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RESUMO 

Substâncias fenólicas estão presentes em frutas, vegetais e suplementos dietéticos; 

possuem diversas atividades biológicas e, por isso, estão associadas à prevenção de 

desordens crônicas, principalmente, àquelas associadas pelo estresse oxidativo. É importante 

avaliar seus efeitos sobre as enzimas do citocromo P450 (CYPs) que são responsáveis pelo 

metabolismo de xenobióticos, que, em humanos é realizado principalmente por três famílias: 

CYP1, CYP2 e CYP3. O CYP2C é a segunda subfamília mais abundante, responsável pelo 

metabolismo de aproximadamente 20% dos fármacos atualmente disponíveis no mercado. A 

inibição das CYPs é a causa mais comum de interações droga-droga prejudiciais que têm 

levado à remoção de vários medicamentos do mercado. Nesse contexto, o objetivo do 

trabalho foi estabelecer métodos de experimentação in vitro para avaliar o efeito de 

substâncias fenólicas presentes na dieta humana sobre as enzimas da sub-família CYP2C. 

Ratas Wistar foram tratadas (v.o.) com rifampicina por 9 dias com doses de 300 mg/kg/dia, 

seus fígados foram removidos e as induções das CYPs 2E1 e 3A foram confirmadas. Os 

microssomos foram utilizados para testar a atividade inibitória in vitro da CYP2C11 

(ortóloga da CYP2C9 de humanos) por substâncias fenólicas, na concentração de 1mg/mL 

em 20 min de incubação. No estudo de cinética, a CYP recombinante humana 

(rhCYP2C9*1, BD Bioscience) e uma fração microssomal de Ratas Wistar foram testadas 

para avaliar a conversão de 100 μM de diclofenaco de sódio (DCF, substrato) ao 4´-

hidroxidiclofenaco (4´-OH-DCF), principal produto da reação. A avaliação da reação foi 

realizada por cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) acoplada a detector de 

ultravioleta em rede de diodos (DAD-UV), no equipamento Shimadzu Nexera XR. 

Diferentes colunas e fases móveis foram testadas para análise do produto de reação por 

CLUE-DAD-UV. As melhores condições cromatográficas foram obtidas com a coluna 

utilizando água ultrapura acidificado com ácido acético glacial (pH = 3,0), fluxo de 0,25 μL 

/ m

para o DCF foi registrado entre 8,32 - 8,40 min e para o 4´OH-DCF entre 4,89-4,95min. O 

fator de retenção obtido para o produto de reação (4´-OH-DCF) foi 5,8 e para o substrato 

(DCF) 10,6 e a resolução cromatográfica foi calculada em 6,0, portanto, as condições 

cromatográficas obtidas para a quantificação do 4´-OH-DCF foram excelentes. A melhor 

concentração enzimática da rhCYP2C9*1 para conversão ao produto foi 75 pmol / mL em 

10 min de incubação em 37°C. Diferentes concentrações do substrato (0,78 - 100 μM) foram 

incubadas com enzima nessas condições. A quantificação do produto permitiu a obtenção da 

velocidade máxima da reação (3,1 µg 4´-OH-DCF/mg ptn / min) e a constante de Michaelis-

Menten (Km = 2,80 μM, Lineawer-Burke). O valor do Km foi confirmado com o gráfico de 

Eadie Hofstee (Km=2,96 μM) mas não foi confirmado pelo gráfico de Hanes-Woolf (Km = 

6,68 μM). Os flavonoides testados rutina, hesperidina e quercetina (100 μM) demonstraram 

inibição da CYP2C, sendo a rutina o flavonoide mais ativo (21%). Os ácidos fenolicos 

testados ácidos cafeico, vanílico e p-cumárico (100 μM) não inibiram a CYP2C, porém, o 

ácido ferúlico que demonstrou uma discreta inibição. O CGA não foi testado nesta 

dissertação por apresentar impurezas, serão realizados estudos futuros com esta substância. 

Esses resultados são importantes e guiarão os estudos de inibição em rhCYP2C9*1. 

 

 

Palavras-chave: Substâncias fenólicas. Sistema enzimático citocromo-P450. 

4’hidroxidiclofenaco. rhCYP2C9*1. CLUE-DAD-UV. 
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ABSTRACT 

Phenolic compounds are found in fruits, vegetables and dietary supplements; have 

several biological activities and are therefore associated with the prevention of chronic 

disorders. It is important to evaluate its effects on cytochrome P450 enzymes (CYPs) that 

are responsible for the metabolism of xenobiotics, and in humans it is performed mainly by 

three families: CYP1, CYP2 and CYP3. Inhibition of CYPs is the most common cause of 

harmful drug-drug interactions that have led to the withdrawal of many drugs from the 

market. In this context, the objective of this study was to establish in vitro experimental 

methods to evaluate the activity of phenolic compounds present in the human diet in 

enzymes of the CYP2C subfamily. Wistar rats were treated with rifampicin for 9 days at 

doses of 300 mg/kg/day, their livers were removed and inductions of CYPs 2E1 and 3A 

were confirmed. Microsomes were used to test the in vitro inhibitory activity of CYP2C11 

by phenolic compounds at a concentration of 1 mg/mL in 20 min of incubation. In the 

kinetics study, human recombinant CYP (rhCYP2C9*1, BD Bioscience) and a microsomal 

fraction of Wistar rats were tested to evaluate the conversion of 100 μM diclofenac sodium 

(DCF, substrate) to 4'-hydroxydiclofenac (4'-OH-DCF), the main product of the reaction. 

The evaluation of the reaction was performed by Ultra Performance Liquid Chromatography 

(UPLC) coupled to a diode array-ultraviolet detector (UPLC-DAD-UV) in the Shimadzu 

Nexera XR equipment. Different columns and mobile phases were tested. The best 

chromatographic conditions were obtained with the Ascentis Express C18 Supelco column 

(75 mm x 2.1 mm id x 2.7 µm), elution gradient using ultrapure water acidified with glacial 

acetic acid (pH = 3.0), flow rate at 0.25 μL/min, oven temperature at 50° C. Retention time 

for DCF was recorded between 8.32-8.40 min and for 4'OH-DCF between 4.89-4.95 min. 

The retention factor obtained for the reaction product (4'-OH-DCF) was 5.8 and for the 

substrate (DCF) 10.6; and the chromatographic resolution was calculated at 6.0, therefore, 

the chromatographic conditions obtained for the quantification of 4'-OH-DCF was excellent. 

The best enzymatic concentration of rhCYP2C9*1 for conversion to the product was 75 

pmol /ml in 10 min incubation at 37°C. Different concentration of the substrate (0.78 - 100 

μM) were incubated with enzyme under these conditions. The quantification of the product 

allowed to obtain the maximum reaction rate (3.1 μg 4'-OH-DCF/mg ptn/min) and the 

Michaelis-Menten constant (Km = 2.59 μM, Lineawer-Burke). The Km value was confirmed 

with the Eadie Hofstee plot (Km = 2.96 μM) but was not confirmed by the Hanes-Woolf plot 

(Km = 6.68 μM). The flavonoids tested rutin, hesperidin and quercetin (100 μM) 

demonstrated inhibition of CYP2C, with rutin being the most active flavonoid (21%). The 

phenolic acids tested caffeic, vanillic and p-coumaric acid (100 μM) did not inhibit CYP2C, 

except ferulic acid, which demonstrated a slight inhibition. The CGA was not tested in this 

dissertation because it presents impurities, future studies will be carried out with this 

substance. These results are important and will guide inhibition studies in rhCYP2C9*1. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Phenolic compounds. Cytochrome-P450 enzyme system. 4'hydroxydiclofenac. 

rhCYP2C9*1. UPLC-DAD-UV. 
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1  INTRODUÇÃO 

1.1 – Substâncias Fenólicas 

      Estudos tem destacado a importância dos produtos naturais na medicina tradicional 

em diversos países. Exemplificando, existe uma associação inversa do consumo de 

substâncias fenólicas com a mortalidade causada por várias doenças pela sua ação anti 

oxidante (Sanchez-Moreno et al., 1998; Roy et al., 2013). Foi proposto que existe 

modulação de uma variedade de mecanismos moleculares pelo consumo de substâncias 

fenólicas, o que contribui para a manutenção da saúde humana (Kitsati et al., 2012; Hwang, 

2012). Dentre essas substâncias destaca-se o ácido clorogênico (CGA), amplamente 

distribuído em pequenas concentrações em tubérculos (batata doce, raiz de bardana), frutas 

(pêssego, maça e pêra), legumes (abóbora), sementes (milho, feijão), especiarias e ervas 

aromáticas (tomilho, sálvia, manjericão), própolis, vinhos, azeite de oliva, chocolates e, 

principalmente, em café e mate (Virgili et al. 2000; Alevizou & Voutsas, 2013). A figura 1 

fornece exemplos de produtos da dieta humana como fonte de substâncias fenólicas 

Figura 1. Produtos da dieta, fontes de substâncias fenólicas. 

 

Fonte. Próprio autor , 2018. 
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O CGA é um metabólito especial encontrado em plantas, com importantes funções 

regulatórias e protetoras, visto que altera as atividades de enzimas antioxidantes, como 

superóxido dismutase, catalase, peroxidase de ascorbato e glutationa redutase, que podem 

desempenhar papéis relevantes para neutralizar a toxicidade de oxigênio reativo envolvido 

na oxidação lipídica, oxidação de proteínas, ruptura de cadeia de DNA e modulação de 

expressão gênica (Xi et al., 2017). O CGA é formado pela esterificação de ácidos trans-

cinâmicos, como ácidos caféicos, ferúlico e p-cumárico, com o ácido quínico (Farah et al., 

2005). Existe uma série de substâncias que pertencem a esta classe de fenólicos, sendo nove 

os majoritários: três isômeros do ácido cafeoilquínico (3-CQA, 4-CQA e 5-CQA), três 

isômeros de dicafeoilquínico (3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQA) e três isômeros de 

feruloilquínico (3-FQA, 4-FQA e 5-FQA), que possuem inúmeras atividades biológicas 

(Roy et al., 2013; Pragasam et al., 2013; Prince, 2013). Em menores concentrações são 

encontrados os ácidos p-cumaroilquínicos (3-p-CoQA, 4-p-CoQA, 5-p-CoQA). Entre esses 

isômeros, o 5-CQA ou CGA é o mais prevalente, mais estudado e quantificado em plantas. 

No entanto, dados sobre as concentrações de CGA em alimentos são escassos na literatura. 

Entre os alimentos já investigados, o café destaca-se como a maior fonte de CGA 

(comumente 5-9 g/100 g de grãos verdes) (Farah & Donangelo, 2006), com teores também 

elevados em mate e alguns tipos de própolis da Mata Atlântica Brasileira (Tatefugi et al., 

1996). A figura 2 apresenta o esquema de degradação dos fenilpropanóides. 

Figura 2. Esquema de degradação de fenilpropanóides 

 

Fonte. Wikipédia, 2012. 
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      O CGA possui propriedades farmacológicas in vitro e in vivo. Dentre as mais 

estudadas está a atividade antioxidante que está relacionada à prevenção de doenças 

degenerativas, de forma que eliminam os radicais superóxido e os radicais hidroxila, 

reduzem os radicais lipídicos peroxil e inibem o lipídio peroxidação (Sanchez-Moreno et al., 

1998; Higdon & Frei, 2006), como a doença de Alzheimer e lesão por isquemia-reperfusão 

(Gordon & Wishart, 2010; Omar et al., 2012), doenças cardiovasculares e um baixo risco de 

Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Van Dam, 2008; Ong et al., 2013). O CGA também está 

associado à atividade antibacteriana, aumentando a permeabilidade da membrana (Z. Lou et 

al., 2011; Wang et al., 2013); à atividade  citoprotetora da heme oxigenase-1 contra a lesão 

oxidativa (Kweon et al., 2004; Hwang et al., 2009; Wang et al., 2013); à inibição da glicose 

6-fosfato translocase I e à redução do transporte do gradiente de glicose impulsionado pelo 

sódio no intestino (McCarty, 2005; Ong et al., 2013); à inibição da gliconeogênese hepática 

pela inibição da atividade da glicose 6-fosfatase (G6Pase) (Bassoli et al., 2008; Ong et al., 

2013); à estimulação da captação de glicose nos miotúbulos (Prabhakar & Doble, 2009; Ong 

et al., 2013) e à estimulação da captação de glicose no músculo esquelético por meio da 

ativação da cinase dependente de AMP (AMPK) (Ong et al., 2012; Ong et al., 2013). Além 

disso, possui também, atividade anti-inflamatória (Omar et al., 2012; Almeida et al., 2006; 

Larrosa et al., 2009), antiviral, hepatoprotetora, imuno-estimulante e anticarcinogênica 

(Farah, 2009; Shearer et al., 2003; Antônio et al., 2010), Porém, o CGA não foi testado 

nesta dissertação por apresentar impurezas, serão realizados estudos futuros com esta 

substância. 

 Os ácidos fenólicos são algumas das substâncias que constituem o grupo dos 

compostos fenólicos e podem ser indicados para tratamento e prevenção do câncer, doenças 

cardiovasculares onde a presença de um anel benzênico, um grupamento carboxílico e um 

ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferem suas propriedades 

antioxidantes tanto para os alimentos como para o organismo (Soares, 2002). 

