 e os
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infectados da ordem de 611,8+45,7 pmoles/mg de proteina microssomal (p>0,05).
Quanto as fémeas, os niveis de CYP450 totais foram para as controles 349,0+39,3 e
para as infectadas 357,2423,9 pmoles/mg de proteina microssomal (p>0,05).

Quando comparamos os niveis de CYP450 totais entre os sexos dos
camundongos controles, de ambas as linhagens e idades, observamos que, de uma
forma geral, os machos apresentaram maiores niveis de CYP450 do que as fémeas. Com
excecdo dos camundongos Swiss Webster mortos 15 dias apos a infec¢do, os controles
machos nao infectados apresentaram concentragdes de CYP450 totais aproximadamente
2 vezes maiores que as fémeas.

Considerando a mesma linhagem e o mesmo sexo, as diferengas entre as idades
foram discretas, tendendo a um aumento nos camundongos controles ndo infectados
mais velhos (40 dias de vida) em relagdo aos grupos mortos 15 dias apds a infecc¢do (25
dias de vida). A tUnica excecao foram as fémeas Swiss Webster, que exibiram um
discreto declinio da concentracdo de CYP450 totais do grupo morto 30 dias apds a
infeccdo em relagdo ao grupo morto 15 dias antes.

Ao compararmos as diferengas nos niveis de CYP450 totais entre as duas
linhagens de camundongos controles nao infectados notamos que, de uma forma geral,
os valores nao diferiram entre Swiss Webster ¢ DBA/2 de ambos os sexos ¢ idades,
exceto para as fémeas mortas aos 25 dias de vida. Fémeas Swiss Webster e DBA/2, do
grupo mortol5 dias apos a infecc¢do, apresentaram concentragcdes de CYP450 totais da

ordem de 465,8428,7 ¢ 293,2+44,8 pmoles/mg de proteina microssomal (p<0,05).

4.4 — Alteracoes das atividades de isoenzimas citocromo P450 na fracao
microssomal hepatica de camundongos infectados com S. mansoni e seus

respectivos controles nao infectados

4.4.1 — Atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD)

A infeccdo com S. mansoni ndo causou alteragdes das atividades de EROD nos
camundongos machos e fémeas, de ambas as linhagens, mortos 15 dias ap6s a infecgao.
Camundongos Swiss Webster infectados, machos e fémeas, mortos 30 dias apods a
infec¢do, apresentaram atividade de EROD discretamente maior (1,5 e 1,7 vezes,
respectivamente) do que seus respectivos controles ndo infectados (grafico 4.3). No

caso dos camundongos DBA/2, somente as fémeas tiveram a atividade de EROD
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alterada 30 dias apds a infec¢do. Neste grupo, as fémeas infectadas apresentaram
atividade de EROD cerca de 1,4 vezes menor do que as controles ndo infectadas

(gréafico 4.4).

Grafico 4.2 — Alteragdes da concentragdo total de citocromos P450 hepaticos em camundongos
DBA/2, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus respectivos controles nao
infectados, 15 e 30 dias apos a infecgao.
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Os resultados correspondem a médiatDP da concentracao total de citocromos P450 de 6 pools
de figados de 7 animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, € 6 pools de figados de 3 animais,
nos grupos de 30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de CYP450/mg
de proteina microssomal. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de
Student. Nao foram detectadas diferencas entre os grupos infectados e seus respectivos
controles nao infectados (p>0,05).

Quanto as comparagdes entre os controles nao infectados da linhagem Swiss
Webster, machos com 25 e 40 dias de idade, apresentaram atividade de EROD maior do
que as respectivas fémeas. Machos e fémeas do grupo morto 15 dias ap6s a infeccio (25
dias de vida) apresentaram atividade de 58,8348,64 e 48,1742,32 pmoles de
resorufina/mg de proteina/minuto (p=0,0028), respectivamente. Nos grupos mortos

com 40 dias de vida (controles de 30 dias pds-infec¢do), machos e fémeas exibiram
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atividades de EROD da ordem de 53,33%£7,20 e 23,50£5,5 pmoles de resorufina/mg de

proteina/minuto (p<0,05), respectivamente.

Grafico 4.3 — Atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) em fragdo microssomal
hepatica de camundongos Swiss Webster, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias apds a infeccdo.

%
85 -
£
£ 68
k=9
on
E
g 51
=
=]
2
£ 341
=
£
= 17 |
O |
o 04 04 o
\Controles Infectados Y \Controles Infectados Y
15 dias 30 dias

Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de EROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infec¢do, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA seguida do teste ¢ de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles ndo
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.

Com excecdo dos machos Swiss Webster, que ndo apresentaram alteracdo da
atividade de EROD relacionada a idade, os outros grupos de camundongos nado
infectados apresentaram diferencas de atividade entre as idades (25 e 40 dias de vida).
Fémeas Swiss Webster com 40 dias de vida exibiram atividade de EROD 2,3 vezes

menor do que as fémeas com 25 dias de vida. No entanto, machos e fémeas DBA/2 com
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40 dias de vida tiveram atividades de EROD 1,2 e 1,5 vezes maiores, respectivamente,
do que os camundongos do mesmo sexo com 25 dias de vida.

No que tange a diferengas de EROD entre as linhagens, observamos atividades
discretamente maiores nos camundongos DBA/2, de ambos os sexos, dos grupos mortos

15 e 30 dias apds a infecgdo, em relagdo aos Swiss Webster.

Grafico 4.4 — Atividade da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) em fragdo microssomal
hepatica de camundongos DBA/2, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgdo.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de EROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles nao
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.

4.4.2 — Atividade da metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD)

De forma semelhante ao que foi observado com EROD, a atividade da MROD
também foi pouco modificada pela infeccdo com S. mansoni, na fase inicial da doenga.

E interessante notar que as alteragdes observadas na atividlade da MROD, em

53



decorréncia da infec¢do, foram essencialmente as mesmas constatadas em EROD.
Neste sentido, nao foram detectadas alteracdes de MROD nos camundongos machos e
fémeas, de ambas as linhagens, mortos 15 dias apds a infeccdo. Camundongos Swiss
Webster infectados, machos e fémeas, mortos 30 dias apds a infecc¢do, apresentaram
atividade discretamente maior (1,3 vezes em ambos os sexos) do que seus respectivos
controles ndo infectados (grafico 4.5). Nos camundongos DBA/2, somente as fémeas
tiveram a atividade de MROD alterada 30 dias apds a infecgdo. Neste grupo, as fémeas
infectadas apresentaram atividade 1,5 vezes menor do que as suas respectivas controles

nao infectadas (grafico 4.6).

Grafico 4.5 — Atividade da metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD) em fracdo microssomal
hepatica de camundongos Swiss Webster, machos ¢ fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgdo.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de MROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles nao
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.
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Foram poucas também as diferencas de MROD entre os sexos, quando
comparamos camundongos controles ndo infectados da mesma linhagem e da mesma
idade. Machos Swiss Webster com 25 dias de vida (15 dias pos-infecgdo) apresentaram
atividade de MROD da ordem de 165,5+11,3 pmoles de resorufina/mg de
proteina/minuto, enquanto que nas fémeas desta mesma idade a atividade foi
115,1744,40 pmoles de resorufina/mg proteina/minuto (p<0,05). No grupo de
camundongos desta mesma linhagem, mortos 30 dias apds a infec¢do, ndo foram

observadas diferencas significativas entre os sexos.

Grafico 4.6 — Atividade da metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD) em fracdo microssomal
hepatica de camundongos DBA/2, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgao.

360

300

240 -

180

120

pmoles resorufina/mg ptn/min

60 -

o 04 o 04

\Controles Infectados Y \Controles Infectados Y

15 dias 30 dias

Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de MROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste t de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles nao
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.

A atividade de MROD também diferiu com a idade, em alguns casos, entre os

camundongos controles nao infectados. Machos Swiss Webster com 25 e 40 dias de vida
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(15 e 30 dias pos-infecg¢ao) apresentaram atividade de MROD da ordem de 165,5+11,3
e 140,0+20,8 picomoles de resorufina/mg de proteina/minuto (p=0,03),
respectivamente. Ao contrario do observado nos machos, as fémeas desta linhagem
exibiram pequena elevacdo da atividade com o aumento da idade. As atividades nas
fémeas com 25 e 40 dias de vida foram, respectivamente, 115,2+44 ¢ 139,3+19
picomoles de resorufina/mg de proteina/minuto (p=0,015). Um aumento um pouco mais
expressivo foi observado nas fémeas DBA/2. Fémeas desta linhagem, com 25 e 40 dias
de vida, apresentaram atividades de MROD da ordem de 134,5+4,93 e 266,2423,6
picomoles de resorufina/mg de proteina/minuto (p<0,05), respectivamente.

Algumas diferencas entre as linhagens também foram detectadas. De um modo
geral, controles ndo infectados DBA/2 machos, com 25 e 40 dias de vida, apresentaram
atividades de MROD 1,3 e 1,5 vezes maiores, respectivamente, do que os machos Swiss
Webster do mesmo sexo e da mesma idade. Entre as fémeas, somente o grupo morto 30
dias apds a infecgdo exibiu atividade maior (1,9 vezes) do que as fémeas de Swiss

Webster.

4.4.3 — Atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD)

Como pode ser observado no grafico 4.8, na fase inicial da esquistossomose, a
atividade de BROD ndo foi alterada nos machos e fémeas de DBA/2. Uma pequena
elevagdo da atividade da BROD foi notada nas fémeas de Swiss Webster 30 dias apds a
infecgdo (grafico 4.7). As fémeas infectadas deste grupo apresentaram atividade de
BROD da ordem de 25,0+4,0 picomoles de resorufina/mg de proteina/minuto, enquanto
nas fémeas controles a atividade foi 16,17+3,06.

Quanto a comparagdo entre as idades, a atividade de BROD diferiu apenas nos
machos e fémeas de DBA/2. Em ambos os sexos, a atividade diminuiu com o aumento
da idade (1,7 vezes menor para machos e 1,2 vezes menor para as fémeas). Em
camundongos Swiss Webster de ambos os sexos, a atividade de BROD pareceu ndo
sofrer alteragdes entre os 25 e 40 dias de vida.

A diferenca entre as linhagens esteve presente em ambos os sexos e idades.
Controles Swiss Webster nao infectados com 25 dias de vida, de ambos os sexos,
exibiram atividade de BROD cerca de 2,3 vezes menor do que os DBA/2 de mesma

idade. Nos grupos mortos 30 dias apds a infeccdo, somente as fémeas apresentaram
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diferencas entre as linhagens. Fémeas de Swiss Webster apresentaram atividade

aproximadamente 1,8 vezes menor do que as fémeas DBA/2 da mesma idade.

4.4.4 — Atividade da pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD)

A atividade de PROD nao sofreu alteragdes, 15 e 30 dias apos a infecg¢do, nos
camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas (graficos 4.9 e¢ 4.10). A
atividade de PROD pareceu ndo diferir entre os sexos, exceto pelo fato de Swiss
Webster controles machos, com 40 dias de vida, terem exibido atividade 1,2 vezes

maior do que as fémeas controles desta linhagem com a mesma idade.