O ácido cafeico é produto da metabolização do CGA que tem a mesma atividade 

fisiológica. Tem sido relatado que o ácido cafeico protege contra dislipidemia e elevação da 

glicose sanguínea devido à sua atividade antioxidante, porém sua aplicação é limitada pela 

má biodisponibilidade e absorção oral (Shiozawa et al., 2018). O ácido cafeico é um 

importante composto fenólico, é encontrado em amostras de plantas, alimentos e própolis, 
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de forma bem particular como éster fenetílico de ácido cafeico, devidamente conhecido por 

suas propriedades farmacológicas, incluindo antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatório e 

anticancerígeno, além disso sua atividade antiviral tem sido relatada para alguns vírus, 

incluindo o vírus da influenza A (Wu et al., 2017). 

1.2 – Flavonoides 

      De acordo com Hodek e colaboradores (2001), os flavonoides pertencem a uma 

classe de metabólitos secundários especiais produzidos por uma grande variedade de plantas 

e muitas vezes em quantidades relevantes. Com base no seu esqueleto C6-C3-C6 (Figura 3), 

os flavonoides são classificados em diferentes tipos, tais como flavanonas, isoflavanonas, 

flavonas, isoflavonas, antocianidinas, chalconas e flavolignanas ((Figura 4). Essas 

substâncias estão presentes em frutas, vegetais, bebidas e suplementos dietéticos, possuem 

diversas atividades biológicas e tem grande associação com a prevenção de desordens 

crônicas (Sousa et al., 2013). Até o momento, mais de 9000 flavonoides foram descritos, e 

sua ingestão diária varia entre 20 mg e 500 mg, principalmente através do consumo de 

suplementos dietéticos (incluindo chá), vinho tinto, maçã, cebola e tomate (Wang et al., 

2018).   

Figura 3. Estrutura básica C6-C3-C6 

 

Fonte. Wang et al., 2018. 

      Para o entendimento do metabolismo dos flavonoides em seres humanos, é 

importante avaliar seus efeitos sobre as enzimas do complexo citocromo P450 (CYPs), sua 
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capacidade de se ligar a esse complexo e a conversão metabólica mediada por CYP (Hodek 

et al., 2001).  Nesse contexto, o risco de eventos adversos pode aumentar pela overdose 

farmacológica destas substâncias e/ou suplementos contendo flavonoides para prevenção de 

doenças, levando a interações alimentos-fármaco-suplementos que podem resultar na 

inibição ou indução do citocromo P450 (Kimura et al., 2010), pois as isoformas CYP1A2, 

CYP2C8, CYP2C9, CYP2E1 e CYP3A4, são as principais enzimas responsáveis pelo 

metabolismo hepático de fase I (Sousa et al., 2013; Graham & Lake, 2008). 

 
 

 
Figura 4. Estrutura química de flavonoides de ocorrência natural em plantas 

 
 

Fonte. Cerqueira et al., 2007. 

 

 

 Estudos epidemiológicos sugerem que os flavonóides com estruturas típicas podem 

interagir com os sistemas enzimáticos envolvidos em vias cruciais, mostrando 

comportamentos farmacológicos eficazes. Desta forma, pode-se dizer que as relações entre 

estruturas e atividades químicas tenham sido extensivamente estudadas, por exemplo, a 

hidroxilação do anel A, leva a um papel importante dos derivados 5- / 7-hidroxilo, sendo 

sugerido um potente anti-H5N1 vírus influenza A (Wang et al., 2018). 
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1.2.1 – Farmacocinética do CGA 

      Apesar dos teores do CGA terem sido correlacionados com vários benefícios à saúde 

em estudos epidemiológicos (Rosengreen et al., 2004), dados sobre a biodisponibilidade, 

metabolismo e bioatividade em humanos são ainda insuficientes, devido às dificuldades 

analíticas existentes e também porque, até pouco tempo atrás, se pensava que estas 

substâncias apresentavam baixa biodisponibilidade em humanos (Nardini et al., 2002). Hoje, 

sabe-se que o CGA é consideravelmente absorvido por humanos (até 75%) desde o 

estômago até o íleo, e que circula no plasma basicamente na forma conjugada com sulfato e 

ácido glucurônico (Monteiro et al., 2007; Farah et al., 2008). O CGA também está presente 

nos fluidos digestivos, tanto na forma livre, quanto na conjugada (Farah & Trugo, 2007), 

sendo provavelmente reabsorvido através desses fluidos. Produtos de seu metabolismo 

primário, os ácidos hidroxicinâmicos, especificamente os ácidos cafeico, dihidrocafeico, 

ferúlico e isoferúlico, foram também identificados no plasma humano (Nardini et al., 2002; 

Farah et al., 2008), e mais de trinta metabólitos foram identificados na urina humana, como 

hidroxicinamatos produzidos pela hidrólise do CGA, assim como ácidos dihidrocaféico,  

isoferúlico,  gálico, vanílico, sinapínico, p-hidroxibenzóico, siríngico, 3,4-

dihidroxifenilacético e trans-3-hidroxicinâmico (Monteiro et al,. 2007; Rechner et al., 2001; 

Duarte & Farah, 2011; Renoulf et al., 2010). A Figura 3 representa a hidrólise do CGA (Ác. 

Cafeico e Ác. Quinico) em derivados de fenilpropanóides (C3-C6) e Ác. Quínico (C6 sem 

cadeia lateral) – biossíntese de Ác. Chiquímico. 
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Figura 5. Principais metabólitos do CGA identificados no plasma e na urina de humanos 

 

Fonte . Farah et al., 2008; Marques & Farah, 2010; Duarte & Farah, 2011. 

 

      As respostas metabólicas a fatores externos, como o hábito alimentar, podem 

ocasionar modificações de uma série de padrões e adaptações metabólicas, o que inclui 

adaptações físicas no lúmen intestinal, alterações na flora intestinal e alterações na expressão 

de enzimas (Monteiro et al., 2007; Farah et al., 2008; Duarte & Farah, 2011; Manach et al., 

2004). Assim, para estimar a concentração capaz de provocar as respostas fisiológicas 

desejadas do CGA e de seus análogos no organismo, é importante conhecer a extensão de 

sua absorção e metabolização, incluindo a possibilidade de interações entre substâncias 

fenólicas e fármacos ou nutrientes, cuja metabolização envolve os mesmos grupos de 

enzimas. Algumas substâncias fenólicas, quando ingeridas simultaneamente com alguns 

fármacos, podem interagir com as mesmas enzimas de metabolização, provocando a sua 

indução, ou ainda a sua inibição, levando, no último caso, ao aumento da sua 

biodisponibilidade e meia-vida, podendo, por fim, potencializar os seus efeitos ou, em 

alguns casos, elevar o risco de eventos adversos e toxicidade. O suco de toranja é um 

exemplo clássico de inibidor do CYP3A4 intestinal (Genser, 2008). 
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As interações entre medicamentos e nutrientes podem levar a alterações da cinética 

ou da dinâmica de um medicamento ou nutriente, ou o comprometimento do estado 

nutricional, de forma que essas possíveis interações dos medicamentos com a alimentação 

dos pacientes podem levar ao prejuízo da ação do medicamento e/ou alimento, podendo 

causar um aumento da necessidade de utilização dos fármacos em tratamentos crônicos ou 

desnutrição, ocasionado aumentos no custo e no tempo de internação hospitalar (Lopes et 

al., 2010). Entretanto, foi proposto que a co-injestão da quercetina com extratos de chá verde 

poderia aumentar a biodisponibilidade de catequinas e que Piperina de pimenta preta 

melhorou a absorção da epinocatequina galato (Choi et al., 2017). 

1.3 – Enzimas envolvidas no metabolismo de xenobióticos 

      As enzimas da superfamília Citocromo P450 (CYP) são heme-monooxigenases 

responsáveis pelo metabolismo de xenobióticos (drogas e outras substâncias químicas) e 

substratos endógenos. CYPs estão amplamente distribuídos nos diferentes tecidos do corpo 

humano, como fígado, intestino, pulmão e rins (Krishna & Klotz, 1994), existindo muitas 

isoformas em mamíferos. Embora muitas isoformas CYP de diferentes famílias já tenham 

sido identificadas e caracterizadas, o metabolismo dos xenobióticos em humanos é 

realizado, principalmente, por três famílias de enzimas: CYP1, CYP2 e CYP3 (Nakajima et 

al., 1999), sendo o CYP2C a segunda subfamília mais abundante no tecido hepático e 

responsável pelo metabolismo de aproximadamente 20% dos fármacos atualmente 

disponíveis no mercado (Kumar et al., 2006). As CYPs estão envolvidas em um número 

substancial de interações droga-droga (DDIs), constituindo uma das causas principais dos 

graves efeitos adversos que ocorrem na prática clínica, comumente resultando da inibição do 

metabolismo da droga-alvo pela droga co-administrada (Kumar et al., 2006). 

      A partir desse conhecimento, uma melhor busca sistemática tem sido feita por 

pesquisadores e pela indústria farmacêutica para prever as DDIs. Frequentemente, em 

experimentos in vitro, um substrato é utilizado para uma única enzima CYP para determinar 

a potencial interação com a droga em processo de desenvolvimento. Esses resultados são 

extrapolados para uma potencial interação com outras substâncias metabolizadas pelo 

mesmo CYP. Infelizmente, esta busca não é sempre bem sucedida. Um fator importante a 

ser considerado, quando as extrapolações forem insatisfatórias, é o fato de haver regiões de 

múltiplas ligações dentro do sítio ativo da enzima, sobretudo em CYP3A4, o que também já 
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é descrito para outras enzimas CYP (Kumar et al., 2006). Diante disso, os resultados de 

Kenworthy e colaboradores (1999), que estudaram a correlação do potencial inibitório in 

vitro de 34 fármacos com dez substratos de CYP3A4, sugeriram que os substratos fossem 

divididos em três grupos, o que traduziria a possível ligação em três regiões diferentes 

dentro do sítio do CYP3A4. Houve a sugestão, então, que para se prever corretamente a 

potencial inibição do CYP3A4, deveriam ser investigados separadamente três substratos 

para essa isoforma. No caso de CYP2C9, as evidências também sugerem a presença de mais 

de uma região de ligação no seu sítio ativo (Kumar et al., 2006; Williams et al., 2003). 

Assim, estudos com múltiplos substratos de CYP2C9, e também de CYP2C19 e CYP3A, 

seriam necessários para prever eventuais ocorrências das DDIs. No entanto, estudos de 

inibição in vitro das enzimas CYPs, especialmente, os relevantes para predições 

farmacocinéticas e para a escolha dos substratos para a otimização, são complexos devido à 

diversidade das interações substrato-inibidor com algumas dessas enzimas (Kenworthy et 

al., 1999; Kumar et al., 2006; Foti & Wahlstrom, 2008).  

      Portanto a inibição das CYPs é a causa mais comum de interações medicamentosas 

prejudiciais que têm levado à remoção de vários fármacos do mercado nos últimos anos. As 

interações entre substâncias bioativas presentes nos alimentos/suplementos e fármacos 

ganharam importância e os estudos de inibição, uma nova aplicabilidade investigativa 

(Chavez, et al., 2006; Pelkonen et al., 2008). 

1.4 – Enzimas CYP e substâncias fenólicas 

      Estudos demonstraram que flavonoides foram capazes de inibir a expressão de 

diferentes monooxigenases. A galangina (um flavonoide encontrado no mel) foi um potente 

inibidor da CYP1A1 em células intactas e em microssomos isolados de células tratadas com 

dimetilbenzantraceno (Ciolino & Yeh, 1999). Doostbar e colaboradores (2000) 

demonstraram que as flavonas acacetina e diosmetina foram inibidores mais potentes das 

CYP1A1 e CYP1A2 quando comparado às flavanonas eriodictyol, hesperetina, 

homoeriodictyol e naringenina. A principal isoflavona da soja, a daidzeína, foi capaz de 

inibir a atividade da CYP1A2, alterando a farmacocinética da teofilina (broncodilatador) em 

voluntários saudáveis (Peng et al., 2003). No estudo de Kimura e colaboradores (2010) foi 

descrito que as substâncias Shikonin, bergamottin, imperatorin, luteolin, e amentoflavona 
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demonstraram efeitos inibitórios notáveis, pois foram capazes de inibir em 100% a atividade 

de ambas as enzimas CYP3A4 e CYP2C9. 

  1.5 – Subfamília CYP2C 

      A subfamília CYP2C é bem complexa e a terceira mais importante para o 

metabolismo de xenobióticos do complexo Citocromo P450 em seres humanos. Elas são 

encontradas predominantemente no fígado, mas também podem ser encontradas em tecidos 

extra-hepáticos como cérebro, rins, duodeno, útero e ovário (Shukla et al., 2005).  

 A subfamília 2C contém quatro membros altamente homólogos, sendo CYP2C9 e 

CYP2C19 as isoformas mais semelhantes (a homologia na sequência de ácidos aminados é 

de 91%), enquanto CYP2C8 e CYP2C18 são as mais distantes (homologia na sequência de 

ácidos aminados é de 77%) (Isvoran et al., 2017). 

Vale ressaltar que a ocorrência do polimorfismo genético das enzimas da subfamília 

CYP2C, bem como de outras enzimas metabolizadoras de drogas, representa uma das 

principais causas de reações adversas indesejáveis a medicamentos. Assim, o polimorfismo é 

uma preocupação primária na descoberta e no desenvolvimento de drogas (Sun & Scott, 

2011). Nesse contexto, vários substratos dos CYP2C mostraram reações cruzadas em 

relação a outros substratos de teste, tornando difícil estudar as atividades mais específicas do 

CYP2C de forma independente.  Por exemplo, a hidroxilação do diclofenaco, que é mediada 

pelo CYP2C9, foi avaliada em porcos pequenos e mostraram baixas atividades comparados 

a seres humanos. Esta hidroxilação pode ser inibida 80-100% em seres humanos pelo 

sulfafenazol, porém a atividade foi apenas ligeiramente inibida (20%) no suíno, indicando 

que os substratos ou o inibidor não são específicos para esta enzima em porcos, ou a reação 

é catalisada por outro enzima. (Skaanild & Friis, 2008). 

No fígado do rato, CYP2C é a principal subfamília CYP, onde várias isofsormas se 

expressam, como CYP2C6, CYP2C11, CYP2C12 e CYP2C13. As isoformas CYP2C no 

rato, diferentemente do que ocorre no homem, são sexo-específicas (Gentest Catalog 2001-

2002; Czerniak, 2001). 
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1.5.1- CYP2C9 Humana 

O CYP2C9 responde por aproximadamente 20% do teor total de CYPs hepáticos e 

está envolvido no metabolismo de 15% dos medicamentos utilizados na prática clínica atual. 

Entre os substratos de CYP2C9, encontram-se os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) 

diclofenaco, ibuprofeno e piroxicam; os hipoglicemiantes orais, como tolbutamida e 

glipizida; os bloqueadores da angiotensina II, como a losartana; e outros, como S-varfarina, 

fenitoína, torsemida e ácido valproico (Ishizaki, 2002).   

O principal metabólito do diclofenaco (DCF), que é metabolizado pelo CYP2C9, no 

plasma e urina é o 4-hidroxi diclofenaco (4’OH-DCF) (Figura 4), enquanto o 3-OH 

diclofenaco e o 5-OH diclofenaco são metabólitos produzidos em menor concentração.  

Figura 6. Esquema da bioconversão do diclofenaco pelo CYP2C9 

 

Fonte. Li et al., 2017. 

O polimorfismo genético do CYP2C9 tem sido extensivamente estudado em 

diferentes populações étnicas. Até o momento, já foram descritas pelo menos 33 variantes 

do gene CYP2C9, sendo CYP2C9*2 e CYP2C9*3 as mais encontradas e mais estudadas, 

diferindo do tipo selvagem CYP2C9*1 em apenas uma mutação pontual (Wang et al., 

2009). Em caucasianos, a frequência destes subtipos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 foi de 11% e 

7%, respectivamente, nos estudos de Ishizaki (2002) e Chen et al. (2015).  

Wang e colaboradores (2009) descrevem que a freqüência do CYP2C9*2 na 

população boliviana (4,8%) foi evidentemente maior que as freqüências relatadas para a 

população oriental (0%), porém foi menor do que da população europeia (10,6%) e 

populações norte-americanas (15%). Em outro estudo, CYP2C9*2 estava ausente nos 

asiáticos, enquanto na população negra a frequência foi de 3,2%. No caso da CYP2C9*3, a 

frequência em negros foi de 1,3%, enquanto no chinês foi de 3,3% (Zheng et al., 2017). O 

     Hidroxilação 

DCF 4’-OH-DCF 
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alelo CYP2C9*3 confere maior eficiência catalítica à enzima, mostrando uma redução 

significativa do substrato com a proteína quando comparado com a enzima de tipo selvagem 

(Kumar et al., 2006; Lee et al., 2002; Higashi et al., 2002). 

Dessa forma, as diferenças nos genótipos CYP2C9 refletem-se nas diferentes 

respostas a medicamentos (substratos de CYP2C9) observadas entre as diferentes etnias. Os 

estudos in vitro e in vivo, que demonstram que os polimorfismos do gene CYP2C9 

modificam a atividade da enzima CYP2C9 e alteram a biotransformação de vários fármacos 

são, portanto, de extrema importância para a prevenção de DDIs (De-Saro et al., 2017). A 

farmacogenômica surge e se destaca como a disciplina do futuro para se alcançar máxima 

eficácia terapêutica e toxicidade mínima, tendo como exemplo prático o metabolismo da 

varfarina pelo CYP2C9, por ser bastante utilizada em estudos de interações (Wang et al., 

2009). 

1.5.2 – CYP2C11/12 no rato 

Os ratos são comumente usados na pesquisa em laboratórios, bem como, na indústria 

farmacêutica, como espécies primárias de roedores para estudos de metabolismo e 

toxicologia (Wang et al., 2015). O CYP2C11 em ratos pode ser considerado como uma 

contrapartida funcional do CYP2C9 humano, pois apresenta preferência de substrato e 

analogia com a CYP humana catalisadora de fármacos clinicamente importantes, como já 

citado nesta dissertação (Wójcikowski et al., 2013).  

A isoforma CYP2C11 compreende, aproximadamente, 50% do CYP total hepático 

de ratos adultos e desempenha um papel fundamental na manutenção da homeostase de 

muitas substâncias fisiológicas, como hormônios esteroidais. Tal como CYP2C13, o 

CYP2C11 é expresso preferencialmente nos machos, enquanto o CYP2C12 é expresso em 

fêmeas (Czerniak, 2001; Haduch et al., 2011; Wójcikowski et al., 2013).  

1.6 - Proteínas Humanas Recombinantes 

As enzimas CYPs humanas recombinantes tem se mostrado úteis para pesquisas 

sobre o metabolismo de drogas. Dessa forma, muitos sistemas de expressão de CYP 

heterólogos foram desenvolvidos (Ahn & Yun, 2004). Os sistemas com expressão em 

bactérias, sobretudo Escherichia coli, tem sido utilizados para a produção de proteínas 
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recombinantes de várias CYPs. Nesses sistemas, a expressão e o rendimento chega a 30% de 

proteínas recombinantes. Proteínas como insulina, eritropoietina, hormônio de crescimento, 

entre outros, podem ser produzidas por sistema usando bactérias (Ahn & Yun, 2004; Espejo-

Mojica et al., 2015; Quehl et al., 2016). 

A expressão das enzimas CYPs humanas recombinantes (rhCYP) é importante na 

identificação de rotas metabólicas e na quantificação da contribuição dos CYPs individuais 

no metabolismo total de substâncias candidatas a novos fármacos (Kitsati et al., 2012; Roy 

et al., 2013). As rhCYP são de fácil aquisição no mercado e de grande reprodutibilidade 

experimental, o que promove uma alta procura para estudos in vitro. Recentemente, tem 

havido crescente interesse na utilização dos rhCYPs, como alternativa aos Microssomos 

Hepáticos Humanos (MHH) e cultura de hepatócitos, na extrapolação in vitro-in vivo 

(IVIVE), para estimar a dimensão da depuração hepática in vivo de substâncias químicas 

(Kudugunti et al., 2010; Prasad et al., 2011). Além disso, para alcançar atividade máxima 

catalítica, bem como expressão proteica, são empregadas várias estratégias (Ahn & Yun, 

2004).  

 Outra questão a se considerar é a escolha da quantidade de enzima recombinante a 

ser utilizada na reação, podendo variar de acordo com a estratégia experimental empregada, 

pois os supersomos podem produzir atividades, em geral, mais altas que o microssomo 

hepático quando da avaliação de uma determinada isoforma CYP (BD Bioscience, 2009). 

1.7 - Fármacos usados nesse estudo 

1.7.1 – Diclofenaco de sódio 

      O diclofenaco de sódio (DCF) é um anti-inflamatório não esteroidal (AINE) e 

antiflogístico, que inibe a síntese de prostaglandinas pela inibição das ciclooxigenases 

(COX) 1 e 2 de forma não seletiva. As COXs 1 e 2 podem sintetizar prostaglandina, que 

induz inflamação, dor, coagulação sanguínea e uma resposta imune geral, e por conseguinte, 

o DCF suprime a inflamação (Efosa et al., 2017). Estima-se que uma média de 256.000 

pacientes são tratados diariamente com DCF em atenção primária (Dorado et al., 2003). O 

DCF é comumente usado como substrato para estudos de atividade metabólica do CYP2C9, 

e a hidroxilação do DCF forma o principal metabólito, 4’-hidroxi-diclofenaco (4’OH-DCF) 

(Zi et al., 2010).   
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A atividade do CYP2C9 tem sido avaliada in vitro e em estudos com voluntários 

saudáveis, usando a razão DCF/4’OH-DCF. Além disso, muitos métodos analíticos foram 

desenvolvidos para a quantificação de DCF e de seus metabólitos, tal como a cromatografia 

em fase líquida de alta eficiência (CLAE) (Dorado et al., 2003). 

1.7.2 – Eritromicina 

 A eritromicina, como um dos antibióticos macrolideos mais utilizados, é produzido 

por uma cepa de Streptomyces erythreus que inibe a síntese de proteínas através da sua 

ligação às proteínas ribossômicas (Zhou et al., 2018). A família CYP3A desempenha um 

papel importante na biotransformação de drogas comumente usadas na prática médica. Há 

registros de grande variabilidade interindividual da atividade do CYP3A, de forma que 

algumas abordagens tem demonstrado interações medicamentosas in vitro envolvendo essa 

isoforma (Sugiyama et al., 2011). A N-desmetilação da eritromicica tem uso generalizado 

em um ensaio não invasivo com o qual a função hepática do fenótipo do CYP3A é avaliada. 

A eritromicina é catalisada pela isoforma CYP3A com boa sensibilidade e especificidade na 

detecção colorimétrica da formação de formaldeído (Zhang & Thomas, 1996). Berg-

Candolfi & Candolfi (1996) descreveram o ensaio da N-desmetilação de antibióticos 

macrolídeos em camundongos como um marcador seletivo para as reações enzimáticas 

catalisadas pelo CYP3A. Yamazaki e colaboradores, no mesmo ano, sugeriram que a N-

desmetilação da eritromicina (ERITRO-d) em ratos, era catalisada, sobretudo pelo CYP3A1, 

e parcialmente pelo CYP2B1. 

1.7.3 – p-Nitrofenol 

Nitrofenol, é uma matéria-prima amplamente aplicado em muitos campos, incluindo 

sínteses de pesticidas, peptídeos, explosivos, e corantes nas indústrias de couro, de forma 

que tem grande importância duas formas: o-nitrofenol (ON) e o p-nitronenol (PNP) (Zhang 

et al., 2017). A oxidação do PNP para 4-nitrocatecol tem mostrado ser um ensaio rápido, 

fácil e relativamente específico para determinar a atividade catalítica dependente do 

CYP2E1 e tem sido amplamente usado na literatura (Cederbaum, 20140). 

A reação de hidroxilação do p-nitrofenol (PNFh), marcadora da atividade catalítica 

do CYP2E1, foi descrita por Reinke e Moyer (1985), e posteriormente modificada por Allis 

& Robinson (1994). Essa reação modificada, que tem como substrato o p-nitrofenol (PNF), 
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e como produto, o 4-nitrocatecol, está descrita no seção Material e Métodos. A reação de 

PNFh, de acordo com Yue & Peng (2009), também pode ser catalisada por CYP3A no 

homem e no rato. 

      O CYP2E1 tem a capacidade de metabolizar vários endo e xenobióticos, como 

corpos cetônicos, acetominofeno, clorofluorhidrocarbonetos, clorzoxazona e etanol. Devido 

à importância desta CYP2E1, algumas substâncias têm sido utilizadas para investigação da 

catálise por essa isoforma, como o p-nitronefol. A hidroxilação dessa substância em 4-

nitrocatecol é usada como marcador da atividade desta CYP em espécies animais 

(Tessaneeyakul et al., 1993). 

1.7.4 – Rifampicina 

A indução de enzimas que metabolizam fármacos, especialmente a família do 

citocromo P450 por algumas drogas, é um fenômeno bem conhecido (Prueksaritanont et al., 

2006). RIF é um antibiótico bactericida do grupo das rifamicinas, clássico usado contra 

Mycobacterium tuberculosis e lepra (Liang et al., 2017), indutor pleiotrópico das atividades 

de CYP. Alguns animais são particularmente susceptíveis à ação indutora da RIF, como 

camundongos e coelhos (Strolin Benedetti & Dostert, 1994), enquanto outros, como ratos e 

cobaias, são particularmente resistentes ao seu efeito indutor. Assim, Oesch et al. (1996) 

observaram que doses de 150 mg/kg de RIF administradas a ratas durante 21 dias não 

alteravam de forma significativa as atividades de enzimas de metabolismo de xenobióticos. 

No entanto, Daujat et al. (1991, Apud Oesch et al., 1996), por fim, observaram que a dose 

de 300 a 600 mg/kg de RIF incorporada à ração, dependendo da ingestão individual, 

provocava indução da atividade de ERITRO-d e da proteína CYP3A. 

As isoformas CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19 são indutíveis por compostos 

conhecidos por ativar o receptor pregnano X, como a RIF que induz CYP2C8 e CYP2C9 e 

em menor expressão CYP2C19 (Martignoni et al., 2014). 
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2  JUSTIFICATIVA 

      Este trabalho fundamenta-se no fato de que, as substâncias fenólicas naturais são 

fundamentais à saúde humana, pois garantem uma melhor qualidade de vida, por 

apresentarem atividade biológica contra muitas doenças degenerativas, principalmente 

contra àquelas geradas pelo estresse oxidativo. Diariamente, a população consome grande 

quantidade de substâncias fenólicas que estão presentes em frutas, verduras, legumes, 

bebidas (café, mate, vinho) ou na forma de suplementos. 

  Dentro deste contexto, a realização de estudos de metabolismo e de interação 

enzimática de substâncias fenólicas é justificada, devido à pouca informação na literatura 

atual, pois as possíveis interações destas substancias com fármacos (como por exemplo 

AINEs) podem reduzir a eficácia desses, levando à descontinuidade do tratamento, falha 

terapêutica ou mesmo a eventos toxicológicos. 
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3  OBJETIVOS 

3.1-Objetivo Geral: 

Estabelecer métodos de experimentação in vitro para avaliar o efeito de substâncias 

fenólicas presentes na dieta humana sobre as enzimas da subfamília CYP2C. 