Grifico 4.7 — Atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) em fragdo microssomal
hepatica de camundongos Swiss Webster, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infeccao.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de BROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infeccdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles nédo
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.
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Camundongos controles ndo infectados com 25 dias de vida apresentaram
atividades de PROD bastante homogéneas. Nos Swiss Webster, machos e fémeas, esta
atividade variou entre 6,65£0,76 e 6,7240,91 pmoles de resorufina/mg de
proteina/minuto, respectivamente. Nos DBA/2 machos e fémeas, com esta mesma
idade, a atividade de PROD variou entre 7,62+0,54 e 7,62+0,79 pmoles de
resorufina/mg de proteina/minuto, respectivamente. Os camundongos controles ndo
infectados com 40 dias de vida exibiram atividade de PROD um pouco maior do que os
animais com 25 dias de vida. Swiss Webster machos, com 40 dias, apresentaram
atividade de PROD 1,5 vezes maior do que os camundongos do mesmo sexo com 25
dias de vida (p<0,05). As fémeas Swiss Webster ndo exibiram diferencas de PROD entre
as duas idades. Nos DBA/2 com 40 dias, machos e fémeas, PROD foi cerca de 1,3 vezes

maior do que nos animais do mesmo sexo com 25 dias de vida (p<0,05).

Grafico 4.8 — Atividade da benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) em fragao microssomal
hepatica de camundongos DBA/2 machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgao.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de BROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infec¢do, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Nao
foram detectadas diferengas entre os grupos infectados e seus respectivos controles ndo
infectados (p>0,05).
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Diferencgas entre as linhagens foram observadas somente entre as fémeas com 40
dias de vida. Camundongos Swiss Webster fémeas com esta idade exibiram atividade de
PROD da ordem de 7,79+0,76 pmoles de resorufina/mg de proteina/minuto. Este valor
foi aproximadamente 1,3 vezes menor (p<0,05) do que a atividade encontrada nas

fémeas de DBA/2 (9,9340,56 pmoles de resorufina/mg de proteina/minuto).

Grafico 4.9 — Atividade da pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD) em fragdo microssomal
hepatica de camundongos Swiss Webster, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgdo.
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Os resultados correspondem a média=DP da atividade de PROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste t de Student. Nao
foram detectadas diferencas entre os grupos infectados e seus respectivos controles nao
infectados (p>0,05).

4.4.5 — Atividade da Nitrosodimetilamina-desmetilase (NDMA-d)

Assim como ocorreu com as atividades das alcoxiresorufinas-O-desalquilases

citadas anteriormente, nenhuma alteracao da atividade de NDMA-d foi constatada nos
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camundongos Swiss Webster e DBA/2, de ambos os sexos, 15 dias ap0s a infec¢do com

S. mansoni.

Grafico 4.10 — Atividade da pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD) em fragdo microssomal
hepatica de camundongos DBA/2, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias apds a infeccdo.
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Os resultados correspondem a médiarDP da atividade de PROD de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infecgdo. Os valores estdo expressos em picomoles de resorufina/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pelo teste ¢ de Student. Nao foram detectadas
diferencas entre os grupos infectados e seus respectivos controles ndo infectados (p>0,05).

Como pode ser observado no grafico 4.11, 30 dias apds a infeccdo,
camundongos Swiss Webster machos apresentaram atividade de NDMA-d
aproximadamente 1,3 vezes maior do que seus respectivos controles nao infectados
(p<0,05). A atividade de NDMA-d ndo diferiu entre as fémeas infectadas e controles da
mesma linhagem e com a mesma idade. Da mesma forma, fémeas DBA/2 ndo
mostraram alteracdes da atividade de NDMA-d 30 dias apos a infec¢do, quando

comparadas com seus respectivos controles (grafico 4.12). Em contraste com estes
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dados, os machos desta linhagem apresentaram, 30 dias apds a infec¢do, esta atividade

1,2 vezes maior do que os seus respectivos controles ndo infectados (p<0,05).

Grifico 4.11 — Atividade da nitrosodimetilamina-desmetilase (NDMA-d) em fracdo
microssomal hepatica de camundongos Swiss Webster, machos e fémeas, infectados com S.
mansoni, € seus respectivos controles ndo infectados, 15 ¢ 30 dias apos a infecgdo.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de NDMA-d de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infeccdo. Os valores estdo expressos em picomoles de formaldeido/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles nao
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.

Nos grupos com 25 dias de idade, as fémeas apresentaram maior atividade de
NDMA-d do que os machos com a mesma idade, em ambas as linhagens. Machos Swiss
Webster com 25 dias de vida, apresentaram atividade de NDMA-d da ordem de
227,3£10,7 picomoles de formaldeido/mg de proteina/minuto, enquanto nas fémeas,
esta atividade foi da ordem de 285,8345,15 picomoles de formaldeido/mg de
proteina/minuto (p<0,05). Da mesma forma, em machos de DBA/2 esta atividade foi da

ordem de 204,50+6,53 picomoles de formaldeido/mg de proteina/minuto, enquanto nas
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fémeas a atividade de NDMA-d foi da ordem de 267,3319,58 picomoles de
formaldeido/mg de proteina/minuto (p=0,0004). Por outro lado, nos grupos com 40 dias
de vida, os machos apresentaram atividade maior do que as fémeas em ambas as
linhagens. Machos Swiss Webster com 40 dias de vida, apresentaram atividade de
NDMA-d da ordem de 535,8+19,8 picomoles de formaldeido/mg de proteina/minuto,
enquanto nas fémeas, esta atividade foi da ordem de 303,67+4,23 picomoles de
formaldeido/mg de proteina/minuto (p<0,05). Em machos de DBA/2 a atividade de
NDMA-d foi da ordem de 400,2+11,8 picomoles de formaldeido/mg de proteina/minuto
e nas fémeas a atividade foi da ordem de 357,2+15,3 picomoles de formaldeido/mg de

proteina/minuto (p=0,0004).

Grifico 4.12 — Atividade da nitrosodimetilamina-desmetilase (NDMA-d) em fracdo
microssomal hepatica de camundongos DBA/2, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e
seus respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias apds a infecgao.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de NDMA-d de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pos-infeccdo. Os valores estdo expressos em picomoles de formaldeido/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Os
valores dos animais infectados que diferiram estatisticamente dos seus respectivos controles nao
infectados (p<0,05) estdo assinalados com um asterisco.
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A atividade de NDMA-d também diferiu com a idade entre os camundongos
controles ndo infectados. Machos Swiss Webster com 40 dias de vida tiveram atividade
de NDMA-d 2,4 vezes maior do que os machos com 25 dias de vida (p<0,05). A
atividade de NDMA-d nao diferiu, com a idade, entre as fémeas desta linhagem.
Machos DBA/2 com 40 dias de vida apresentaram atividade aproximadamente 2 vezes
maior do que os machos com 25 dias de vida da mesma linhagem (p<0,05). Entre as
fémeas, esta diferenga foi de 1,3 vezes (p<0,05).

Com relagdo a comparagdes entre as linhagens, DBA/2 machos e fémeas, com
25 dias de vida, exibiram, de um modo geral, atividade discretamente menor do que os
Swiss Webster. Esta diferenga foi mais evidente nos animais com 40 dias de vida. Neste
grupo etario, a atividade de NDMA-d em machos Swiss Webster foi aproximadamente

1,2 vezes maior do que em DBA/2.

4.4.6 — Atividade da cumarina-7-hidroxialase (COH)

Em estudos anteriores realizados em nosso laboratério, notamos que a atividade
COH, um bom marcador para CYP2AS5 em camundongos DBA/2, foi relativamente
baixa em camundongos Swiss Webster machos e fémeas com 65 dias de vida. Neste
estudo, ao tentarmos analisar a atividade desta mesma enzima em camundongos Swiss
Webster, com 25 e 40 dias de vida, encontramos dificuldades em detectar os niveis de
umbeliferona produzidos na reagao. Isto sugere que a atividade de COH nestes animais,
ainda muito jovens, ¢ extremamente baixa. Por este motivo, e também por suspeitarmos
que a atividade de COH pode ndo ser um marcador especifico de CYP2AS em Swiss
Webster, neste estudo analisamos a atividade de COH somente nos camundongos da
linhagem DBA/2.

Como pode ser observado no grafico 4.13, 15 e 30 dias apos a infec¢do com S.
mansoni a atividade de COH ndo apresentou alteragdes em ambos os sexos. Quando
comparamos esta atividade entre os sexos, verificamos que controles ndo infectados
machos de ambas as idades apresentaram atividade menor do que as fémeas. Machos
com 25 dias de vida mostraram atividades da ordem de 63,50+5,14 picomoles de
umbeliferona/mg de proteina/minuto, enquanto as fémeas exibiram atividades da ordem
de 96,14+3,92 picomoles de umbeliferona/mg de proteina/minuto (p<0,05). Nos grupos

mortos com 40 dias de vida, os machos apresentaram atividade da ordem de 73,00+4,98
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picomoles de umbeliferona/mg de proteina/minuto e as fémeas, atividades da ordem de

125,50+27,3 picomoles de umbeliferona/mg de proteina/minuto (p<0,05).

Grafico 4.13 — Atividade da cumarina 7-hidroxilase (COH) em fragcdo microssomal hepatica de
camundongos DBA/2, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus respectivos
controles ndo infectados, 15 e 30 dias apds a infeccao.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de CoH de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infecgdo, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pods-infeccdo. Os valores estdo expressos em picomoles de umbeliferona/mg de
proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢ de Student. Nao
foram detectadas diferencas entre os grupos infectados e seus respectivos controles nao
infectados (p>0,05).

Quando comparamos as atividades de COH entre animais com 25 e 40 dias de
vida, verificamos que houve um aumento somente entre as fémeas. A atividade de COH
foi 1,3 vezes maior nas fémeas com 40 dias de vida do que naquelas com 25 dias de
vida. Esta altera¢do na atividade de COH, com a idade, ndo foi observada entre os

machos.
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4.5 — Alteracoes das atividades das UDP-glicuronosiltransferases (UGT) na fracio
microssomal hepatica de camundongos infectados com S. mansoni e seus

respectivos controles nio infectados

Assim como visto, na maioria dos casos, com as atividades de isoenzimas
citocromo P450 analisadas, a atividade de UGT na fracdo microssomal hepatica de
camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas, ndo sofreu alteragdo 15 e 30

dias apos a infeccao (graficos 4.14 ¢ 4.15).

Grafico 4.14 — Atividade da UDP-glicuronosiltransferase (UGT) em fragdo microssomal
hepatica de camundongos Swiss Webster, machos e fémeas, infectados com S. mansoni, e seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias ap6s a infecgdo.
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Os resultados correspondem a médiatDP da atividade de UGT de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infec¢do, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias pods-infeccdo. Os valores estdo expressos em nanomoles de glicuronato de p-
nitrofenol/mg de proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢
de Student. Nao foram detectadas diferengas entre os grupos infectados e seus respectivos
controles nao infectados (p>0,05).
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Quando comparamos as atividades de UGT de camundongos controles nao
infectados, entre os sexos, idades ou linhagens, também nao detectamos diferengas
estatisticamente significativas. Machos e fémeas Swiss Webster com 25 dias de vida
exibiram atividades de UGT da ordem de 11,5+0,89 e 11,28+0,42 nanomoles de
glicuronato de p-nitrofenol/mg de proteina/minuto (p>0,05), respectivamente. Machos e
fémeas da mesma linhagem, com 40 dias de vida, mostraram atividade da ordem de
12,31£0,8 e 11,39£0,18 nanomoles de glicuronato de p-nitrofenol/mg de
proteina/minuto (p>0,05), respectivamente. De forma semelhante, machos e fémeas
DBA/2, com 25 dias de vida, exibiram atividades de UGT da ordem de 10,99+0,92 e
10,87+0,89 nanomoles de glicuronato de p-nitrofenol/mg de proteina/minuto (p>0,05),
respectivamente. Machos e fémeas, da mesma linhagem, com 40 dias de vida
apresentaram atividade da ordem de 11,2+0,98 e 11,05+0,87 nanomoles de glicuronato

de p-nitrofenol/mg de proteina/minuto, respectivamente (p>0,05).