3.2-Objetivos Específicos 

- Desenvolver metodologia de análise por Cromatografia em Fase Líquida de Ultra 

Eficiência (CLUE), acoplada a detector de ultravioleta (UV) em rede de diodos (DAD) para 

dosagem do principal produto da hidroxilação do DCF, o 4’OH-DCF, no sentido de  

estabelecer as atividades da rhCYP2C9*1 e da CYP2C12 de ratas; 

- Investigar as eventuais diferenças cinéticas entre microssomos hepáticos de ratas e 

sistemas de expressão de CYP humana recombinante, utilizando a reação de hidroxilação do 

DCF como marcador da atividade de isoformas da sub-família CYP2C; 

- Investigar os perfis de inibição de ácidos fenólicos (cafeico, vanílico, ferúlico e p-

cumárico) e de flavonoides (rutina, hesperidina e quercetina) sobre as isoformas CYP da 

subfamília CYP2C em microssomos hepáticos de ratas e sistemas de expressão de CYP 

humana recombinante. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS: 

4.1 - Ensaios Enzimáticos: 

4.1.1 - Atividades de CYP  

 As atividades das isoformas CYP da subfamília CYP2C foram avaliadas pela reação 

de hidroxilação do diclofenaco (DCFh), cujo método de avaliação por CLUE-DAD-UV 

permitiu a quantificação do produto final da reação, 4’-OH-DCF. Como um dos objetivos 

desse estudo foi avaliar o potencial inibidor de CYP por flavonoides e por ácidos fenólicos, 

foi utilizada a rifampicina (RIF) como indutor de CYP, visto que já foi bem estabelecido que 

RIF é indutora pleiotrópica de CYPs humanas e, em altas doses, de CYPs de ratos (Oesch et 

al., 1996; Küblbeck et al., 2011).  

A indução de CYP pela RIF foi investigada, portanto, com os ensaios das atividades 

de p-nitrofenol-hidroxilase (PNPh), marcadora de CYP2E1, e da eritromicina-desmetilase 

(ERMd), marcadora da CYP3A11, já padronizados no Laboratório de Toxicologia 

Ambiental (LTA) Ensp/Fiocruz, anteriormente à padronização do ensaio da DCFh. 

Estabelecidos os fatores de indução das reações de PNPh e ERMd, procedeu-se, então, à 

padronização do ensaio da DCFh com microssomos de ratas não tratadas (não induzidas) e 

tratadas, quando se estabeleceu, por fim, o fator de indução de CYP2C pela RIF em ratas. 

4.1.2 – Tratamento de Ratas Wistar 

Foram utilizadas seis ratas Wistar em idade adulta, pesando entre 190 e 210 g, 

fornecidas pelo Centro de Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da Fiocruz. Os 

animais receberam suprimento de água e ração ad libitum (ração para camundongos e ratos 

Nuvital CR1, Nuvilab® Curitiba, PR, Brasil). No biotério do LTA, os animais foram 

acomodados em gaiolas de plástico com tampa de aço inoxidável e cama de maravalha de 

pinho branco. A temperatura e a umidade relativa do ar, 23 ± 2°C e aproximadamente 70%, 

respectivamente, foram mantidas estáveis no ambiente e os animais permaneceram em ciclo 

claro/escuro de 12h (ciclo claro, de 7:00 às 19:00 h). 
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4.1.3 – Tratamento com Rifampicina 

O tratamento dos animais aqui apresentado foi feito segundo Oesch e colaboradores 

(1996), com algumas modificações, visto que as ratas daquele estudo que haviam recebido 

doses de 300 a 450 mg/kg de peso animal haviam mostrado sinais de toxicidade após cinco 

dias de tratamento (1 mL/100 g de peso corporal). Neste estudo, portanto, foram utilizadas 

doses de 300 mg/kg de peso animal durante cinco dias, quando optou-se por um intervalo de 

dois dias antes que se desse continuidade ao tratamento com RIF na mesma dose (por um 

dia). Em seguida, a dose foi fracionada (duas vezes ao dia) durante três dias, como mostra o 

Quadro 1. 

Três ratas não receberam nenhum tratamento (controles, WC1, WC2 e WC3) e três 

ratas receberam, por via oral, RIF, sendo essas últimas identificadas como WR1, WR2 e 

WR3.  
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Quadro 1. Regime de doses de rifampicina para administração às ratas Wistar por via oral.   

 

Morte 
 

Animal 

DT 

 Dose (mg/kg) 

 

DT0 DT1 

 

DT2 

 

DT3 

 

DT4 

 

_ _ DT5 

 

DT6 

 

DT7 

 

DT8  

 

 

16 h após a 

última dose 

Controle 1 (WC1) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

Controle 2 (WC2) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

Controle 3 (WC3) 

 

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 

Tratada RIF 1 

(WR1) 

300 

 

_ _  300  300 

(fracionada em duas doses de 150) 

Tratada RIF 2 

(WR2) 

300 

 

_ _ 300  300 

(fracionada em duas doses de 150) 

Tratada RIF 3 

(WR3) 

300 

 

_ _ 300  300 

(fracionada em duas doses de 150 

DT: Dia de Tratamento; WC1= Wistar Controle; WR1= Wistar Tratada com RIF; RIF= Rifampicina 



A suspensão de RIF, preparada diariamente, foi diluída em solução aquosa contendo 

0,5% de carboximetilcelulose e 0,4% de Tween 20. 

 Dezesseis horas após a administração da última dose de RIF, os animais foram 

eutanasiados por exposição ao CO2. Os fígados foram retirados rapidamente e colocados em 

banho de gelo, limpos de gordura, pesados, embalados em papel alumínio, identificados e 

imediatamente imersos em nitrogênio líquido.  

A RIF foi gentilmente cedida por Farmanguinhos/Fiocruz e o estudo foi licenciado 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA LW-51/12) da Fiocruz. 

4.1.4 – Manejo dos Animais 

Todos os animais foram pesados e observados diariamente, e as alterações 

devidamente registradas, conforme o descrito abaixo. Para as ratas separadas para receber o 

tratamento com a RIF, o volume da solução contendo o fármaco para obter a dose desejada 

foi calculado diariamente (1 mL/100 g de peso corporal) , após o registro do peso dos 

animais. 

 Evolução Ponderal dos Animais 

O registro diário do peso dos animais permitiu que se avaliasse o ganho de peso 

durante o período de tratamento (nove dias).  O ganho de peso foi calculado como o peso do 

animal no dia da eutanásia subtraído do peso do animal no dia 0 de tratamento. 

 Pesos Absolutos e Relativos dos Fígados dos Animais 

Após a excisão e registro dos pesos dos fígados, foram calculados os pesos relativos 

do tecido hepático, que corresponde ao peso do fígado dividido pelo peso do animal. Esse 

cálculo permite uma melhor avaliação da eventual alteração ponderal do tecido hepático 

decorrente do tratamento 

4.1.5 - Preparo da Fração Microssomal Hepática 

 A fração microssomal dos tecidos hepáticos das ratas tratadas e controles foi 

realizada segundo De-Oliveira e colaboradores (1997). Os órgãos foram retirados do 

nitrogênio líquido e imediatamente transferidos para o banho de gelo. Os fígados foram 

pesados, lavados com solução de sacarose 250 mM e secos com papel de filtro. Em seguida, 

os órgãos foram homogeneizados em solução tampão Tris 100 mM com KCl 150 mM (pH 
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7,4), usando homogeneizador de vidro (capacidade de 50 mL) e pistilo de teflon, a uma 

velocidade aproximada de 1.200 rpm.  O volume da solução tampão correspondeu a quatro 

vezes o peso do órgão. Em seguida, o homogeneizado hepático foi levado à centrifugação 

em ultracentrífuga Beckman XL-90 (rotor 70.1 Ti, gentilmente autorizado pelo Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade em Saúde - INCQS) a 4º C e a 9.000 x g por 30 min e o 

sedimento contendo núcleo, mitocôndrias e restos celulares foi desprezado. O sobrenadante 

obtido foi filtrado em gaze e centrifugado a 100.000 x g a 4 C por 1 h na ultracentrífuga 

Beckman
®
. Após a segunda ultracentrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento 

contendo as enzimas ligadas ao retículo endoplasmático liso (microssomos) foi 

homogeneizado em tampão fosfato de potássio dibásico 100 mM com 20% de glicerol e 

EDTA 1 mM (pH 7,4) a uma velocidade de aproximadamente 250 rpm. Os microssomos 

assim obtidos foram distribuídos em tubos para criogenia e congelados em nitrogênio 

líquido até o momento de uso. 

O motor do homogeneizador usado para a preparação microssomal foi da 

Novatécnica
®
 (Agitador Mecânico 110v modelo NT136 50W – 0,5A 60Hz). 

4.1.6 - Quantificação de Proteínas na Fração Microssomal 

A concentração total de proteínas nas amostras de fração microssomal das ratas 

controles e tratadas foi determinada usando o método de Bradford (1976), que se baseia na 

ligação do corante azul de Coomassie (Reagente de Bradford) à proteína, sendo a 

intensidade da cor do corante proporcional à concentração de proteínas da amostra. Padrão 

de proteínas e reagente de Bradford foram utilizados para construir a curva padrão do 

ensaio. A leitura de absorvância das diferentes concentrações do padrão (0,28, 0,56, 0,84 e 

1,4 mg/mL, além do branco) e das frações microssomais foi realizada por espectrofotometria 

a 595 nm na leitora de microplacas EZ Read 2000 Biochrom
®
.  

A concentração total de proteínas nas amostras foi expressa em mg de proteínas / 

mL. Os resultados representam a média de três leituras das concentrações do padrão e das 

amostras. 

4.1.7 – Atividade da CYP3A11 – Reação de N-desmetilação da Eritromicina 

Nesse estudo, avaliamos a atividade da ERITRO-d para investigar se o tratamento 

com o regime de doses de RIF aqui apresentado induzia CYP3A em ratas. 
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A reação foi feita em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, com volume de reação de 1 

mL em banho-maria com agitação Heto
®
 a 37C. O produto obtido, formaldeído, 

transformado em diacetil-dihidrolutidina (DDL) com a reação de Nash (1953), de cor 

amarela, e foi quantificado por espectrofotometria a 412 nm na leitora de microplacas EZ 

Read 2000 Biochrom
®

. 

Inicialmente, os tubos imersos em gelo continham solução tampão Tris 50 mM KCl 

150 mM (pH 7,4), eritromicina 1 mM e proteína (1mg/mL). Após 3 min de pré-incubação, o 

sistema regenerador de NADPH foi adicionado (β-NADP 0,4 mM; G6P 10 mM; G6PD 1 

U/mL and MgCl2 10 mM) para disparar a reação. Após 30 min, a reação foi finalizada com a 

adição de solução de ZnSO4 25% e solução de Ba(OH)2 saturado para precipitação de 

proteínas. Os tubos foram levados à centrifugação a 12.000 x g em centrífuga Hettich
®
 

modelo Mikro 220R por 10 min. Em seguida, 700 µL do sobrenadante foram retirados para 

novos tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, para onde foram adicionados 300 µL do reagente de 

Nash recém-preparado (acetato de amônio 2 M; ácido acético 0,05 M e acetilacetona 0,02 

M). Os tubos foram levados à estufa a 50 C por 30 min para a produção de DDL. O produto 

foi transferido para microplacas de 96 poços e levado à leitura da absorvância. 

Anteriormente ao ensaio, uma curva padrão com formaldeído foi construída: solução 

de formaldeído 1 µM em solução tampão Tris 50 mM KCl 150 mM (pH 7,4) para obter as 

concentrações de 1,562; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 nM. O branco foi constituído de 

água em tampão. 

A atividade da CYP3A11 foi expressa como nanomoles de formaldeído/mg de 

proteína/min. 

4.1.8 – Atividade da CYP2E1 – Reação de Hidroxilação do p-nitrofenol 

Às cubetas de poliestireno foram adicionados tampão fosfato de potássio dibásico 0,1 

M (pH 6,8); 0,2 mg/mL de proteínas e, em seguida, PNF para obter concentração final de 

0,1 mM. A cubeta foi pré-incubada por 5 min em banho-maria Heto com agitação à 37 C. 

Em seguida, foi adicionado o sistema regenerador de NADPH (glicose 6-fosfato 5 mM, 

glicose 6-fosfato desidrogenase 1 U/mL e -NADP 0,25 mM) para dar início à reação. Após 

5 min adicionais de pré-incubação, a cubeta foi levada ao espectrofotômetro Shimadzu 

UV1601
®

, conectado ao banho-maria Fanem
®
 modelo 116R com circulação externa, para 

manter a temperatura estável a 37 C. A reação, em comprimento de onda de 480 nm, foi 
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acompanhada em tempo real durante 10 min e após finalizada, as absorvâncias diferenciais 

(A = A0 – A10)) foram registradas.  

Para o cálculo da atividade da CYP2E1 (expressa em nanomoles de 4-

nitrocatecol/mg de proteína/min) foi utilizado o coeficiente de extinção molar de 3,57 

mM/cm (Allis & Robinson, 1994).  

Anteriormente a cada ensaio, 1 mL da solução de PNF 0,1 mM em tampão fosfato de 

potássio dibásico 0,1 M (pH 6,8) foi adicionado à cubeta de quartzo e levado ao 

espectrofotômetro para a construção da curva espectral do PNF na amplitude de 

comprimentos de onda entre 300 e 600 nm. Apenas após a confirmação do sinal de absorção 

máxima de luz característico do PNF, comprovando a total solubilização do substrato no 

tampão, o ensaio cinético tinha início. 

4.1.9 – Atividade de CYP2C11 – Reação de Hidroxilação do Diclofenaco 

4.1.9.1 – Padronização do Método no Animal Controle 

Para a padronização do ensaio da hidroxilação do diclofenaco (DCFh) em ratas no 

LTA, inicialmente construiu-se uma curva de proteína versus tempo com a fração 

microssomal da rata não tratada para estabelecer esses parâmetros (quantidade de proteína e 

tempo) para a otimização da reação.  

Concentrações de proteína de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/mL foram, portanto, utilizadas nas 

reações que ocorreram durante 10; 20 e 30 min: DCF para obter a concentração de 100 µM 

(substrato da reação preparado em Tris 100 mM, pH 7,5), Tris 20 mM (pH 7,5), solução de 

cofatores (cofatores e concentrações finais na reação: β-NADP 0,5 mM; G6P 1,24 mM e 

MgCl2 0,8 mM) e solução de G6PD para obter a concentração de 0,4 U/mL foram 

adicionados aos tubos tipo eppendorf de 1,5 mL para um volume final de reação de 250 µL.  

A reação ocorreu em banho-maria com agitação marca Heto
®
 a 37 ºC. Os tubos 

foram pré-incubados por 3 min, quando a reação teve início com a adição da fração 

microssomal diluída no tampão Tris para atingir as concentrações de uso.  

A reação foi interrompida aos 10, 20 ou 30 min, com a adição de uma solução de 

acetonitrila (94%) e ácido acético glacial (6%). Após cessada a reação, os tubos foram 

levados à centrifugação a 12.000 x g por 4 min para a precipitação de proteínas. Em seguida, 

foram retirados os sobrenadantes e levados ao congelamento em freezer a - 20 ºC até o 

momento das análises por CLUE-DAD-UV. 
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O controle negativo das reações de DCFh foi a mistura de reagentes que não 

continha a proteína, não havendo, portanto, a formação do produto final da reação, 4’OH-

DCF. 

Os valores quantitativos do produto da reação foram obtidos por CLUE-DAD-UV e 

expressos como µg/mL de 4’OH-DCF.  

4.1.9.2 – Comparação da Atividade entre os Animais Controle e Tratado 

 Após analisar os resultados do ensaio da DCFh com a rata controle, foram 

selecionadas as concentrações de 1 e 2 mg/mL de proteínas e o tempo de reação de 20 min 

para realizar o ensaio da atividade da DCFh e, por conseguinte, avaliar se o regime de doses 

da RIF usado nesse estudo havia provocado indução suficiente sobre a atividade da CYP2C, 

que permitisse o estudo do potencial inibidor dos derivados de ácidos cinâmicos e 

flavonoides sobre essa subfamília CYP.  

4.1.9.3 – Inibição de CYP2C em Rata Induzida 

Finalizado o processo de padronização do ensaio da DCFh utilizando a rata não 

tratada, e após evidenciada a indução de CYP2C na rata tratada com o regime de dose de 

RIF usado nesse estudo, teve início o estudo de inibição da reação de DCFh, utilizando as 

condições do ensaio já descritas. Nessa etapa, foi utilizada 1 mg/mL da fração microssomal 

e a reação ocorreu durante 20 min. 

4.1.9.4 - Inibição de CYP2C por Ácidos Fenólicos  

 Para os testes de inibição do CYP2C pelos derivados de ácidos cinâmicos, foram 

selecionadas as seguintes substâncias que podem ser encontradas no café: ácido cafeico, 

ácido p-cumárico, ácido ferúlico e ácido vanílico. O CGA disponível no laboratório não foi 

usado por estar impuro, provavelmente devido à degradação. A reação com CGA será feita 

em outra oportunidade. As substâncias foram solubilizadas em solução Tris 20 mM (pH 7,5) 

para a concentração final de 100 μM e seguindo as condições do ensaio já descritas.  

Nessa etapa, foi utilizada 1 mg/mL da fração microssomal e a reação ocorreu durante 

20 min. 

4.1.9.5 – Inibição de CYP2C por Flavonoides 

 Para os testes de inibição do CYP2C foram utilizados os flavonóides rutina, 

quercetina e hesperidina. As substâncias foram solubilizadas em solução Tris 20mM (pH 
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7,5), para obter a concentração final de 100μM e seguindo as condições do ensaio já 

descritas.  

Nessa etapa, foi utilizada 1 mg/mL da fração microssomal e a reação ocorreu durante 

20 min. 

4.1.10 - Atividade da rhCYP2C9*1 – Reação de Hidroxilação do Diclofenaco 

  A atividade da rhCYP2C9 foi padronizada no LTA, com a reação da hidroxilação do 

diclofenaco (DCFh). Para tal, foi utilizada a rhCYP2C9 alelo 1 (rhCYP2C9*1) expressa em 

baculovirus infectante de células de inseto, seguindo o protocolo do fabricante (BD 

Bioscience
®

), com algumas modificações.  

Inicialmente, a solução de rhCYP2C9*1 mantida em banho de gelo, foi distribuída 

em alíquotas em tubos para criogenia e rapidamente imersa em nitrogênio líquido para uso 

posterior. 

4.1.10.1 – Quantificação de Proteínas na Solução de rhCYP2C9*1 

A concentração total de proteínas na solução de 1 nanomol/mL de rhCYP2C9*1 foi 

determinada usando o método de Bradford (1976) como já descrito anteriormente, 

previamente à padronização do método de DCFh com o supersomo. 

A concentração total de proteínas na solução de rhCYP2C9*1 foi expressa em mg de 

proteínas/mL. Os resultados representam a média de três leituras das concentrações do 

padrão e da amostra. 

4.1.10.2 – Curvas de Proteínas com o Supersomo rhCYP2C9*1  

  A primeira etapa da padronização do método da DCFh com o supersomo 

rhCYP2C9*1 foi a construção de uma curva de proteínas com concentrações de 25; 50; 75 e 

100 picomoles/mL de rhCYP2C9*1.  

Foram adicionados aos tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, DCF para obter a 

concentração de 100 µM (substrato da reação preparado em Tris 100 mM, pH 7,5), Tris 20 

mM (pH 7,5), solução de cofatores (cofatores e concentrações finais na reação: β-NADP 0,5 

mM; G6P 1,24 mM; MgCl2 0,8 mM) e solução de G6PD para obter a concentração de 0,4 

U/mL. O volume final da reação foi de 250 µL. Os tubos foram pré-incubados por 3 min, 

quando a reação teve início com a adição da proteína rhCYP2C9*1.  
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A reação ocorreu em banho-maria com agitação marca Heto a 37 ºC, sendo 

interrompida após 10 min com a adição de uma solução de acetonitrila (94%) e ácido acético 

glacial (6%). Após cessada a reação, os tubos foram levados à centrifugação a 12.000 x g 

por 4 min para a precipitação de proteínas. Em seguida, foram retirados os sobrenadantes e 

levados ao congelamento em freezer a - 20 ºC até o momento das análises por CLUE-DAD-

UV. 

O controle negativo das reações de DCFh foi a mistura de reagentes que não 

continha a proteína, não havendo, portanto, a formação do produto final da reação, 4’OH-

DCF. 

Vale ressaltar que foi feita uma experiência piloto com concentrações de 12,5; 25; 50 

e 100 picomoles de CYP2C9*1, seguindo o mesmo protocolo já descrito, para selecionar a 

faixa de concentrações de CYP2C9*1 que seria usada. 

Após a análise dos resultados das curvas de concentrações da enzima versus o 

produto da reação (4’-OH-DCF), foi selecionada a concentração de 75 pmoles/mL de 

rhCYP2C9*1 para utilização nos estudos subsequentes. 

4.1.10.3 – Cinética Enzimática 

 Após selecionada a concentração de proteínas (75 picomoles/mL de rhCYP2C9*1) 

para o estudo da cinética enzimática, construiu-se uma curva com diferentes concentrações 

de substrato (DCF) na mistura de reação. Foram utilizadas as concentrações de 0,781; 

1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µM de DCF, seguindo o protocolo descrito acima.  

Os valores quantitativos do produto da reação foram obtidos por CLUE-DAD-UV e 

expressos como µg/mL de 4’OH-DCF.  

A representação gráfica da cinética enzimática foi realizada traçando os gráficos de 

Michaelis-Menten e, em seguida, o traçado de duplas recíprocas de Lineweaver-Burke, para 

cálculo de Km e Vmax.  

Os gráficos de Eadie-Hofstee e de Hanes-Woolf também foram construídos para 

confirmar os valores de Km e Vmax.   

A representação gráfica da cinética enzimática foi realizada com o software 

GraphPad Prism 5 for Windows, 2007. 
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4.2 – Análises cromatográficas 

 As análises por CLUE-DAD-UV foram realizadas no sobrenadante do meio 

reacional ou em solução com os padrões DCF e 4’OH-DCF. 

 As determinações quantitativas do 4’OH-DCF foram realizadas por CLUE-DAD-UV 

em equipamento Shimadzu Nexera® XR equipado com bomba binária LC-20AD, injetor 

automático SIL-20AF, forno CTO-20A, detector DAD-UV-VIS APD-20MA e controlador 

CBM-20A, no LTA. Os cromatogramas foram manipulados no programa Labsolutions. 

 Os parâmetros de validação seletividade, linearidade, limites de identificação e 

quantificação foram determinados de acordo com Instrução Normativa DOQ-CGCRE 008 

do INMETRO, 2008. 

4.3 – Análise estatística 

 Os resultados foram analisados pela ANOVA seguida do teste de comparações de 

Bonferroni, quando aplicável. As diferenças foram consideradas significativas quando P< 

0,05. 

5 – Resultados 

5.1 – Estado Geral dos Animais 

Durante o período de tratamento, as fezes e urinas dos animais que receberam RIF 

tomaram uma cor avermelhada e alaranjada, respectivamente. Essas alterações foram 

observadas no segundo e terceiro dias de tratamento, regredindo gradativamente até a 

coloração normal ao final do tratamento. 

No terceiro dia de tratamento, também foi notada perda de pelo dos animais, que 

prosseguiu até o final do tratamento. 

5.2 – Evolução Ponderal 

  O gráfico 1 mostra a evolução ponderal (ganho ou perda de peso) das ratas não 

tratadas e das que receberam a dose de 300 mg/kg de RIF durante o tratamento. 

 

 

 



47 
 

 

Gráfico 1. Evolução ponderal das ratas controles e tratadas com 300 mg/kg durante nove dias com rifampicina. 

 

Fonte. Autor, 2018. 

 O gráfico acima demonstra que os animais tratados com RIF exibiram perda de peso 

quando comparados aos animais que não receberam o tratamento, com excessão do WR2 

que apresentou ganho de peso, possívelmente este animal foi mais resistente ao tratamento 

que os demais. 

5.3 – Pesos Absolutos e Relativos dos Fígados 

O gráfico 2 mostra os pesos absolutos e o gráfico 3 mostra os pesos relativos dos 

fígados das ratas não tratadas (controles) e das que receberam a rifampicina durante nove 

dias. 

Gráfico 2. Pesos absolutos dos fígados das ratas controles e tratadas com 300 mg/kg durante nove dias com 

rifampicina.  

Fonte. Autor, 2018. 
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Gráfico 3. Pesos relativos dos fígados das ratas controles e tratadas com 300 mg/kg durante nove dias com 

rifampicina. 

 

Fonte. Autor, 2018. 

 

 Os gráficos 2 e 3 demonstraram que não houveram diferenças significativas dos 

pesos relativos e absolutos, respectivamente, dos animais tratados com RIF quando 

comparados aos  animais que não receberam tratamento. 

5.4 – Atividade de N-desmetilação da Eritromicina 

 A atividade da N-desmetilação da eritromicina (ERMd) foi avaliada para investigar 

se o tratamento com a RIF induziu a CYP3A nas ratas Wistar. Os resultados mostraram que 

as atividades foram de 1,29 e 1,87 nanomoles de formaldeído/mg de proteína/min nas ratas 

controles e tratadas, respectivamente. A atividade na rata tratada foi 1,45 vezes maior que na 

rata controle (não tratada).  O resultado está representado na Figura 7.  
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Figura 7. Atividades da N-desmetilação da eritromicina (nanomoles de formaldeído/mg de proteína/min) ) em 

microssomo de uma rata não tratada (controle) e uma rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina. 

 

 

 A Figura 7 demonstra que nos animais tratados com RIF  houve uma maior atividade 

na reação de N-desmetilação da eritromicina quando comparado ao controle. 

 

5.5 – Atividade de p-nitrophenol hidroxilase 

A atividade da hidroxilação do p-nitrofenol (PNPh) foi avaliada para investigar se o 

tratamento com a RIF induziu a CYP2E1 nas ratas Wistar. Os resultados mostraram que as 

atividades foram de 9,8 e 13,07 nanomoles de 4-nitrocatecol /mg de proteína/min nas ratas 

controles e tratadas, respectivamente. A atividade na rata tratada foi de 1,33 vezes maior que 

na rata controle (não tratada).  O resultado está representado na Figura 8. 
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Figura 8. Atividades da hidroxilação do p-nitrofenol (nanomoles de 4-nitrocatecol/mg de proteína/min) em 

microssomo de uma rata não tratada (controle) e uma rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina durante nove 

dias. 

 

Na Figura 8 está demonstrado que nos animais tratados com RIF  houve uma maior 

atividade na reação de PNPh quando comparado ao controle. 