Griafico 4.15 — Atividade da UDP-glucuronosiltransferase (UGT) em fracdo microssomal
hepatica de camundongos DBA/2, machos e¢ fémeas, infectados com S. mansoni, ¢ seus
respectivos controles ndo infectados, 15 e 30 dias apds a infeccdo.
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Os resultados correspondem a médiazDP da atividade de UGT de 6 pools de figados de 7
animais, nos grupos de 15 dias pos-infec¢do, e 6 pools de figados de 3 animais, nos grupos de
30 dias poés-infeccdo. Os valores estdo expressos em nanomoles de glicuronato de p-
nitrofenol/mg de proteina/minuto. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguida do teste ¢
de Student. Nao foram detectadas diferengas entre os grupos infectados e seus respectivos
controles nao infectados (p>0,05).
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5 - DISCUSSAO

Neste trabalho investigamos as alteragdes das atividades de enzimas hepaticas de
biotransformacao de xenobioticos, 15 e 30 dias apos a infeccao de camundongos Swiss
Webster ¢ DBA/2 com 100 cercarias de S. mansoni. Neste momento da evolucao da
doenca os vermes ainda sdo imaturos € a oviposi¢do nao comecou (15 dias), ou esta
apenas tendo inicio (30 dias), de modo que ainda ndo existem, ou sdo muito raros, o0s
ovos retidos no parénquima hepatico e, por conseguinte, os granulomas (Fidalgo-Neto
et al., 2004). As reagdes enzimaticas analisadas foram a etoxiresorufina-O-desetilagao
(EROD), a metoxiresorufina-O-desmetilagio (MROD), a benziloxiresorufina-O-
desbenzilagio  (BROD), a  pentoxiresorufina-O-despentilacio  (PROD), a
nitrosodimetilamina-desmetilacido (NDMA-d) e a cumarina-7-hidroxilagdo (COH),
marcadoras de diferentes isoformas de CYP, além da UDP-glicuronosiltransferase

(UGT), uma das principais enzimas de fase II da biotransformacao de xenobidticos.

5.1 — Indice de penetracdo de cercarias de S. mansoni em camundongos Swiss

Webster e DBA/2 no 10° dia de vida

Em estudos anteriores realizados no nosso laboratorio, haviamos notado que a
propor¢ao de vermes maduros recuperados apos a perfusdo hepato-mesentérica, bem
como o numero de ovos encontrados no figado e intestinos, sdo maiores nos
camundongos infectados aos 10 dias de vida (lactentes), do que naqueles infectados na
idade adulta (Fidalgo-Neto et al., 2004). Estes achados sugerem que no hospedeiro
definitivo mais jovem, infectado aos 10 dias de vida, o amadurecimento dos vermes ¢
mais eficiente, independente do sexo e da linhagem dos animais. A infec¢ao de animais
lactentes, levando em conta o fato de que investigamos as alteragdes na fase inicial da
doenca (15 e 30 dias apds a infeccdo), nos trouxe o inconveniente de analisar as
atividades das enzimas de biotransformagdo em animais que ainda sdo muito jovens.
Nestes animais, os eventuais efeitos da doenca ocorrem num individuo em crescimento
cujo amadurecimento, inclusive da capacidade do figado biotransformar xenobidticos,
ainda estd em curso. Nesta faixa etaria, por exemplo, os animais ainda ndo entraram na
puberdade - 25 dias de vida - ou estdo apenas iniciando o processo de maturagdo sexual
- 40 dias de vida - (SANTOS, 2002). Em roedores, as atividades de algumas enzimas

de biotransformacao (e.g. subfamilia CYP2B) exibem claras diferencas relacionadas ao
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sexo e sabe-se que tanto os niveis de hormdnio de crescimento quanto os de hormdnios
sexuais podem influencia-las (Jarukamjorn, et al., 2001; Kato, 1974).

Para avaliar a eficiéncia do método de infeccdo empregado neste estudo,
determinamos o indice de penetragdo de cercarias de S. mansoni nos animais infectados
aos 10 dias de vida. Constatamos, entdo, que o indice de penetra¢do percutdnea de
cercarias de S. masnoni (cepa BH, originaria do Departamento de Malacologia do
IOC/FIOCRUZ) foi elevado (entre 97 e 100%), e ndo diferiu entre os sexos e as
linhagens dos camundongos. Estes resultados confirmam observagdes anteriores do
nosso laboratdrio (Fidalgo-Neto et al., 2004) e de outros pesquisadores € apontam para a
alta eficiéncia do parasito em penetrar através da pele de seus hospedeiros definitivos.
Pode-se dizer que, pelo menos com a cepa BH de S. mansoni, quando respeitadas
algumas condi¢des, como o emprego de cercarias vidveis que emergiram ha pouco
tempo do caramujo, e a manutengdo da temperatura adequada durante a exposi¢ao do
camundongo, ¢ possivel obter aproximadamente 100% de penetragdo no processo

experimental de infecgdo.

5.2 — Alteracdes do peso corporal e do peso do figado em camundongos Swiss

Webster e DBA/2 infectados com S. mansoni

A infeccdo pareceu ndo interferir com o ganho de peso dos camundongos,
machos e fémeas, das duas linhagens, apresentando os animais infectados ganho de peso
semelhante ao de seus respectivos controles ndo infectados. Houve, todavia, diferengas
de ganho de peso relacionadas ao sexo e a linhagem. Em periodos de tempo
equivalentes, os machos ganharam mais peso do que as fémeas, em ambas as linhagens.
Por outro lado, os camundongos Swiss Webster exibiram ganho de peso maior do que os
da linhagem DBA/2.

O peso do figado dos camundongos também ndo foi alterado pela infeccao.
Notamos, no entanto, que os camundongos machos das duas linhagens apresentaram
figado mais pesado (peso absoluto) do que as fémeas, o que pode estar relacionado com
0 maior peso corporal. Assim como observado em relagdo ao ganho de peso, os animais
da linhagem DBA/2 apresentaram peso absoluto do figado menor do que os Swiss
Webster de mesmo sexo e idade, o que reflete também o menor tamanho e peso corporal

dos camundongos da linhagem consangiiinea.
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A auséncia de diferengas de ganho de peso corporal e de peso do figado entre
infectados e ndo infectados, quando comparamos camundongos de mesmo sexo, idade e
linhagem, sugere que nesta fase inicial (pré-granuloma) da esquistossomose mansonica
murina — ao contrario do que ¢ constatado mais tarde em individuos infectados com a
mesma carga parasitaria (100 cercarias) — ndo ocorre comprometimento importante do
estado geral de saude e da funcdo hepatica. Esta conclusdo encontra apoio também no
fato de que a observacdo clinica e comportamental dos animais em suas respectivas
gaiolas ndo evidenciou — em qualquer das situagdes examinadas — diferencas dignas de

registro entre camundongos infectados e controles ndo infectados.

5.3 — Alteragdes de isoenzimas citocromo P450 no figado de camundongos Swiss

Webster e DBA/2, 15 e 30 dias apds infec¢ido com S. mansoni

5.3.1 — Especificidade das reagdes enzimdticas examinadas como marcadoras de

isoenzimas citocromo P450 em camundongos

Uma das caracteristicas das isoenzimas citocromo P450 ¢ a sua grande
versatilidade em termos de especificidade por substrato, isto ¢, uma mesma isoenzima ¢
capaz de metabolizar vérios substratos, estruturalmente diferentes, da mesma forma que
um mesmo substrato pode ser metabolizado por mais de uma isoenzima. Neste contexto,
a especificidade por determinado substrato ¢ sempre relativa.

Sabe-se que uma série de éteres da fenoxazona, como a etoxi-, metoxi-, pentoxi-
e benziloxiresorufina, sdo substratos para algumas isoformas de CYP (Burke et al.,
1985). Entretanto, a especificidade de uma dada isoenzima como agente catalitico da
desalquilacdo de determinado substrato ndo ¢ absoluta, dependendo da concentracao
relativa das varias isoformas presentes na fragdo microssomal estudada (Burke et al.,
1994). Em outras palavras, esta especificidade pode acentuar-se ou atenuar-se,
dependendo da exposicdo prévia a agentes indutores. Além disso, a especificidade de
cada isoenzima em relagdo a desalquilagdo de determinado substrato, pode variar entre
as diferentes espécies. Em ratos, as reagdes de EROD e MROD sdo catalisadas
predominantemente por CYP1A1l e CYP1A2, respectivamente. Por outro lado, em
coelhos CYP1A2 desempenha um papel mais importante do que CYP1A1 na catalise de
EROD e, em humanos, CYP1A2 participa de forma importante e similar tanto na

catalise de EROD como na de MROD (Weaver et al., 1994).
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De acordo com Nerurkar et al., (1993), o metabolismo da etoxiresorufina e¢ da
metoxiresorufina, em ratos e camundongos, ¢ mediado preferencialmente por CYP1A1
e CYPIA2, respectivamente. Segundo Burke et al., (1994), em ratos, as reagdes de
BROD e PROD sao catalisadas preferencialmente por isoenzimas da subfamilia
CYP2B, principalmente em microssomos induzidos por fenobarbital. De acordo com
Nerurkar et al., (1993), apesar da benziloxiresorufina ser metabolizada por diferentes
isoenzimas CYP450 induziveis e constitutivas em ratos, incluindo CYP1A1/2,
CYP2B1/2 e CYP3A1/2, tem sido demonstrado que a benziloxiresorufina, bem como a
pentoxiresorufina sao substratos razoavelmente preferenciais para serem considerados
marcadores das atividades da subfamilia CYP2B em camundongos e ratos.

Tem sido demonstrado que a hidroxilagdo da cumarina na posicdo 7 (7-
hidroxilagao) ¢ catalisada predominantemente por CYP2AS em algumas linhagens de
camundongos (e.g. DBA/2) que expressam bem esta isoforma (Pelkonen et al., 1993).
Assim, utilizamos COH como atividade marcadora de CYP2AS5. Ja a isoenzima
CYP2EI, que desempenha papel fundamental no metabolismo hepético do etanol, ¢
responsavel pela ativagdo de uma grande variedade de xenobidticos a produtos
hepatotéxicos ou carcinogénicos, incluindo algumas nitrosaminas — e. g, N-
nitrosodimetilamina (Zhang et al., 2002).

Neste trabalho, portanto, tendo em vista as evidéncias atualmente disponiveis,
consideramos as atividades de EROD e MROD como marcadores de CYP1A, de BROD
¢ PROD como marcadores de CYP2B, de COH como marcador de CYP2AS e de
NDMA-d como marcador de CYP2E1.