5.6 – Atividade de hidroxilação do diclofenaco 

5.6.1 – Curvas de Proteína versus Tempo 

 Foram testadas concentrações de proteínas com os microssomos da rata não tratada 

(controle, não induzida) de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/mL em tempos de reação de 10, 20 e 30 min. 

Os resultados estão apresentados na Figura 9. 
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Figura 9. Concentrações de 4’-OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh com concentrações de 

proteínas de 0,25 (♦); 0,5 (▲); 1 (■) ou 2 (●) mg/mL) de microssomos hepáticos de rata não tratada versus 

tempo (10, 20 ou 30 min) de reação. 

 

 

 

A figura 9 demonstra que no tempo de 20 min, com as concentrações de proteínas de 

1 e 2 mg/mL durante a reação de DCFh, apresentaram resultados mais satisfatórios. 

As concentrações de 4’-OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh com as 

diferentes concentrações de proteínas com os três tempos de reação estão apresentadas no 

Quadro 2. 

Quadro 2. Concentrações de 4’-OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh com 0,25; 0,5; 1 

ou 2 mg/mL de proteínas durante 10, 20 ou 30 min de reação com microssomos hepáticos de rata não 

tratada (controle). 

 

Ptn (mg/mL) 

Tempo de reação (min) 

10 20 30 

0,25 0,91 ± 0,01 0,76 ± 0,02 0,80 ± 0,01 

0,5 0,82 ±0 ,02 1,48 ± 0,04 1,90 ± 0,06 

1 0,92  ± 0,01 1,69 ± 0,06 2,08 ± 0,23 

2 2,80 ± 0,08 3,51 ± 0,16 4,64 ± 0,09 

 

 Em seguida, as concentrações (µg/mL) de 4’-OH-DCF produzidas na reação de 

diclofenaco hidroxilase durante 20 min com 1 ou 2 mg/mL de proteínas em microssomos 
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hepáticos da rata não induzida foram comparadas às concentrações obtidas com os 

microssomos da rata tratada com RIF, como mostra a Figura 10, representada como gráficos 

de barras. A concentração de 4’-OH-DCF (µg/mL) usando a concentração de 1 mg/mL de 

proteínas foi considerada adequada para ser utilizada nas próximas etapas do estudo.  

Figura 10. Concentrações de 4’OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh com concentrações de 

proteínas  de 1 e 2 mg/mL de microssomos hepáticos de rata não tratada (controle) e de rata tratada com 300 

mg/kg de rifampicina durante nove dias durante 20 min de reação. 

 

          A figura 10 demonstra que, utilizando concentrações de proteínas de 1 e 2 mg/mL, 

uma maior produção de 4’-OH-DCF, quando utilizados microssomos de animais tratados 

com RIF comparados ao controle, optando-se pela concentração de 1 mg/mL para as demais 

reações de DCFh. 

             Os valores das concentrações de 4’OH-DCF (µg/mL) correspondentes à Figura 10 

estão apresentados no Quadro 3.  

 

Quadro 3.  Comparação das concentrações de 4’-OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh 

com 1 ou 2 mg/mL de proteínas durante 20 min de reação entre microssomos hepáticos de rata não 

tratada (controle) e rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina. 

 

Ptn (mg/mL) 

Microssomos hepáticos 

Rata não tratada Rata tratada  

1 2,25 ± 0,06  4,76 ± 0,03 

2 3,47 ± 0,01 7,03 ± 0,11 
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5.7 - Inibição de CYP2C por Ácidos Fenólicos 

 As atividades de DCFh dos microssomos hepáticos da rata tratada com rifampicina 

foram avaliadas mediante a adição dos ácidos cafeicos à reação para avaliar o potencial 

inibitório dessas substâncias sobre a atividade de CYP2C. O fluconazol, inibidor clássico da 

CYP2C9, foi utilizado como controle positvo no experimento. (Martignoni, et al.; 2006). Os 

resultados estão apresentados na Figura 11.  

 

Figura 11. Atividades de DCFh (ng de 4’-OH-DCF/mg proteína/min, Média ± S.E.M) durante 20 min de 

reação com 1 mg/mL de proteínas de microssomos hepáticos de rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina 

durante nove dias, na ausência (C, controle) e na presença dos ácidos presentes no café (cafeico, ferúlico, p-

cumárico e vanílico) e do fluconazol. Análise estatística (ANOVA seguida do teste de comparações de 

Bonferroni) mostrou que a: ≠ do fluconazol e b: ≠ do p-cumárico (P < 0,05).  

 

 

  

 A Figura acima demonstra que os ácidos fenólicos, não foram capazes de inibir a 

atividade da enzima quando comparado ao controle. 

Os valores das atividades de DCFh na ausência e na presença dos ácidos presentes no 

café e do fluconazol referentes à Figura 11 estão apresentados no Quadro 4. 
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Quadro 4. Atividades de DCFh (ng de 4’OH-DCF/mg proteína/min) durante 20 min de reação com 1 mg/mL de proteínas de 

microssomos hepáticos de rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina durante nove dias, na ausência (C, controle) e na 

presença dos ácidos presentes no café, e do fluconazol. 

Àcidos presentes no café 

 C cafeico ferúlico p-cumárico vanílico fluconazol 

µg de 

4’OH-

DCF/mL 

M±DP 

0,0124±0,0001  0,0123±0,0001 

 

0,0116±0,0005 

 

0,0127±0,0007  

 

0,0116±0,0007 

 

0,0094±0,0005 

 

C (controle)= Amostra com substrato (DCF) + microssomo 1 mg/mL no meio reacional e na ausência de 

ácidos fenólicos. 

 

5.8 - Inibição de CYP2C por Flavonoides 

 As atividades de DCFh dos microssomos hepáticos da rata tratada com rifampicina 

foram avaliadas mediante a adição de flavonoides à reação para avaliar o potencial inibitório 

dessas substâncias sobre a atividade de CYP2C. O fluconazol foi utilizado como controle 

positvo no experimento. Os resultados estão apresentados na Figura 12.  

Figura 12. Atividades de DCFh (ng de 4’-OH-DCF/mg proteína/min, Média±S.E.M.) durante 20 min de 

reação com 1 mg/mL de proteínas de microssomos hepáticos de rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina 

durante nove dias, na ausência (C, controle) e na presença de flavonoides (hesperidina, quercetina e rutina) e 

do fluconazol. Análise estatística (ANOVA seguida do teste de comparações de Bonferroni) mostrou que a: ≠ 

de C e b: ≠ do fluconazol (P < 0,05).  
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A Figura 12 demonstra que todos os flavonoides foram capazes de inibir a atividade 

da enzima quando comparado ao controle e ao fluconazol, de forma que a rutina apresentou 

melhor atividade inibitória. 

Os valores das atividades de DCFh na ausência e na presença dos flavonoides, ou do 

fluconazol referentes à Figura 10 estão apresentados no Quadro 5. 

Quadro 5. Atividades de DCFh (ng de 4’OH-DCF/mg proteína/min) durante 20 min de reação com 1 mg/mL de 

proteínas de microssomos hepáticos de rata tratada com 300 mg/kg de rifampicina durante nove dias, na ausência 

(C, controle) e na presença de flavonoides ou do fluconazol. 

Flavonoides 

 C Hesperidina Quercetina Rutina Fluconazol 

µg de 

4’OH-

DCF/mL 

M±DP 

0,0130±0,0014  

 

0,0107±0,0008  

 

0,0110±0,0002  

 

0,0103±0,0002  

 

0,0090±0,0005  

 

C (controle)= Amostra com substrato (DCF) + microssomo 1 mg/mL no meio reacional e na presença de 

flavonóides. 

 

5.9 – Curva de proteína de rhCYP2C9*1  

Testes preliminares foram realizados para verificar a concentração de supersomo (de 

25 a 100 picomoles/mL) adequada para investigar a cinética da reação de hidroxilação do 

DCF com o rhCYP2C9*1 com um tempo de reação de 10 min. Pode-se observar na Figura 

13 a formação do produto em relação à concentração de proteína.  
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Figura 13. Concentrações de 4’-OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh com concentrações de 

proteínas de 25; 50; 75 ou 100 picomoles /mL de rhCYP2C9*1.  

 

 

              

          A Figura 13 demonstra que, no tempo de 10 min de reação, a concentração de 

proteinas de 75 picomoles apresentou uma melhor linearidade quando comparado as demais, 

sendo utilizada nas demais reações com superssomas. 

          Os valores das concentrações de 4’OH-DCF (µg/mL) correspondentes à Figura 11 

estão apresentados no Quadro 6.  

Quadro 6. Concentrações de 4’-OH-DCF (µg/mL) produzidas na reação de DCFh com 25; 50; 75 ou 100 

picomoles/mL de rhCYP2C9*1 durante 10 min. 

Picomoles/mL 

 25 50 75 100 

µg de 4’OH-

DCF/mL 

M±DP 

1,02 ± 0,02 

 

2,33 ± 0,04 

 

5,67 ± 0,06 8,22 ± 0,06 

 

A concentração de 75 picomoles/mL mostrou-se adequada para a reação de 

hidroxilação do DCF e determinação dos parâmetros cinéticos da reação (Vmax e Km). 
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5. 10 – Cinética da Reação de Hidroxilação do Diclofenaco 

5.10.1 – Modelo de Michaelis-Menten 

A curva de Michaelis-Menten (MM), variando a concentração do substrato [S] de 

0,781 a 100 μM, e as respectivas velocidades (v) da reação de hidroxilação do diclofenaco 

utilizando 75 picomoles/mL de rhCYP2C9*1 estão apresentadas na Figura 14, onde estão 

assinaladas a Vmax, ½ da Vmax e Km. 

A curva MM foi traçada com o ajuste não linear do programa GraphPad Prism 5 

(R
2
=0,92) e os valores de Vmax e Km (Média ± E.P.M.) assim obtidos foram 4,05 µg/mg 

ptn/min e 8,5±1,4 μM, respectivamente. 

Figura 14. Representação gráfica (traçado de Michaelis-Menten versus [S] ) da cinética da reação de DCFh 

com 75 picomoles/mL de CYP2C9*1 humana recombinante e concentrações de substrato [S] de 0,781; 1,5625; 

3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µM, assinalando Vmáx, ½ Vmax e Km.  

 

 

5.10.2 – Traçado de Lineweaver-Burke 

 O traçado de duplas recíprocas de Lineweaver-Burke (1/v versus 1/[S]) foi elaborado 

seguindo as instruções do programa GraphPad Prism 5. 

Com a linearização por Lineweaver-Burke e ajuste pelo programa (R
2
 = 0,73) foi 

possível calcular a Vmáx (3,1 μg 4´-OH-DCF/ mg ptn/ min) e Km (2,59 μM). A Figura 15 

mostra as interseções nos eixos que correspondem à -1/Km (eixo x)  e 1/Vmáx (eixo y), bem 

como a angulação da reta (Km/Vmáx). 



58 
 

 

Figura 15. Traçado de duplas recíprocas de Lineweaver-Burke (1/v versus 1/[S]), assinalando -1/Km, 1/Vmáx e 

(Km/Vmáx) (angulação da reta).  

 

 

5.10.3 – Traçado de Eadie-Hofstee 

Em seguida, ainda utilizando o programa GraphPad Prism 5, procurou-se confirmar 

os valores de Vmáx e da constante de MM com base na regressão linear de Eadie-Hofstee (v 

versus v/[S], R
2 

= 0,6013). A Figura 16 representa esse traçado, assinalando os pontos de 

Vmáx, Vmáx / Km, bem como a angulação da reta (-Km). Os valores de Vmáx e Km foram 3,06 

μg 4´OH-DCF/ mg ptn/ min e 2,96 μM, respectivamente. 

 

Figura 16. Traçado de Eadie-Hofstee (v versus v/[S]), assinalando as interseções Vmáx, Vmáx/Km, bem como a 

angulação da reta (-Km).  
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 O traçado de Eadie-Hosfstee confirmou os valores encontrados para Vmáx e Km 

quando comparados ao traçado de Lineweaver-Burke, porém diferem dos valores 

encontrados por Michaelis-Menten, pelo porgrama GraphPad Prism 5. 

 

5.10.4 – Traçado de Hanes-Woolf 

No sentido de confirmar, mais uma vez, os parâmetros cinéticos da reação de 

hidroxilação do DCF com o CYP2C9*1 e ainda utilizando o programa GraphPad Prism 5, 

foi traçado o gráfico [S]/v versus [S] com base na regressão linear de Hanes-Woolf (R
2 

= 

0,99) (Figura 17). Na figura, estão assinalados os pontos de interseção –Km, Km/Vmáx, bem 

como a angulação da reta (1/Vmáx). Os valores encontrados foram 6,68 µM e 3,85 μg 4´-OH-

DCF /mg ptn/min para Km e Vmáx, respectivamente. 

 

Figura 17. Traçado de Hanes-Woolf ([S]/v versus [S], assinalando as interseções –Km, Km/Vmáx, bem como a 

angulação da reta (1/Vmáx).  

 

 

 O traçado de Hanes-Woolf confirmou o valor encontrado de Vmáx por Michaelis-

Menten, porém não confirmou o Km pelo programa GraphPad Prism 5. 
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5.11 - Método analítico 

5.11.1 - Condições de análise do DCF e do 4’-OH-DCF 

 

Os parâmetros analíticos para quantificação do 4’-OH-DCF por CLUE-DAD-UV 

foram determinados a partir de solução do padrão em água (50 µg/mL) e ensaios variando 

condições de fase móvel e fase estacionária, de acordo com a Quadro 10, mantendo estável a 

temperatura do forno (50
o
C) e volume de injeção que variou de 5 – 20 µL. 