5.3.2 — Alteragdes de CYPs nos camundongos infectados com S. mansoni

Neste estudo notamos que, 15 e 30 dias ap0s a infecgao, os niveis totais de CYPs
hepaticos nos camundongos infectados nao diferiram dos niveis encontrados nos
respectivos controles ndo infectados das duas linhagens estudadas (DBA/2 e Swiss
Webster), tanto entre os machos como entre as fémeas. No mesmo sentido, nesta fase
inicial da doenca, as atividades das alcoxiresorufinas-O-desalquilases (EROD, MROD,
BROD ¢ PROD), bem como a da nitrosodimetilamina-desmetilase (NDMA-d) ¢ a da
cumarina 7-hidroxilase (COH), também ndo apresentaram alteracdes, ou foram
alteradas apenas de forma discreta, nos animais infectados. Nos camundongos mortos

15 dias apds a infec¢do, machos e fémeas, das duas linhagens, nenhuma alteracio foi
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observada em relagdo aos seus respectivos controles ndo infectados. Mais tarde, 30 dias
apos a infecdo, discretas diferengas entre infectados e ndo infectados foram notadas em
alguns casos. De modo geral, as atividades de CYPIA estavam discretamente
aumentadas nos infectados, machos e fémeas, Swiss Webster, e diminuidas nas fémeas
DBA/2. A atividade de BROD estava aumentada somente nas fémeas Swiss Webster,
enquanto a atividade de NDMA-d estava aumentada nos machos Swiss Webster e
diminuida nos machos DBA/2. A atividade de COH ndo estava alterada em nenhum dos
grupos de camundongos infectados.

Em sintese, os nossos resultados mostraram que no tecido hepatico de
camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, em periodos que precedem o aparecimento de
lesdes granulomatosas decorrentes da infec¢do esquistossomotica (15 e 30 dias pos-
infec¢d0), ocorrem poucas alteragdes das atividades de isoenzimas das subfamilias
CYPIA, 2A, 2B ¢ 2E. Estas altera¢des, quando presentes, ocorrem de forma bastante
discreta e em ambas as direcdes (aumento e diminui¢do), dependendo do sexo e da

linhagem dos animais estudados.

5.3.3 — Influéncia do sexo, idade e linhagem dos camundongos utilizados neste

estudo sobre as atividades de CYPs

Nos camundongos nao infectados observamos uma clara diferenga entre sexos
quanto aos niveis totais de citocromo P450, exibindo os machos, das duas linhagens e
das duas idades (25 e 40 dias de vida), concentragdes mais elevadas do que as fémeas.
Estes resultados contrastam com os que foram anteriormente relatados por lersel et al.,
(1994). Estes autores examinaram um grande nimero de linhagens de camundongos e,
na maioria dos casos, nao encontraram diferengas relacionadas ao género quanto aos
niveis totais de CYP em microssomos hepaticos. Iersel et al., (1994) notaram casos de
dimorfismo sexual quanto aos niveis de CYP somente em duas linhagens: 129 (fémea >
macho) e A/J (macho > fémea). Vale ressaltar, entretanto, que estes autores utilizaram
camundongos adultos em seus estudos.

E conhecido que ratos adultos exibem, de um modo geral, um pronunciado
dimorfismo sexual quanto ao metabolismo de xenobioticos dependente de CYPs, sendo
as atividades enzimaticas, geralmente, 3 a 5 vezes maiores nos machos do que nas
fémeas (Kato, 1974). Nas diferentes linhagens de camundongos, entretanto, este

dimorfismo aparece de forma mais discreta e no sentido inverso (fémeas > machos),
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sendo, na maioria das vezes, as atividades de CYPs apenas 40 a 100% maiores nas
fémeas do que nos machos (MacLeod et al., 1987).

A expressdao de citocromo P450 pode ser influenciada por fatores enddcrinos
como hormoénio de crescimento, hormonios sexuais e glicocorticdides (Jarukamjorn et
al., 2001; Nemoto & Sakurai, 1995). Sharma et al., (1998) sugerem que as diferengas
entre géneros no metabolismo de firmacos em ratos e camundongos, e provavelmente
também em outras espécies, sejam reguladas pelo hormoénio de crescimento. De fato, a
acdo regulatéria deste hormonio no aparecimento de diferengas entre sexos quanto a
atividade de isoformas de CYPs, como CYP2CI1 e CYP2C12, tem sido bem
documentada (Zhang et al., 2002).

Neste trabalho, observamos poucos casos consistentes de dimorfismo sexual. As
atividades de BROD nao foram diferentes entre camundongos machos e fémeas, com
25 e 40 dias de vida, em ambas as linhagens. De uma forma geral, os machos Swiss
Webster apresentaram atividades de EROD, MROD e PROD maiores do que as fémeas.
As fémeas DBA/2 apresentaram atividades de EROD e MROD maiores do que as
observadas nos machos desta linhagem, principalmente nos grupos mortos aos 40 dias
de vida. As atividades de NDMA-d foram maiores nos machos mortos aos 40 dias de
vida do que nas fémeas com a mesma idade, em ambas as linhagens.

A expressdo constitutiva de isoformas de subfamilia CYP2B hepatico, ¢
sexualmente dimorfica, sendo maior nos machos do que nas fémeas em ratos, ¢ maior
nas fémeas do que em machos em camundongos (Jarukamjorn et al., 2002; Jarukamjorn
et al., 2001; Nemoto & Sakurai, 1995). Este dimorfismo sexual em relagdo a CYP2B de
ratos € caracterizado por padrdes pituitarios temporais de secre¢cdo de hormonio de
crescimento: um caracteristico pulso plasmatico intermitente nos ratos machos adultos,
e a presenga continua no plasma de ratas fémeas adultas (Dannan et al., 1986; Pampori
& Shapiro, 1999). Em camundongos, ao contrario do que ocorre em ratos, a secre¢ao de
hormonio de crescimento ¢ pulsatil, tanto em machos como em fémeas. Estes periodos
de baixo ou nenhum hormoénio de crescimento no plasma podem constituir um
importante determinante do padrdo macho-especifico da expressio de CYP2B
(Jarukamjorn et al., 2002). Zhang et al., (2002) demonstraram ainda que ratos com
deficiéncia de hormonio de crescimento exibiram maior inducibilidade de CYP2E1.

O padrao de secrecdo de hormodnio de crescimento, todavia, ndo pode explicar
completamente as diferencas sexo-dependentes nos niveis de expressao de diferentes

isoenzimas CYP. Nemoto & Sakurai (1995) mostraram que hormoénios femininos foram
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indutores potentes de CYP2B9/10. Ja a testosterona reduziu profundamente a expressao
de CYP2BY9/10 no figado de fémeas, sugerindo que hormonios femininos € masculinos
também participam da modulagao da expressao destas isoformas.

Quanto a atividade de CYP2AS, nossos resultados confirmaram a ja bem
documentada diferenca entre géneros, exibindo as fémeas atividade maior do que os
machos (Negishi et al., 1989; Iersel et al., 1994).

Além de alguns casos de diferengas entre sexos, notamos também variagdes das
atividades de CYPs relacionadas a idade, entre 25 e 40 dias de vida. Observamos que,
de um modo geral, camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas, com 40
dias de vida apresentaram atividades enzimdticas maiores do que os animais com 25
dias de vida. Estes resultados sugerem que as atividades de CYP1A, 2AS5, 2B e 2E1
aumentam a medida em que os individuos vao se aproximando da idade adulta,
confirmando o que j& havia sido demonstrado por outros autores para algumas enzimas
(Nekoto & Sakurai, 1995; Pegran et al., 1995).

Nemoto & Sakurai, (1995) sugerem que algumas isoformas CYP sdo ativadas
transcricionalmente durante diferentes fases do desenvolvimento, como logo apds o
nascimento ou no inicio da puberdade. Estes autores apontam os hormonios enddgenos
como candidatos a ativar ou suprimir a expressdo de CYPs. Em camundongos, por
exemplo, a expressdo constitutiva de CYP2B hepdtico num estagio anterior a puberdade
¢ sexo-independente, com a CYP2B9 — a principal isoforma — exibindo niveis similares
nos dois sexos. A expressao de CYP2B10 comeca a ser notada a partir da 5* semana e
continua ao longo da puberdade em ambos os sexos. Por volta da 7* semana, CYP2B10
estd sutilmente reduzida nos machos e bastante diminuida nas fémeas, enquanto no
mesmo periodo, CYP2B9 decresce nitidamente nos machos, mas ndo nas fémeas.
Assim sendo, a razdo CYP2B9/CYP2B10 muda notoriamente durante a maturagao
sexual devido a marcada redugdo de CYP2B9 nos machos apds a puberdade
(Jarukamjorn et al., 2002). Pegran et al., (1995) demonstraram que a indu¢ao de EROD
(CYP1A1) nao difere entre camundongos C57BL/6N machos jovens (10 semanas) e
velhos (28 meses). Em contraste, a inducdo de ACOH “Acetanilide-4-hydroxylase”
(CYP1A2) foi maior nos animais mais velhos do que nos jovens.

Diferencas entre as linhagens quanto as atividades de EROD, MROD, BROD,
PROD e NDMA-d também foram registradas neste estudo. Nossos resultados
demonstraram que em relagdo as monooxigenases avaliadas, com excecdo da NDMA-d,

os camundongos DBA/2 apresentaram atividades maiores do que os Swiss Webster. Em
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relacdo a atividade de COH, ¢ bem documentado que, entre as linhagens de
camundongos, a linhagem isogénica DBA/2 ¢ a que melhor expressa CYP2AS, i.e.,
possui alta atividade de COH (Iersel et al., 1994; Mienpdd et al., 1993). Nao
conseguimos, entretanto, obter na literatura dados sobre a atividade de COH na
linhagem Swiss Webster. Apés a realizagdo dos ensaios de COH com os animais nao
infectados, confirmamos que a linhagem DBA/2 originaria da CECAL-FIOCRUZ
apresenta alta atividade e notamos, por outro lado, que as atividades da cumarina-7-
hidroxilase eram muito baixas nos Swiss Webster.

As diferengas de comportamentos, entre as duas linhagens, quanto as atividades
de cumarina 7-hidroxilase sugerem que, no caso do Swiss Webster, a reacdo de COH
seja, provavelmente, catalisada de forma importante por outras isoformas, ainda que
tenhamos utilizado baixas concentracdes do substrato. A observacdo de Wood &
Taylor (1979) apud Chang & Waxman, (1996) vem apoiar esta interpretacao. Estes
autores relataram que a anilina inibe preferencialmente a atividade de cumarina 7-
hidroxilase em microssomos hepaticos de linhagens com fendtipo de metabolizadores
intensos, enquanto que a ‘“metirapona” inibe preferencialmente a atividade nas
linhagens com fendtipo de metabolizadores pobres. Isto sugere que a 7-hidroxilacao da
cumarina ¢ catalisada por diferentes enzimas nos dois grupos de camundongos, o que ¢
consistente com a diferenca de aproximadamente 10 vezes no K, da 7-hidroxilacdo da
cumarina entre microssomos hepaticos de camundongos C57BL/6J e DBA/2 (Chang &

Waxman, 1996).

5.4 — Alteragcoes da atividade da UDP-glicuronosiltransferase no figado de

camundongos Swiss Webster e DBA/2, 15 e 30 dias ap6s infec¢io com S. mansoni

54.1 — Alteragdes da atividade de UDP-glicuronosiltransferase nos

camundongos infectados com S. mansoni

Neste trabalho notamos que a velocidade de glicuronidagdo do p-nitrofenol em
camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas, ndo sofreu alteragdao 15 e 30
dias apds a infeccdo com 100 cercarias de S. mansoni. Estes resultados sugerem que as
atividades de UDP-glucuronosiltransferase ndo sdo afetadas na fase inicial da

esquistossomose mansonica murina.
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5.4.2 — Influéncia do sexo, idade e linhagem dos camundongos utilizados neste

estudo sobre a atividade de UDP-glicuronosiltransferase

Nao foram observadas, também, diferengas relacionadas ao sexo, as linhagens e
as idades dos animais, sugerindo que a atividade da UGT se comporta de forma bastante
homogénea em camundongos Swiss Webster e DBA/2, machos e fémeas, com 25 e 40
dias de vida.

Estes resultados confirmam relatos encontrados na literatura a respeito de
alteracoes das atividades de UGT ao longo do desenvolvimento do individuo.
Matsumoto et al., (2002) demonstraram em ratos que, apesar das atividades de UDP-
glicuronosiltransferase para glicuronidagdo para xenoestrégenos estarem ausentes em
microssomos hepaticos de fetos, elas aumentam linearmente apds o nascimento e
alcancam o mesmo nivel notado nos adultos a partir do 21° dia de vida pods-natal.
Dannenberg & Zakim, (1992), por outro lado, mostraram que as enzimas responsaveis
pela glicuronidacdo do 4-nitrofenol parecem estar diminuidas em ratos com a idade
muito avangada. Os nossos resultados sdo coerentes, portanto, com o que havia sido
relatado para ratos, indicando que nos camundongos das duas linhagens estudadas
também ndo parece haver varia¢do da atividade de UGT entre 25 e 40 dias de vida.

Diferencgas entre os sexos quanto a UGT, tais como niveis de glicuronidag¢ao do
4-nitrofenol maiores nos machos do que nas fémeas, ¢ o oposto no caso da
glicuronidacao de estrogenos, tém sido relatadas (Guéraud et al., 1997). Segundo
Guéraud & Paris (1998), apesar de diferengas entre os géneros terem sido descritas para
atividades de UGT em ratos, nenhum estudo foi realizado recentemente abordando a
influéncia de hormonios sexuais sobre este dimorfismo.

Segundo Guéraud et al., (2003), a UGT parece ser modulada pelo estado
hormonal, particularmente pelo hormdnio de crescimento. Em ratos, o padrdao de
secrecdo do hormonio de crescimento parece influenciar a regulagdo de muitas enzimas
citocromo P450 e de glutationa S-transferases, assim como a composi¢do de acidos
graxos do microssomo (Guéraud et al., 1997; Waxman, 1992; Staffas et al., 1992).
Guéraud et al., (1997) mostraram, também, que o hormdnio de crescimento pode
modificar de forma diferenciada a quantidade de varias UGTs presentes no figado de
ratos, particularmente a UGT 1A1, que esta envolvida na conjugagdo da bilirrubina.

Embora a regulacdo de UGTSs por hormdnios tenha sido menos estudada do que

a inducdo por xenobioticos, alguns autores tém evidenciado que hormonios tireoideanos
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regulam as vdarias isoenzimas de forma diferente, aumentando a conjugagdo com 4-
nitrofenol e diminuindo a glicuronidacao da bilirrubina e da testosterona (Guéraud et al.,

1997).

5.5 — Confronto dos resultados deste trabalho com os de outros estudos sobre
alteracoes da biotransformacio de xenobidticos em processos inflamatdrios e

infecciosos

Como mencionado anteriormente, tem sido descrito que, tanto em seres
humanos como em animais de laboratdrio, infec¢des virais, bacterianas e parasitarias, e
processos inflamatorios de varios tipos, alteram o metabolismo de farmacos e as
atividades e niveis de expressdo de diversas enzimas de biotransformacdo de
xenobioticos (Renton, 2000; Morgan, 1997). De um modo geral, tem sido constatado
que processos infecciosos e inflamatérios deprimem o metabolismo, aumentando a
meia vida biologica (T1/2) e, eventualmente, a toxicidade de farmacos (Renton, 2000).
Os mecanismos subjacentes a esta depressao apds a ativacdo dos sistemas de defesa do
hospedeiro, entretanto, ainda nao sdo bem conhecidos. A literatura sobre o assunto ¢
vasta, mas esparsa, dispersando-se por inimeros agentes infecciosos ou inflamatdrios e
diferentes momentos de evolugdo da doenga / inflamagao.

Em muitos casos, as atividades de isoformas de CYP estdo diminuidas, mas
algumas nado sao afetadas, ou estdo induzidas em condi¢des de infec¢do e inflamacao,
tanto no figado, como em tecidos extra-hepaticos (Morgan, 2000). A CYP2EI1, por
exemplo, estd induzida em astrocitos durante a inflamagdo no cérebro, enquanto a
CYP1ALI esta deprimida (Tindberg et al., 1996).

Neste estudo mostramos que, 15 dias apos a infecgdo de camundongos com 100
cercarias de S. mansoni, nao ocorreram alteragdes da concentragao total de CYPs ou da
atividade de CYP1A, 2A, 2B e 2E, bem como da UGT. Observamos também, que 30
dias apds a infec¢do, ndo houve modificacdes das concentragdes totais de CYPs, mas
foram notadas alteragdes das atividades de algumas isoenzimas CYP, alteracdes estas
que ocorreram de forma discreta e em ambas as dire¢cdes (aumento e diminui¢do),
dependendo do sexo e da linhagem do animal. Neste trabalho constatamos ainda que as
atividades de CYP1A estavam aumentadas nos Swiss Webster, de ambos 0s sexos, €
diminuidas nos DBA/2. A atividade de BROD (CYP2B) estava aumentada nas duas

linhagens. No entanto, a atividade de PROD, considerada também um marcador de
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CYP2B, bem como a atividade de COH (CYP2A5) ndo sofreram alteracdes. A atividade
da NDMA-d (CYP2EI) foi aumentada pela infeccdo somente nos camundongos Swiss
Webster machos (tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Alteragoes das atividades de enzimas citocromo P450 na fracdo
microssomal hepatica de camundongos Swiss Webster ¢ DBA/2, machos e fémeas,
infectados com 100 cercarias de S. mansoni, 30 dias apés a infecgdo.

Atividade Swiss Webster DBA/2
EROD ( ea)>60% (o) < 40%
MROD ( ea)>30% (o) < 50%
BROD (00) > 40% na
NDMA-d ()>26% (o) < 10%

Os valores representam a porcentagem de aumento (>) ou diminuigdo (<) — em relagdo
aos respectivos controles ndo infectados (=100%) - das atividades de EROD
(etoxiresorufina-O-desetilase), MROD  (metoxiresorufina-O-desmetilase), = BROD
(benziloxiresorufina-O-desbenzilase) ¢ NDMA-d (nitrosodimetilamina desmetilase). N =
6 pools de figados de 3 animais. na = ndo alterado.

Estes resultados contrastam com a consistente clevacdo das atividades de
enzimas de biotransformagdo na fase inicial da esquistossomose murina descrita por

Sheweita e colaboradores em uma série de trabalhos (tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Alteragoes dos niveis totais e das atividades de enzimas citocromo P450 e
da atividade da glutationa-S-transferase em figado de camundongos Balb/C, machos,
infectados com 120 cercérias de S. mansoni, 33 dias ap6s a infec¢do.

Reacao Alteracao
CYPs totais > 48%
EROD >63%
AHH > 65%
PROD > 44%
GST >50%

Os valores representam a porcentagem de aumento dos niveis totais de CYPs e das
atividades de EROD (etoxiresorufina-O-desetilase), AHH (“aryl hydrocarbon
hydroxylase’”), PROD (pentoxiresorufina-O-desbenzilase) e GST (glutaiona-S-
transferase). N = figados de 5 animais por grupo.

Sheweita et al., (1998) relataram que, em camundongos da linhagem Balb/c, o
conteudo total de CYPs e a atividade da AHH “Aryl Hydrocarbon Hydroxylase”
estavam aumentados na fracdo microssomal hepatica 33 dias apos a infec¢do com S.

mansoni. Como verificamos em trabalhos anteriores,(Fidalgo-Neto et al., 2004), e tem
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sido notado por outros autores (Lenzi et al., 1987), nesta fase da esquistossomose
mansonica murina (33 dias) os vermes ainda ndo alcangaram a plena maturidade sexual
— i.e., a oviposicao esta apenas iniciando — e sdo raros os ovos depositados no figado e,
consequentemente, os processos inflamatorios granulomatosos. Este aumento
generalizado de CYPs na fase inicial da esquistossomose mansonica murina (33 dias)
descrito por Sheweita et al., (1998) parece destoar do que tem sido observado em véarios
outros modelos experimentais de parasitoses e infecc¢des (Biro et al., 1994; Galtier et
al., 1983; Azri & Renton, 1991).

Sheweita et al., (2001) também observaram aumento das atividades de
etoxicumarina-O-desetilase, etoxiresorufina-O-desetilase, dimetilnitrosamina  N-
desmetilase, AHH “Aryl Hidrocarbon Hydroxylase”, pentoxiresorufina-O-despentilase
e da glutationa S-transferase em fragmentos de bexiga urindria de pacientes infectados
pelo Schistosoma haematobium. Na esquistossomose causada pelo S. haematobium,
que ¢ endémica no Egito e em outros paises da Africa, os ovos depositam-se na bexiga,
formando-se em torno dos mesmos uma rea¢do inflamatoria. Como a associa¢do de
esquistossomose urinaria e cancer de bexiga em seres humanos parece ser bem
estabelecida, os dados de Sheweita et al., (2001) sugerem que o aumento da atividade
de isoenzimas (e.g. CYP1Al, 2EI) envolvidas na ativacdo de carcindgenos quimicos
poderia ter um importante papel neste sentido. Existem, de fato, evidéncias sobre a
participagdo da infec¢do esquistossomoética no desenvolvimento de cancer de bexiga
(Mostafa et al., 1999; Bedwani et al., 1998; El-Garem, 1998). As evidéncias sobre uma
possivel relagdo causal entre esquistossomose mansdnica e cancer de figado, no entanto,
sdo limitadas.

Viérios estudos experimentais tém demonstrado uma estreita relagdo entre a
evolucdo dos processos infecciosos e inflamatorios, e alteragdes de expressdo e
atividade de enzimas de biotransformac¢do. Neste sentido, Chomarat et al., (1997)
encontraram um aumento das atividades de CYPIA2 e 2A5 em camundongos
infectados com Helicobacter hepaticus. Este aumento estava relacionado ao avango da
doenca. A influéncia do tempo de evolugdo de doencas infecciosas na intensidade das
alteracdes de enzimas de biotransformacdo, no entanto, j4 havia sido relatada
anteriormente por Galtier et al., (1983) em ratos infectados com Fasciola hepatica.
Galtier et al., (1983) verificaram, em ratos, que o conteudo total de CYPs, bem como as
atividades de anilina hidroxilase e aminopirona desmetilase estavam profundamente

deprimidas, 4 semanas ap0s a infec¢do. Esta depressdo comecava a regredir entre 6 e 8
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semanas e, 12-14 semanas ap6s a infec¢do, os niveis de CYPs totais e as atividades
enzimaticas tornavam-se comparaveis aquelas observadas em ratos nao infectados.