 

 

O sistema de eluição com o melhor resultado em termos de fator de capacidade ou 

retenção (k’), simetria do sinal (~1), tempo de retenção (4’-OH-DCF 4,89 – 4,95 min; DCF 

8,32 – 8,40 min), melhor resolução (R = 6)  e tempo total de análise para separação do 

diclofenaco de sódio (DCF) e 4’OH-DCF foi alcançado com sistema de eluição por 

Quadro 7. Condições testadas para análise do 4’-OH-DCF 

 

 

Condição 

 

Fase Móvel (v/v) Fase Estacionária 

 

1 

 
Acetronitrila (50%) / 

 Água ultrapura acidificada (50%) 

 
Coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm 

i.d. x 5 μm) 

 

2 

 
Acetronitrila (70%) / 

 Água ultrapura acidificada (30%) 

 
Coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm 

i.d. x 5 μm) 

 

3 

 
Acetronitrila (75%) / 

 Água ultrapura acidificada (25%) 

 
Coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm 

i.d. x 5 μm) 

 

4 

 
Acetronitrila (78%)/   

 Água ultrapura acidificada (22%) 

 
Coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm 

i.d. x 5 μm) 

 

5 

 
Acetronitrila (70%)/  

 Água ultrapura acidificada (25%)/ MeOH 
(5%) gradiente 

 
Coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm 

i.d. x 5 μm) 

6 
kit Biosceince (Fase A 30% ACN, 70%  

Água ultrapura acidificada – Fase B 100% 
Metanol) gradiente 

Coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 i.d. 
mm x 5 μm) 

7 Sistema em gradiente, vide Quadro 11 Coluna Supelco Ascentis Express 
C18 (75 mm x 2,1 mm i.d. x 2,7 m) 
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gradiente, de acordo com a quadro 8, onde as condições cromatográficas para a análise 

foram obtidas por CLUE-DAD-UV, utilizando-se uma coluna Supelco Ascentis Express 

C18 (75 mm x 2,1 mm i.d. x 2,7 m); condição 7 (quadro 7), gradiente de eluição usando 

água ultrapura (Milli-Q-MiliREP) acidificada com ácido acético glacial (pH = 3.0), na fase 

móvel A e acetonitrila (ACN) na fase móvel B, com um fluxo de 0.25 g/mL, temperatura 

do forno 50°C e volume de injeção de 1 µL para um tempo de análise total de 17 min 

(Figura 18).  

 

 

Quadro 8. Sistema de gradiente usado para análise do 4’-OH-DCF por 

CLUE-DAD-UV. 

Tempo (minutos) Fase A (Água 

ultrapura) % 

Fase B (ACN) 

% 

0,0 – 0,10  70 30 

0,10 – 4,00 50 50 

4,00 – 6,00 30 70 

6,00 – 12,00 30 70 

12,01 – 17,00 70 30 
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Figura 18. Cromatograma  de análise do DCF (100 µg/mL, solução aquosa) obtido por CLUE-DAD-UV e 

com visualização em 275nm. 

 

 

O comprimento de onda (λ) máximo obtido por CLUE-DAD-UV no expectro de 

absoção ultravioleta do DCF foi de 275 nm (Figura 19) e para 4'-OH-DCF foi de 264 nm 

(Figura 20), com os tempos de retenção de 8,32 – 8,40 min e 4,89 – 4,95 min, 

respectivamente, demonstrando a completa separação das substancias, ou seja, a seletividade 

do método  (Figura 21). 

Figura 19: Espectro de absorção no ultravioleta do DCF obtido por CLUE-DAD-UV. 

 

 

Figura 20: Espectro de absorção no ultravioleta do 4’ OH-DCF obtido por CLUE-DAD-UV. 
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Figura 21: Cromatograma de análise do 4’-OH-DCF (25 µg/mL, em solução aquosa) e DCF (12,5 µg/mL, em 

solução aquosa) obtido por CLUE-DAD-UV . 

 

5.12 - Linearidade 

      As curvas analíticas obtidas para o 4’-OH-DCF foram feitas no intervalo de 

concentração de 3,125 a 50 g/mL. Os resultados obtidos das três curvas analíticas estão 

ilustrados na figura 22. As curvas de analíticas apresentaram correlação linear positiva, com 

r
2
 Dia 1 = 0,9935, r

2
 Dia 2 = 0,9972, r

2
 Dia 3 = 0,9903. A fórmula abaixo foi obtida por regressão 

linear e utilizada para a quantificação do 4’OH-DCF, tendo sido calculada pela média e 

desvio padrão dos coeficientes lineares e angulares das três equações, obtidas nos três 

diferentes dias:  

200,0 225,0 250,0 275,0 300,0 325,0 350,0 375,0 nm -10 
0 

10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 

100 
110 

mAU 
 4,906/ 1,00 

267 
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Figura 22: Curvas analíticas obtidas para quantificação do 4’-OH-DCF no intervalo de concentração de 3,125 

a 50 μg/mL, em 3 dias diferentes. 

 

 

5.13 - Limite de Detecção 

 O Limite de detecção (LD) encontrado para o 4’-OH-DCF foi de 100 ng/mL, obtido 

por meio da técnica de diluição sucessiva (figura 23 A, B) e razão sinal/ ruído de linha base 

igual a 3. 

Figura 23A: Cromatograma obtido para o 4’-OH-DCF 

no limite de detecção. 

Figura 23B: Cromatograma expandido obtido para o 

4’-OH-DCF no limite de detecção, com destaque para o 

sinal do analito. 
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5.14 - Limite de Quantificação 

O Limite de Quantificação (LQ) encontrado para o 4’OH-DCF foi de 150 ng/mL, 

obtido por meio da técnica de diluição sucessiva (figura 24 A, B ) e razão sinal/ruído de 

linha base igual a 10. 

Figura 24A: Cromatograma do 4’-OH-DCF no limite 

de quantificação. 

 

Figura 24B: Cromatograma expandido do 4’-OH-

DCF no limite de quantificação. 
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6 – Discussão 

      As enzimas do citocromo P450 (CYP) são responsáveis pelo metabolismo de 

fármacos, substâncias químicas e substratos endógenos, amplamente distribuídos nos 

diferentes tecidos do corpo humano como fígado, intestino, pulmão e rins (Krishna & Klotz, 

1994). Estudos de inibição in vitro das enzimas CYPs, especialmente os relevantes para 

predições farmacocinéticas e para a escolha dos substratos para a otimização são complexos, 

devido à diversidade das interações substrato-inibidor de algumas dessas enzimas 

(Kenworthy et al., 1999; Kumar et al., 2006; Foti & Wahlstrom, 2008).  

As reações de N-desmetilação da eritromicina e de hidroxilação do p-nitrofenol 

foram utilizadas para avaliar a resposta do tratamento com RIF. Por exemplo, estudos 

conduzidos por Mahnke e colaboradores (1996) em ratos machos e femeas com 

dexametasona, pregnenolona-16α-carbonitrila ou fenobarbital (uma injeção de 100 mg/kg 

i.p./3 dias) demonstraram in vivo  que as proteínas CYP3A foram fortemente induzidas em 

microssomas hepáticos com dexametasona. 

Os achados de Oesch e colaboradores (1996) demonstraram que as propriedades 

indutoras da RIF na subfamília CYP3A ocorrem no rato após altas doses de RIF. Doses 

abaixo de 200 mg/kg/dia não se mostraram eficazes em estudos anteriores. Doses acima de 

250 mg/kg/dia indicam que existe uma dose limite para indução do CYP. A RIF comportou-

se como um forte indutor da CYP3A no fígado de ratos, demonstrando uma indução desta 

subfamília de 1,8-2,5 vezes. 

Kim e colaboradores (2007) trataram ratos com acetominofeno (i.p.500 mg/kg). 

Após 18h o tratamento foi observado um aumento na expressão da CYP2E1 de 65% e um 

aumento significativo do CYP3A. 

Zerilli e colaboradores (1997) realizaram um estudo em que ratos Wistar foram 

tratados com duas famílias de indutores: o pirazol conhecido por induzir o CYP2E1 e 

dexametasona que induz o CYP3A. O estudo mostra que o tratamento com pirazol 

(80mg/kg/dia, i.p./ 4 dias) aumentou a atividade de PNPh em cerca de 2,5 vezes comparado 

ao controle. 

Nessa dissertação, ratas Wistar foram tratadas com RIF 300 mg/kg/dia por 9 dias 

(v.o.) onde foi demonstrado que a atividade do PNPh foi aumentada em 1,33 vezes. Tal 
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resultado está bem relacionado com o da literatura e pode ser justificado pelo achado de 

Moreal e colaboradores (1999), que tratou ratos e ratas Sprague – Dawley com seis 

diferentes indutores do CYP2E1 e constatou que os efeitos dos indutores de CYP2E1 em 

função do sexo mostram que os machos exibem aumentos mais significativos nas atividades 

do PNPh do que as fêmeas. 

No presente estudo, a atividade da N-desmetilação da eritromicina (ERMd) foi 

avaliada para investigar se o tratamento com a rifampicina induziu a CYP3A nas ratas 

Wistar. Os resultados mostraram que as atividades foram de 1,29 e 1,87 nanomoles de 

formaldeído/mg de proteína/min nas ratas controles e tratadas, respectivamente. A atividade 

na rata tratada foi 1,45 vezes maior que na rata controle. Esses resultados demonstram que a 

indução da subfamília CYP3A realizada nesta dissertação está de acordo com os dados da 

literatura.  

Em outro estudo, Oesch e colaboradores (1996) verificaram que após 5 dias de 

tratamento com RIF foram observados hipotermia, dispneia, redução de atividade 

espontânea, perda de peso corporal, redução do consumo de alimentos e tremor. Após 10 

dias, dois animais do grupo de dosagem média (300 mg/kg/dia) e três animais do grupo de 

dosagem alta (450 mg  de RIF/kg/dia) haviam morrido. Os animais tratados desta 

dissertação, seguindo o modelo 300 mg/kg/dia, apresentaram perda de peso, coloração 

alaranjada nas fezes e urina e perda de pelos, como descrito na literatura, porém, nenhum 

animal veio a óbito. Esse resultado pode ser atribuido pelo intervalo de dois dias entre a 

quinta e sexta administração da RIF e por não ter extrapolado de doses acima de 300 

mg/kg/dia. 

Kimura e colaboradores (2010) realizaram um trabalho utilizando rhCYP3A4 e 

rhCYP2C9 (BD Guentest
®
) (10 picomoles/mL) em cada teste para avaliar a hidroxilação dos 

substratos testosterona e diclofenaco, respectivamente, em um sistema de regeneração de 

NADPH em 1h de incubação. Os valores de km obtidos pela equação de Michaelis-Menten 

foi de 17,4 μM para a 6β-hidroxilação da testosterona por rhCYP3A4 e 2,4 μM para a 4’-

OH-DCF por rhCYP2C9. 

Zi e colaboradores (2010) realizaram estudos de cinética com DCF variando a 

concentração de 0,25 – 160 μM em sistema regenerador de NADPH, pré incubados por 5 

min e adicionadas as enzimas CYP2C9*1 (0,5 mg/mL) e CYP2C9*3 (1,0 mg/mL) com 

tempos de incubação de 5, 10 e 15 min para CYP2C9*1, CYP2C9*3 e CYP2C9*13, 
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respectivamente. Os valores de km obtidos foram 5,5 mM, 13,1 mM e 24,1 mM para 

CYP2C9*1, CYP2C9*3 e CYP2C9*13, respectivamente. Esses valores de km foram 2,4 e 

4,4 vezes maiores para CYP2C9*3 e CYP2C9*13, respectivamente, do que a do tipo 

selvagem. No entanto, estudos anteriores como de Yamazaki e colaboradores (1998), 

obtiveram o valor de km 1,8 μM  e o de Ierir e colaboradores (2000), registraram o valor de 

km 2,03 μM, para o tipo selvagem (CYP2C9*1). Portanto, há registro de diferenças nos 

valores de km da CYP2C9*1 na literatura. 

No presente estudo para a determinação da cinética, as concentrações do substrato 

(DCF) foram variadas de 0,781 – 100 μM, com sistema similar de regeneração de NADPH, 

uma pré incubação de 3 min e adicionado 75 picomoles/mL (~0,08 mg/mL) da rhCYP2C9*1 

(BD Bioscience
®
), para um tempo de incubação de 10 min. Os valores de km  (8,5±1,4 μM) e 

Vmáx (4,05 µg/mg ptn/min) foram determinados pela equação de Michaelis-Menten. Com a 

linearização de Lineweaver-Burke foi possível calcular a Vmáx=3,1 µg/mg ptn/min e 

km=2,59 μM, confirmado pela equação de Eadie-Hofstee (km=2,96 μM e Vmáx=3,06 µg/mg 

ptn/min ). A equação de Hanes-Woolf, não confirmou os valores encontrados por Eadie-

Hofstee (km=6,68 μM e Vmáx=3,85 µg/mg ptn/min). O programa GraphPad Prism 5 

recomenda a não utilização por duplo recíproco (Lineweaver-Burke) para demonstrar 

resultados mais precisos, pois distorcem os valores do experimental. Recomenda-se, assim, 

um método de regressão não linear. Portanto, o método do presente estudo se mostrou 

excelente e reprodutivo, quando comparado à literatura. 

Martignoni e colaboradores (2006) descrevem que em ratos, a família CYP2C possui 

várias isoformas (CYP2C6, CYP2C7, CYP 2C11, CYP2C12, CYP2C13, CYP2C22 e 

CYP2C23), sendo que as diferenças na expressão destes CYPs se mostram relacionados ao 

sexo e são regulados pelo desenvolvimento de forma que se manifestam em animais adultos. 