Ebeid et al., (2000) demonstraram que ocorre uma diminui¢cdo na concentragao
de proteinas totais, bem como de CYPs totais, na fracdo microssomal hepatica de
camundongos infectados com S. mansoni. Estes resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados por Sheweita et al., (1998), Habib et al., (1996) e Sheweita & Mostafa
(1995). No entanto, esta diminui¢do na concentragdo de proteinas totais e CYPs totais
na fracdo microssomal hepatica foi observada a partir de 6-7 semanas apds a infecgao,
quando os vermes estdo sexualmente amadurecidos e comegam a por ovos. Em
contraste com estes resultados, foi observado um aumento no contetido total e das
atividades de citocromos P450, em camundongos infectados com S. mansoni, durante o
estagio inicial da doenca (Sheweita & Mostafa, 1995; El-Mouelhi et al., 1987).

Awney et al., (2001) verificaram que, em camundongos machos Balb/c adultos
infectados com diferentes cargas parasitarias de S. mansoni (60 — 600 cercérias / animal)
e sacrificados 33 dias apds a infec¢do, ocorreu um aumento da mutagenicidade do
benzo(a)pireno e da atividade da AHH “Aryl Hydrocarbon Hydroxilase”. Sheweita et
al., (1998) observaram também um aumento da atividade da AHH “Aryl Hydrocarbon
Hydroxylase” e da glutationa S-transferase em camundongos machos Balb/c adultos 33
dias apds a infecgdo com diferentes cargas parasitarias de S. mansoni (60 — 600
cercarias / animal). E importante notar, no entanto, que estes aumentos nio chegaram a
dobrar os valores das atividades registrados nos controles ndo infectados.

O aumento da expressdo e da atividade de enzimas de biotransformagdo, em
conseqiiéncia de infecc¢des / inflamagdo, ¢ bem menos freqlientemente relatado do que a
depressdao destas enzimas. Tem sido amplamente demonstrado que, em diferentes
espécies, a infeccdo com parasitas leva a um declinio da biotransformacdo. Entre as
helmintoses, um dos exemplos mais comuns, ¢ o da depressdo do metabolismo de
xenobiodticos pela infeccdo com Fasciola hepatica (Biro et al., 1994; Galtier et al.,
1983).

Foi descrito que a N-desmetilagdo da monometilaminopirona, a oxida¢ao do
hexobarbital, a hidroxilagdo da anilina e a hidrélise do parooxon estdo inibidas em
camundongos infectados com S. mansoni (Ghazal et al., 1974). Uma acentuada redugdo
da atividade de monooxigenases hepaticas em camundongos infectados
experimentalmente com S. mansoni também foi relatada por Cha & Bueding (1978) e

Cha & Edwards (1976). Neste mesmo sentido, Coelho et al., (1977) demonstraram que
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camundongos da linhagem Swiss Webster infectados com S. mansoni, em que foram
recuperados quatro ou mais vermes do sexo feminino, exibiam um notavel aumento do
tempo de sono apods a administracdo de pentobarbital.

Cha et al., (1980), por outro lado, verificaram que a atividade de enzimas
microssomais ndo estava diminuida quando a infec¢do era unissexual (animais
infectados apenas com parasitos machos ou fémeas) e ndo havia, portanto, oviposi¢ao.
Estes mesmos autores constataram também que, em camundongos atimicos (“athymic
nude mice), ndo ocorria depressdo das enzimas microssomais, sugerindo que esta
inibicdo seria uma conseqiliéncia do processo inflamatorio (granuloma) em torno dos
OVOS.

Uma hipdtese levantada por alguns autores para explicar a diminui¢do do
conteudo total e das atividades de CYPs, apds a deposi¢ao de ovos no figado, ¢ a
desnatura¢dao de CYPs transformados em sua forma inativa CYP422 (Habib et al., 1996;
Sheweita & Mostafa, 1995). A desnaturacdo tem sido interpretada como conseqiiéncia
de diferentes reacdes patoldgicas que se seguem a deposi¢cdo de ovos no tecido hepatico,
incluindo a forma¢ao de granulomas e reagdes fibrinogénicas (Badawi & Mostafa,
1993). A necrose celular e a degeneracdao das organelas, incluindo o reticulo
endoplasmatico, também poderiam resultar na diminui¢do do contetido microssomal de
CYPs (Ebeid et al., 2000).

E possivel, também, que a diminui¢io das atividades de enzimas citocromo P450
na inflamagdo, a curto ¢ a longo prazos, ocorra através de diferentes mecanismos,
podendo envolver a participacdo de alguns hormonios (Morgan, 1997). De fato,
estimulos inflamatoérios causam estresse e envolvem alteragdes nos niveis de muitos
hormdnios, como glicocorticdides, epinefrina, glucagon e hormdnio de crescimento, que
podem estar envolvidos na regulagao de citocromo P450 (Morgan, 2001; Iber et al.,
1999).

Segundo Morgan (1989), a regulacdo de CYP também poderia estar relacionada
a um estimulo da producdo de proteinas de fase aguda. Neste sentido, a supressdao da
expressao de CYPs poderia ser uma conseqiiéncia da necessidade do figado aumentar,
drasticamente, a sintese de proteinas de fase aguda, que desempenham importante papel
no controle da resposta inflamatoria sistémica. Morgan (2001), afirma, no entanto, que
esta interpretacdo ¢ questionavel, porque diferentes enzimas citocromo P450 parecem

ser reguladas através de diferentes mecanismos.
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Como as citocinas sdo os principais mediadores envolvidos na inducdo de
producdo de proteinas de fase aguda durante a inflamagdo, sua participagdo na
regulacdo de enzimas citocromo P450 também tem sido investigada (Morgan, 2001).
Tem sido demonstrado que a administracdo de citocinas e interferons altera, em geral
diminuindo, a atividade de diferentes isoformas citocromo P450 (Morgan, 2001;
Renton, 2000). As citocinas, assim como os interferons, regulam a expressdo de
proteinas de fase aguda e da 6xido nitrico sintase induzivel. Entretanto, os mecanismos
de regulacao de CYPs por citocinas e interferons ainda sdo pouco conhecidos (Morgan
et al., 2002).

Como ja foi mencionado anteriormente, citocinas induzem a o6xido nitrico
sintase nos hepatocitos, resultando em um aumento expressivo da producdo de 6xido
nitrico no figado. O 6xido nitrico pode se ligar as enzimas CYP, causando sua inibi¢ao
reversivel ou irreversivel (Morgan et al., 2002). A reagao do 6xido nitrico com a anion
peroxidase, pode produzir peroxinitrito, resultando na oxidagdo das proteinas e reagdes
de nitragdo de um residuo especifico de tirosina, além de reduzir os niveis de glutationa
reduzida, tornando a célula mais suscetivel ao estresse oxidativo. Desta forma, a
reducdo de CYPs seria um mecanismo de protecao da célula contra os efeitos deletérios
de espécies oxidativas (Morgan et al., 2002; Morgan, 2001; Iber et al., 1999).

Além disso, a down-regulation de CYPs durante a resposta inflamatdria poderia
estar relacionada ao seu papel na formag¢dao de metabdlitos biologicamente ativos do
acido araquidonico, que possuem propriedades antiinflamatérias. Neste sentido, a
diminui¢do de CYPs na inflamag¢ao preveniria a inibi¢do da resposta inflamatoria, que é
em ultima andlise, um mecanismo de defesa do organismo (Morgan, 2001). E
importante salientar que, em alguns modelos experimentais, a infeccdo / inflamacao,
pode ter levado a reducao da ingestdo de alimentos (hipofagia), o que pode ter
contribuido também para a alteragdo da expressdo de algumas isoenzimas citocromo
P450 (Morgan, 2001).

Neste trabalho investigamos as alteragdes de CYPs que ocorrem no figado de
camundongos infectados com S. mansoni, antes do aparecimento das reagdes
inflamatorias produzidas em torno dos ovos do parasito retidos no tecido hepatico.
Escolhemos portanto um momento inicial da evolucdo da esquistossomose murina (15 e
30 dias pés-infecgdo), em que ndo sdo observadas lesdes granulomatosas no tecido
hepatico, nem hé a intensa fibrose hepatica, notada em fases mais avancadas da doenga

(e.g. 90 dias pods- infecgdo).
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A andlise da atividade de algumas isoenzimas CYP em fases mais avancadas da
doenca (55 e 90 dias pds-infec¢dao) tem mostrado que, de modo geral, estas atividades
estdo deprimidas nas fases intermediaria e tardia da esquistossomose mansonica. De
acordo com os dados de Sheweita et al, (1998), estas alteragdes de enzimas
microssomais hepaticas seguiriam, ao longo do tempo, um curso bifasico, com a
inducdo — antes da formacao dos granulomas — precedendo a inibi¢cdo que ocorre apos o
aparecimento das reacdes inflamatdrias ao redor dos ovos. Os nossos resultados, no
entanto, indicam que o sentido destas alteracdes € monotdnico ocorrendo apenas a
inibicdo apos o aparecimento dos granulomas.

Sendo assim, nossos resultados ndo confirmam a pronunciada elevacdo das
atividades de enzimas microssomais na fase inicial da esquistossomose mansonica
murina, descrita por Sheweita e colaboradores em diversos trabalhos. Este aumento,
quase que generalizado de enzimas de biotransformagdo na fase inicial da
esquistossomose, contrasta com o que tem sido observado em outros modelos de
infeccdo / inflamagdo, ndo tendo Sheweita e colaboradores tentado explicar os
mecanismos subjacentes a esta alteracao.

Vale ressaltar que os trabalhos destes pesquisadores envolveram camundongos
machos Balb/c, infectados na idade adulta, com carga parasitaria varidvel. Nao
acreditamos, entretanto, que a carga parasitaria seja responsavel pela diferenca entre os
nossos resultados e aqueles descritos por Sheweita e colaboradores, uma vez que eles
observaram aumento das atividades de diferentes enzimas microssomais, inclusive em
camundongos infectados com apenas 60 cercarias de S. mansoni. Outra diferenga foi a
linhagem de camundongos (BALB/c) empregada por Sheweita e colaboradores. Embora
seja pouco provavel, a hipotese de que BALB/c se comporte de forma diferente das
duas linhagens que usamos (Swiss Webster ¢ DBA/2), ndao pode ser inteiramente
descartada. A idade dos animais na época da infec¢do, 10 dias no nosso experimento, e
adultos, no caso de Sheweita e colaboradores, poderia, eventualmente, explicar a
discrepancia de resultados.

Desta forma, em estudos subseqiientes, pretendemos avaliar as alteragdes das
enzimas microssomais na fase inicial da esquistossomose (15 e 30 dias ap6s a infeccdo),
em camundongos infectados na idade adulta. Exceto pela possivel relevancia dos fatores
idade e linhagem, ndo temos outra hipdtese para explicar a discrepancia entre 0s nossos

resultados e o que foi relatado por Sheweita e colaboradores, apontando uma consistente
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elevacdo das atividades de isoformas CYP450s hepaticas na fase inicial (pré-granuloma)

da esquistossomose mansdnica murina.
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6 — CONCLUSOES

A esquistossomose mansdnica murina, na fase inicial da evolugdo da doenca, (15 ¢
30 dias apds a infecdo), quando ainda nao sdo observados granulomas no tecido
hepatico, ndo alterou o contetdo total de CYPs na fracdo microssomal hepatica de

camundongos Swiss Webster e DBA/2 machos e fémeas.

As atividades das enzimas de fase I e II de biotransformacdo de xenobidticos
analisadas neste estudo, 15 dias apds a infecdo com S. mansoni, ndo estao alteradas

nos camundongos Swiss Webster e DBA/2.

30 dias ap6s a infecg¢do, a atividade de etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e
metoxiresorufina-O-desmetilase (MROD) esta discretamente aumentada em Swiss

Webster e diminuida em DBA/2 de ambos 0s sexos.

A infec¢do com S. mansoni aumentou, 30 dias apos a infegdo, as atividades de
benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) em Swiss Webster fémeas e de
nitrosodimetilamina-desmetilase (NDMA-d) em Swiss Webster machos, e diminuiu

esta ultima atividade em DBA/2 machos.

Camundongos Swiss Webster e DBA/2, dos dois sexos, ndo apresentaram alteracoes
das atividades de pentoxiresorufina-O-despentilase (PROD), de cumarina 7-
hidroxilase (COH) ou UDP-glicuronosiltransferase (UGT) na fase inicial da

esquistossomose mansonica.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que, na fase inicial da
esquistossomose mansdnica murina, quando ainda ndo sdo observadas lesdes
granulomatosas no tecido hepatico, ndo ocorre alteracdo do contetido total de
citocromo P450, bem como da atividade de CYP2AS5 e UGT. Os resultados também
mostram que as atividades de CYP1A1/2, 2B9/10 e 2El apresentam alteragdes
discretas, distintas e em ambas as diregdes, que dependem do sexo e da linhagem

dos animais.
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Em sintese, as alteracdes na expressdo e atividade de enzimas microssomais
hepaticas de biotransformagdo que ocorrem na fase inicial da esquistossomose

mansdnica murina ndo sdo generalizaveis.
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8 - ANEXO

8.1 - Solugdes, Padroes, Substratos, Sistema Regenerador de NADPH e outras

Substancias utilizadas neste estudo
8.1.1 - Solugdes
Solugoes utilizadas na preparagdo da fra¢do microssomal:

- Soluc¢ao de Sacarose 250 mM
Sacarose 214¢
Agua destilada gsp 250 ml

Obs: Preparar no dia de uso e manter no banho de gelo durante o ensaio.

- Solugdo Tris-HCl 100 mM com KCI 150 mM pH 7,4
Preparar Tris 1 M:
Tris 12,1 ¢g
Agua Destilada gsp 100 ml

Preparar HC1 10 N:
HCI 85 ml

Agua destilada gsp 100 ml

Adicionar 10 ml de agua destilada a proveta de 100 ml. Acrescentar 85 ml de

HCI em capela quimica e completar para 100 ml com agua destilada.

Imediatamente antes do uso, diluir a solugdo Tris 1 M 1:10 em 4gua destilada
(25:250) e acrescentar 2,9 g de KCl (para 250 ml de solugdo). Solubilizar e, em seguida,

ajustar o pH para 7,4 com HCI1 10 N. Manter no banho de gelo durante o ensaio.

- Solucao Tampao Fosfato de Potédssio Dibasico (K;HPO4) 100 mM com 20% v/v de
glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4

Preparar Solugdo Tampao K;HPO4 1 M:
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KzHP 04 52,25 g
Agua destilada gsp 300 ml
Obs: Manter a 4°C.

Preparar Solugdo Tampao KH,PO4 1 M:
KH,PO4 2041 ¢g
Agua destilada gsp 150 ml
Obs: Manter a 4°C.

Preparar Solu¢do de EDTA 100 mM:
EDTA 0,58 g
Agua destilada gsp 20 ml
Obs: Manter a 4°C.

Solucdo A
Solugdo Tampao K,HPO4 1 M 10 ml
Glicerol 20 ml
Solu¢ao EDTA 100 mM 1000 pl
Agua destilada gsp 100 ml
Solucao B
Solucao Tampao KH,PO4 1 M 5 ml
Glicerol 10 ml
Solu¢ao EDTA 100 mM 500 ul
Agua destilada gsp 50 ml

Ajustar o pH da solucdo A para 7,4 com a solugdo B

Obs: Preparar no dia de uso e manter no banho de gelo durante o ensaio.

Solugoes utilizadas na determinagdo da concentragdo de proteinas da frag¢do

microssomal

Preparar Solugdo Tampao KH,PO4 1 M:
KH,PO4 20,41 g

102



Agua destilada gsp
Obs: Manter a 4°C.

Preparar solucdo de KOH 10%:
KOH
Agua destilada gsp

- Solu¢ao Tampao KH,PO4 50 mM / NaCl 150 mM pH 7,2

KH,PO4
NaCl
Agua destilada gsp

Ajustar o pH para 7,2 com KOH 10 % p/v.

Obs: Preparar no dia de uso.

Solugoes utilizadas na quantifica¢do de citocromos P450 totais

- Solugao Tampao K,HPO4 100 mM com 20% v/v de glicerol pH 7,4

Preparar Solucdo Tampao K,HPO,4 1 M:
K,HPO4
Agua destilada gsp
Obs: Manter a 4°C.

Preparar Solu¢do Tampao KH,PO4 1 M:
KH,PO4
Agua destilada gsp
Obs: Manter a 4°C.

Solucao A
Solucao Tampao K,HPO4 1 M

Glicerol

150 ml

10g
100 ml

0,680 g
0,876 g
100 ml

52,25¢
300 ml

2041 g
150 ml

S ml
10 ml
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Agua destilada gsp 50 ml

Solucao B
Solug¢dao Tampao KH,PO4 1 M 2,5ml
Glicerol 5ml
Agua destilada gsp 25 ml

Ajustar o pH da solug@o A para 7,4 com a solucgao B.

Obs: Preparar no dia de uso e manter no banho de gelo durante o ensaio.

Solucoes utilizadas nas atividades enzimaticas

Atividade das alcoxiresorufina-O-desalquilases

- Solucao K,;HPO4 100 mM pH 7,8

Preparar Solucdo Tampao K,HPO,4 1 M:
K,;HPO,4 5225¢
Agua destilada gsp 300 ml
Obs: Manter a 4°C.

Preparar Solu¢do Tampao KH,PO4 1 M:
KH,PO4 20,41 g
Agua destilada gsp 150 ml
Obs: Manter a 4°C.

Solucdo A
Solug¢ao Tampao K,;HPO4 1 M 25 ml

Agua destilada gsp 250 ml

Obs.: Manter a 4 °C
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Solucdo B
Solu¢do Tampao KH,PO4 1 M 10 ml

Agua destilada gsp 100 ml

Obs.: Manter a 4 °C.

No momento de uso, ajustar o pH da solu¢do A com a solugdo B para 7,8.

Atividade da Cumarina 7-hidroxilase

- Solugdo tampao com Glicina 0,5 M /NaOH 0,01 N pH 10,5

Glicina 10,134 g
NaOH 0,108 g
Agua destilada gsp 270 ml

Ajustar o pH para 10,5 com KOH 10 % p/v.

Obs: Preparar no dia de uso.

- KOH 10% p/v
KOH 10g
Agua destilada gsp 100 ml

- Solugdo tampao Tris-HCI 500 mM pH 7,4
Preparar Tris 1 M:
Tris 30,285 g

Agua destilada gsp 250 ml

Obs.: Manter a 4 °C.

No momento de uso, diluir Tris 1 M 1 : 2 e ajustar o pH para 7,4 com HCI 10

- HCI2N
HCl 17ml
Agua destilada gsp 100 ml
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Adicionar 50 ml de agua destilada a proveta de 100 ml. Acrescentar 17 ml de

HCI em capela quimica e completar para 100 ml com agua destilada.

- HCIION
HCI 85 ml
Agua destilada gsp 100 ml

Adicionar 10 ml de agua destilada a proveta de 100 ml. Acrescentar 85 ml de

HCI em capela quimica e completar para 100 ml com agua destilada.

Atividade da Nitrosodimetilamina-desmetilase

- Solugdo tampao Tris-HCI 500 mM pH 7,4

Preparar Tris 1 M:
Tris 30,285 g
Agua destilada gsp 250 ml

Obs.: Manter a 4 °C.
No momento de uso, diluir Tris 1 M 1 : 2 e ajustar o pH para 7,4 com HCI 10

- HCIION
HCl 85 ml
Agua destilada gsp 100 ml

Adicionar 10 ml de 4dgua destilada a proveta de 100 ml. Acrescentar 85 ml de

HCI em capela quimica e completar para 100 ml com agua destilada.

- Solugao de ZnSO4 25%
ZNSO, 125¢
Agua destilada gsp 50 ml
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Obs. Manter a 4 °C.

- Solugdao de KCI3 M
KCl 11,18 g
Agua destilada gsp 50 ml

- Solucao de Ba(OH), saturada
Ferver 4dgua destilada para remover o CO, dissolvido e acrescentar Ba(OH),
solido em excesso. Ferver a mistura por alguns minutos e, apos esfriar, filtrar e estocar

em recipiente bem fechado.

- Reagente de Nash (Acetato de aménio 2 M, Acido acético 0,05 M e Acetilacetona
0,02 M)

Acetato de amonio 9,6 g
Acido acético 192 ul
Acetilacetona 128 pl
Agua destilada gsp 64 ml

Obs. Preparar imediatamente antes do uso.
Atividade da UDP-Glicuronosiltransferase
- Solugao tampao Tris-HCI 1 M pH 7,4
Tris 30,285 ¢
Agua destilada gsp 250 ml
Ajustar o pH para 7,4 com HC1 10 N.
- HCI10N

HCI 85 ml
Agua destilada gsp 100 ml
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Adicionar 10 ml de 4gua destilada a proveta de 100 ml. Acrescentar 85 ml de

HCI em capela quimica e completar para 100 ml com agua destilada.

Triton X-100 0,25% (p/v)

Triton X-100 0,025 g
Agua destilada gsp 10 ml
Pesar 0,025 g de Triton X-100 em proveta de 10 ml e completar para 10 ml

com agua destilada.

MgCl, 50 mM

MgCl, 0,051 g
Agua destilada gsp Sml

Obs. Manter a 4 °C.

Acido Tricloroacético 5% (p/v)

Acido tricloroacético 5¢g

Agua destilada gsp 100 ml
Solucdao de NaOH 2 M

NaOH 4g

Agua destilada gsp 50 ml

8.1.2 - Padroes

Solugdo de Albumina Sérica Bovina 1,40 mg / ml

BSA 1,98 mg
Solugao tampao KH,PO4 50 mM / NaCl 150 mM pH 7,2 1,4 ml

Obs: Manter a 4 °C pelo periodo de 60 dias ou a - 20°C distribuido em aliquotas.

Solugdo de Resorufina 1 uM
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Preparar solucdo de resorufina 1 mM:

Resorufina 47 mg

Agua destilada gsp 200 ml
Preparar solugdo de resorufina 1 uM:

Solugdo de resorufina 1 mM 100 ul

Tampao K,HPO,4 100 M pH 7,8 qsp 100 ml

Obs: Preparar em baldo volumétrico aferido, imediatamente antes do uso € manter ao

abrigo da luz.

- Solugdo de umbeliferona 1 uM

Preparar solu¢ao de umbeliferona 1 mM:

Umbeliferona 0,0162 g

Tampao de Glicina 0,5 M/ NaOH 0,01 N pH 10,5 gsp 100 ml

Preparar Solucdo de umbeliferona 1 pM
Solu¢ao de umbeliferona 1 mM 25 ul

Tampao de Glicina 0,5 M /NaOH 0,01 N pH 10,5 gsp 25 ml
Obs: Preparar no momento de uso e ao abrigo da luz.

- Soluc¢ao de formaldeido 0,1 mM

Preparar solucao de formaldeido 0,1M:

Formaldeido 40 pl
Agua destilada gsp 4960 ul
Preparar solugdo de formaldeido 0,1 mM:
Solucao de formaldeido 0,1 M S5ul
4995 ul

Agua destilada gsp
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&.1.3 - Substratos

- Solugdo  de  etoxiresorufina, = metoxiresorufina,  pentoxiresorufina

benziloxiresorufina 1 mM

1) Pesar 3 a 5 mg do substrato

2) Adicionar 2 ml de cloroférmio

3) Distribuir aliquotas de modo a obter 0,5 mmol de substrato por tubo

4) Aguardar a evaporacao do cloroférmio em capela quimica

5) Manter em temperatura ambiente e ao abrigo da luz

6) No momento de uso, adicionar volume de DMSO a cada tubo, de modo a obter

uma solu¢dao 1 mM.

- Solu¢ao de cumarina 1 mM

Preparar solugdo de cumarina 0,1 M em eppendorf de 2 ml:
Cumarina 0,0292 g
Metanol 2 ml
Homogeneizar em vortex

Obs.: Preparar no momento de uso e ao abrigo da luz.

Preparar a solu¢do de cumarina 1 mM em eppendorf de 1,5 ml:
Solu¢do de cumarina 0,1 M 10 pl
Metanol 990 pl
Homogeneizar em vortex

Obs.: Preparar no momento de uso ao abrigo da luz.

- Solug¢iao de Nitrosodimetilamina 80 mM
Nitrosodimetilamina 0,0148 g
Agua destilada 2,5ml

Obs: Preparar em capela quimica ao abrigo da luz.

- Solugao de p-nitrofenol 5 mM
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p-nitrofenol 0,007 g
Agua destilada gsp 10 ml

8.1.4 - Sistema Regenerador de NADPH

Atividade das alcoxiresorufina-O-desalquilases

- Solugao de MgCl, 1 M
MgCl, 1,015 ¢
Agua destilada gsp 5ml

Obs: Manter a 4°C.

- Solugao de Glicose-6-fosfato 5S00mM
Glicose-6-fosfato 03¢g
Solugao Solu¢ao K;HPO4 100 mM pH 7,8 2 ml

Obs: Distribuir aliquotas em tubos tipo eppendorf e manter a - 20°C.

- Solucdo de B-NADP 25 mM
B -NADP 0,037 g
Solu¢do tampao K,HPO4 100 mM pH 7,8 2 ml

Obs: Distribuir aliquotas em tubos tipo eppendorf e manter a - 20°C.
- Solugdo de glicose-6-fosfato desidrogenase 1 U / 10 pl
Glicose-6-fosfato desidrogenase 250U

Solu¢do Tampao K,HPO4 100 mM pH 7,8 2,5ml

Obs.: Distribuir aliquotas em eppendorfs de 1,5 ml e manter a - 20°.
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Nota: O sistema regenerador de NADPH ¢ preparado como uma solug¢do unica. No

momento de uso, as solu¢des de B-NADP 25 mM, glicose-6-fosfato 500 mM e glicose-

6-fosfato desidrogenase 1 U / 10 pl, sdo degeladas em banho de gelo e adicionadas,

juntamente com a solucdo de MgCl, 1 M, a um tubo tipo eppendorf, em volumes

suficientes para atingir na cubeta onde se processa a reacdo enzimatica, as

concentragdes desejadas dos respectivos componentes (B-NADP 0,25 mM, glicose-6-

fosfato 5 mM, glicose-6-fosfato desidrogenase 0,25 U / ml e MgCl, 2,5 mM). O

sistema regenerador de NADPH deve ser mantido no banho de gelo durante todo o

ensaio.

Atividade da cumarina-7-hidroxilase

- Solugao de MgCl, 1 M
MgCl12 1,015 ¢
Agua destilada gsp 5ml

Obs: Manter a 4°C.

- Solugdo de Glicose-6-fosfato 500 mM
Glicose-6-fosfato 03¢g
Solugdo Tris-HC1 500 mM pH 7,4 2 ml

Obs: Distribuir aliquotas em tubos tipo eppendorf e manter a - 20°C.

- Solugado de B-NADP 25 mM
B -NADP 0,037 g
Solugao Tris-HCI1 500 mM pH 7,4 2 ml

Obs: Distribuir aliquotas em tubos tipo eppendorf e manter a - 20°C.
- Solucgdo de glicose-6-fosfato desidrogenase 1 U/ 10 ul

Glicose-6-fosfato desidrogenase 250U
Solug¢dao Tampao K,HPO4 100 mM pH 7,8 2,5ml
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Obs.: Distribuir aliquotas em eppendorfs de 1,5 ml e manter a - 20°.

Nota: O sistema regenerador de NADPH ¢ preparado como uma soluc¢do tnica. No
momento de uso, as solu¢des de B-NADP 25 mM, glicose-6-fosfato S00 mM e glicose-
6-fosfato desidrogenase 1 U / 10 pl, sdo degeladas em banho de gelo e adicionadas,
juntamente com a solucao de MgCl, 1 M, a um tubo de ensaio, em volumes suficientes
para atingir nos tubos onde se processa a reagdo enzimatica, as concentragdes desejadas
dos respectivos componentes (B-NADP 0,5 mM, glicose-6-fosfato 10 mM, glicose-6-
fosfato desidrogenase 0,5 U / ml e MgCl, 10mM). O sistema regenerador de NADPH

deve ser mantido no banho de gelo durante todo o ensaio.

Atividade da Nitrosodimetilamina-desmetilase

- Solugao de MgCl, | M
MgCl, 1,015 ¢
Agua destilada gsp 5 ml

Obs: Manter a 4°C.

- Solucao de Glicose-6-fosfato 500 mM
Glicose-6-fosfato 03g
Solugdo Tris-HCI 500 mM pH 7,4 2 ml

Obs: Distribuir aliquotas em tubos tipo eppendorf e manter a - 20°C.

- Solugao de B-NADP 25 mM
B -NADP 0,037 g
Solugdo Tris-HC1 500 mM pH 7,4 2 ml

Obs: Distribuir aliquotas em tubos tipo eppendorf e manter a - 20°C.

- Solugao de glicose-6-fostato desidrogenase 1 U/ 10 ul
Glicose-6-fosfato desidrogenase 250U
Solugao Tampao K,HPO4 100 mM pH 7.8 2,5 ml
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Obs.: Distribuir aliquotas em eppendorfs de 1,5 ml e manter a - 20°.

Nota: O sistema regenerador de NADPH ¢ preparado como uma solucao unica. No
momento de uso, as solucdes de B-NADP 25 mM, glicose-6-fosfato S00 mM e glicose-
6-fosfato desidrogenase 1 U / 10 ul, sao degeladas em banho de gelo e adicionadas,
juntamente com a solu¢do de MgCl, 1 M, a um tubo de ensaio, em volumes suficientes
para atingir nos tubos de ensaio onde se processa a rea¢do enzimatica, as concentragdes
desejadas dos respectivos componentes (B-NADP 0,4 mM, glicose-6-fosfato 10 mM,
glicose-6-fosfato desidrogenase 1 U e MgCl, 10mM). O sistema regenerador de

NADPH deve ser mantido no banho de gelo durante todo o ensaio.

8.1.5 — Substancias

- Acetato de Amonio, 21632 - Merck Ind. Quimicas

- Acetilacetona, 1096 - Merck Ind. Quimicas

- Acido Cloridrico, 1789 Merck Ind. Quimicas

- Acido Tricloroacético, 1008100250 - Merck Ind. Quimicas

- Albumina Sérica Bovina, P7656 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

- Benziloxiresorufina, 1 004 603, Boehringer Mannheim GmbH, Germany.

- PB-Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato, N0505, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA.

- Cloreto de Magnésio 21561 - Merck Ind. Quimicas.

- Cloreto de Potassio, 4936 Merck Ind. Quimicas.

- Cloreto de Sodio, 10065, Reagen Ind. Com. de Produtos Quimicos LTDA.

- Cloroférmio, 21506 - Merck Ind. Quimicas.

- Cumarina, C-4261, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

- Dimetil Sulfoxido 802912 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

- Ditionito de Sodio, 106507 Merck Ind. Quimicas

- D-Glicose-6-fosfato, G 7250, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

- EDTA, 1.08718.0250 Merck Ind. Quimicas

- Etoxiresorufina, 1004611, Boehringer Mannhein GmbH, Germany
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Formaldeido, 1.04003.1000 - Merck Ind. Quimicas

Fosfato de Potassio Dibésico, 1.05.101 Merck Ind. Quimicas

Fosfato de Potassio Monobasico, 4873 Merck Ind. Quimicas

Glicerol, 10103 Reagen - Quimibras Ind. Quimicas

Glicina P.A., 104169, Merck Ind. Quimicas

Glicose-6-fosfato-desidrogenase 250 U, G 6378, Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, USA.

Hidréxido de Bario, Qeel 11299

Hidroxido de Potassio, 5033 Merck Ind. Quimicas.

Hidroxido de Sodio, 10109 Reagen - Quimibras Ind. Quimicas

Metanol, UN1230 - Merck Ind. Quimicas

N- nitrosodimetilamina, N-7756 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA
p-nitrofenol, 104-8 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

Pentoxiresorufina, 1 004 620, Boehringer Mannhein GmbH, Germany

Reagente de Bradford (Azul de Comassie G-250), B-6916 - Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA.

Resorufina, 23,015-4 R, Aldrich

Sacarose, Qeel C12H22011 C.0980,08

Sulfato de Zinco, 950614 Reagen - Quimibras Ind. Quimicas

Tris, UN 8382 — Merck Ind. Quimicas.

Triton X-100, 648466 - Calciochem

Umbeliferona, U-7626, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

UDPGA (Acido urindina 5°difosfoglucurénico trissédico), U-6751 — Sigma Aldrich
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	HCl   85 ml
	EDTA   0,58 g
	
	Solução A


	Glicerol  20 ml
	Água destilada qsp 100 ml
	
	Solução B


	Glicerol               10 ml
	
	
	
	
	
	KOH                                10 g

	NaCl  0,876 g
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	KOH                       10 g
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	Atividade da Nitrosodimetilamina-desmetilase



	Tris 30,285 g
	
	
	
	
	Obs.: Manter a 4 °C.





	HCl   85 ml
	
	
	
	
	Obs. Manter a 4 ºC.





	KCl 11,18 g
	
	
	
	
	
	
	
	Ferver água destilada para remover o CO2 dissolv�



	Acetato de amônio    9,6 g





	Acetilacetona 128 (l
	
	
	Atividade da UDP-Glicuronosiltransferase
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	Triton X-100 0,025 g
	Ácido tricloroacético       5 g
	NaOH        4 g





	BSA             1,98 mg
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	Tampão K2HPO4 100 M pH 7,8 qsp               100�
	Umbeliferona                        0,0162 g
	
	
	
	
	Preparar Solução de umbeliferona 1 \(M





	Solução de umbeliferona 1 mM           25 \(l
	Formaldeído   40 \(l
	Solução de formaldeído 0,1 M      5 \(l
	Cumarina       0,0292 g
	Solução de cumarina 0,1 M  10 \(l
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	Glicose-6-fosfato     0,3 g
	Glicose-6-fosfato desidrogenase        250 U
	
	
	
	
	
	Atividade da cumarina-7-hidroxilase






	MgCl2  1,015 g
	Glicose-6-fosfato   0,3 g
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	MgCl2  1,015 g
	Glicose-6-fosfato   0,3 g
	Glicose-6-fosfato desidrogenase        250 U