O CYP2C12 é altamente expresso nos fígados de ratos adultos fêmeas, já o CYP2C11 é a 

isoforma predominante em ratos machos, compreendendo até 50% do teor total de CYP. Em 

humanos CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19 humanos são isoformas indutíveis por compostos 

conhecidos por ativar o receptor pregnano X (PXR), como rifampicina e dexametasona, ou o 

receptor androstano constitutivo (CAR), como o fenobarbital. Portanto, o CYP2C12 pode ter 

sido a isoforma que foi induzida durante o tratamento com RIF. 

Breinholt e colaboradores (2002) utilizaram preparações microssomais extraídas de 

um pool de 4 figados de camundongos fêmeas C57BL/6N induzidos com Aroclor-1254 (i.p. 
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500 mg/kg) durante 5 dias. Os autores estudaram o metabolismo dos flavonoides hesperetina 

(flavanona), tamarixetina (flavonol), kaempferol (flavonol), naringenina (flavanona) e 

apigenina (flavona), onde a concentração de proteína induzida utilizada durante a incubação 

foi de 1 mg/ml (tanto para a fração microssomal quanto para a CYP recombinante), tal qual 

usado nesta dissertação. Os autores demonstraram que a CYP1A2 recombinante foi capaz de 

metabolizar todos os flavonoides testados. Nesse mesmo estudo foi demonstrado a 

desmetilação da tamarixetina (flavonol, metoxilado na posição 4´) pela CYP2C9, enquanto a 

CYP2D6 não interferiu no metabolismo dos flavonoides analisados. Portanto, em humanos, 

é possível, segundo os autores, que os flavonoides hesperetina, tamarixetina, kaempferol, 

naringenina e apigenina, presentes na dieta humana, sejam metabolizados principalmente 

pela CYP1A2. 

Umathe e colaboradores (2008) se propuseram a avaliar o efeito da quercetina sobre 

o CYP3A, testando a hipótese de que a farmacocinética da pioglitazona poderia ser alterada 

na presença deste flavonoide, que é metabolizada via CYP3A4 em humanos. As 

investigações revelaram que a quercetina inibiu de forma dependente a atividade da enzima 

CYP3A. 

Kimura e colaboradores (2010) utilizaram 60 polifenois para avaliar atividades 

inibitorias na 6β-hidroxilação da testosterona pela rhCYP3A4 e a 4’OH-DCF pela 

rhCYP2C9. A concentração testada para as substâncias fenólicas foi de 100 μM e obtiveram 

forte atividade inibitória (>80%) para cumarinas, flavonas e flavonois em ambas as enzimas. 

Todas as flavanonas, chalconas e isoflavonas demonstraram fraca atividade inibitória 

(<50%). Flavonoides glicosilados demonstraram fraca inibição para ambas as enzimas 

(<55%). Entre as antocianidinas e monoterpenos testados apresentaram uma pequena 

atividade da enzima rhCYP2C9.  

Nesta dissertação testou-se os flavonoides rutina, hesperidina e quercetina e os 

ácidos fenólicos; ácidos cafeico, ferúlico, vanílico e p-cumárico, todos na concentração de 

100 μM para avaliar a atividade inibitória da CYP2C11/12 de microssomos de ratos Wistar, 

na reação de hidroxilação do DCF em 4’OH-DCF. Todos os flavonoides inibiram a 

conversão, porém a rutina se apresentou como o flavonoide mais ativo (21%). Os derivados 

do ácido cinâmico não inibiram a CYP2C11/12, exceto o ácido ferúlico, que demonstrou 

uma discreta inibição. A rutina é um flavonol glicosilado, portanto, o resultado alcançado 

está de acordo com o trabalho de Kimura e colaboradores (2010). 
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Zi e colaboradores (2010) utilizaram para estudo da cinética do DCF uma coluna 

Argilent Technologies C18 (250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 m), com fase móvel de água 

ultrapura acidificada com ácido perclórico com 20% de ACN e metanol (70:30 v/v), fluxo 

de 0,8 mL/min e temperatura do forno em 40°C; expectro de absorção ultravioleta detectado 

em 280 nm do DCF, tempos de retenção de 14,5 e 18,5 min para o 4’OH0-DCF e DCF, 

respectivamente. 

Outro estudo conduzido por Kimura e colaboradores (2010) utilizou coluna YMC-

Pack ODS a-302 (150 mm  x  4,6 mm i.d.), fluxo de 1,0 mL/min, temperatura do forno em 

40°C e um sistema de gradiente de eluição usando na fase móvel (A) água, acetonitrila e 

ácido fórmico (69:30:1) e na fase móvel (B) metanol; com expectro de absorção ultravioleta 

detectado em 280 nm, para o DCF e um tempo total de análise de 20min. 

Os melhores resultados para o método analítico desenvolvido neste estudo, foram 

alcançados com coluna Supelco Ascentis Express C18 (75 mm x 2,1 mm i.d. x 2,7 m), 

gradiente de eluição usando água ultrapura (Milli-Q-MiliREP) acidificada com ácido acético 

glacial (pH = 3.0), na fase móvel (A) e acetonitrila (ACN) na fase móvel (B), com um fluxo 

de 0,25 mL/min, temperatura do forno em 50°C e volume de injeção de 1,0 µL para um 

tempo de análise total de 17 min. O método desenvolvido demonstrou excelente 

seletividade, simetria de sinal, resolução para separação do DCF e do 4’OH-DCF, 

linearidade, menor tempo de análise, a não necessidade do uso de metanol na fase móvel e, 

principalmente, menor consumo de fase móvel (cerca de 4 mL/corrida). Dessa forma, o 

método desenvolvido possui claras vantagens em relação aos métodos de análise do produto 

de hidroxilação do DCF publicados na literatura.  
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7- Conclusões 

A utilização de rifampicina possibilitou a indução do CYP2C em ratas Wistar, 

conforme experimentos publicados anteriormente. 

O modelo experimental bioquímico desenvolvido se mostrou eficiente para estudos 

de cinética enzimática com rhCYP2C9*1 e microssomos. Foi possível estabelecer o método 

experimental com condições específicas para a concentração dos reagentes e substratos, 

temperatura e tempo de incubação. Assim, o protocolo desenvolvido apresenta-se como um 

novo método de experimentação in vitro para futuros estudos com CYPs e rhCYPs no LTA.  

O método analítico desenvolvido e validado se mostrou eficaz para análises futuras 

com superssomos ou frações microssomais hepáticas, já que possibilitou estudar um modelo 

de inibição enzimática na subfamília CYP2C. 

Dentre os fenólicos testados, apenas a rutina apresentou inibição da CYP2C que pode 

ser considerado relevante. Este flavonoide pode ser encontrado em frutas, vegetais, 

medicamentos para tratamento de varizes e dores nas pernas. A co-injestão da rutina com 

outros fármacos metabolizados pelo CYP2C é um achado farmacocinético importante e que 

deve ser investigado melhor.  

São necessários mais estudos com esse modelo de experimento para se determinar 

possíveis interações farmacocinéticas entre substâncias da dieta humana e fármacos que 

possam levar à ineficácia farmacológica ou surgimento de eventos indesejáveis. 
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ANEXO - PREPARO DAS SOLUÇÕES E ENSAIOS DE ATIVIDADE 

 

1 - Ensaios de atividade da rhCYP2C9*1 

      Os ensaios de atividade com a rhCYP2C9*1 (BD Supersomes
TM

, catálogo nº 

456258, tamanho 0,5 nmol) em tubo tipo eppendorff de 1,5 mL para o volume final de 

reação de 250 µL. 

      Adicionar a cada tubo eppendorff 1,5 mL em banho de gelo: 

 Tampão TRIS 20 mM pH 7,5                  – 153,75 µL 

 DCF 0,4 mM                                            –     62,5 µL 

 rhCYP2C9*1  (75 picomoles/mL)         –    18,75 µL 

      Levar ao banho-maria (modelo SBD50A CE 110 v) para pré incubação, sob agitação 

a 37°C por 3 min. Após isso, adicionar ao tubo 1,5 µL de uma solução de co-fatores (4,7 µL 

de β-NADP 20 mg/mL + 4,7 µL de G6P 20 mg/mL + 3,1 µL de MgCl2 13,3 mg/mL + 2,5 

µL G6PD 40 U/mL) para iniciar a reação, após 10 minutos, a reação é parada com 50µL da 

solução de Acetonitrila (ACN) 94% + Ácido Acético Glacial (AAG) 6%. Levar ao banho de 

gelo, depois centrifugar a 12.000 x g por 10 minutos a 5°C, retirar o sobrenadante para 

análise em CLAE-DAD-UV. 

 

2 - Quantificação de Proteínas da rhCYP2C9*1 

      Para a quantificação de proteínas, utilizar o método de Bradford que se baseia na 

ligação do corante à proteína provoca uma mudança da coloração à azul brilhante, no 

máximo de absorção do corante de 465 para 595 nm, e o aumento na absorção a 595 nm que 

é monitorado (Bradford, 1976). O BSA é utilizado como padrão em várias diluições (0,28 

mg/mL, 0,56 mg/mL, 0,84 mg/mL e 1,4 mg/mL, além do branco) em triplicatas, analisadas 

em expectrofotômetro com leitor de micro-placa de 96 poços, adicionando-se a amostra a ser 

investigada (rhCYP2C9*1) também em triplicata. 

      Após análise das amostras em expectrofotometro traçar a curva padão e apartir da 

equação da reta (y=a+bx). 
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3 - Indução da CYP2C11/12 em Ratos Wistar por Rifampicina 

3.1 - Preparo da suspensão da Rifampicina 

      A rifampicina (RIF) foi gentilmente cedida por Farmanguinhos/Fiocruz para o 

experimental, diariamente foi preparada a suspensão aquosa diluida em 0,5% de 

carboximetilcelulose e 0,4% de tween 40, onde as doses foram expressadas em mg/kg. 

 

3.2 – Tratamento dos Animais 

      Para a indução da CYP2C11/12 em modelo animal, foram utilizadas 6 ratas wistar, 3 

tratadas com RIF (identificadas como WR1, WR2 e WR3) e 3 controles (identificadas como 

WC1, WC2 e WC3) em idade adulta, pesando entre 190 a 210 gramas, preservando o 

suprimento de água, ração e overnight. As ratas tratadas receberam, por gavagem, durante 6 

dias 300mg RIF/kg/dia, nos últimos 3 dias de tratamento a dose foi fracionada em 2 doses 

diárias de 150mg RIF/kg/dia. No décimo dia foi realizada a eutanásia dos 6 animais com 

CO2, retirados seus fígados em banho de gelo, pesados, identificados e congelados em 

nitrogênio líquido (NL2) até o dia do uso (adaptado de Oesh et al., 1996). 

 

4 - Determinação de Peso Relativo do Fígado dos Animais 

  Para determinar o peso relativo dos animais tratados com RIF e dos controles, 

utilizou-se como base o peso do órgão no dia da eutanásia. Os pesos foram os seguintes: 7,9 

g, 7,5 g e 8,14 g, respectivamente dos animais controles (WC) WC1,WC2 e WC3; 7,12 g, 

8,71 g e 8,95 g, respectivamente dos animais tratados (WR) WR1, WR2 e WR3. Foi 

realizado um cálculo, onde se dividia o peso de cada órgão pelo peso do animal 

correspondente no dia da eutanásia.  

 

5 - Preparo da Fração Microssomal Hepática de Ratos 

Fígados individuais de ratos foram retirados do reservatório de NL2 e transferidos 

para placas de Petri em banho de gelo. Os órgãos foram pesados, lavados com solução de 

sacarose 250 mM gelada e transferidos para homogeneizador de vidro com capacidade de 50 
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mL, previamente imerso no gelo. Foi acrescentado um volume de solução TRIS 100 mM / 

KCl 150 mM pH 7,4 igual a 4x o peso do órgão, a homogeneização foi de 10x com pistilo 

de teflon adaptado ao homogeneizador de tecido, transferido para tubos de ultracentrífuga (2 

tubos para cada animal, completado com TRIS 100 mM / KCl 150 mM pH 7,4 (solução 

gelada) para balancear os tubos) previamente gelados, feito a centrifugação a 11.500 rpm 

por 30 min a 4°C (modelo Beckman XL-90 (rotor 70.1 Ti do INCQS). Após a centrifugação 

o sobrenadante foi retirado e filtrado em gase adaptada ao becker no gelo, depois o 

sobrenadante é filtrado e transferido para tubos de ultracentrífuga, previamente gelados, e 

completados com solução TRIS 100mM / KCl 150mM pH 7,4 (solução gelada) para 

balancear os tubos e ultracentrífugados a 38.200 rpm por 60 min a 4°C (modelo Beckman 

com rotor 70.1 Ti do INCQS), desprezar o sobrenadante e acrescentar aos tubos 4 mL de 

solução TRIS 100 mM / KCl 150 mM pH 7,4 (solução gelada), descolar os sedimentos com 

espátulas finas e transferidos para o homogeneizador de capacidade de 15 mL, 

homogeneizado 10x, transferir o homogeneizado para tubos de ultrcentrífuga, acrescentar ao 

homogeneizador de capacidade de 15 mL, 2 mL de solução TRIS 100 mM / KCl 150 mM 

pH 7,4 (solução gelada) e homogeneizar 5x. Transferir o homogeneizado para tubos de 

ultracentrífuga e repetir o processo de ultracentrifugação para cada amostra. O sobrenadante 

foi desprezado e acrescentado ao tubo 1 mL de tampão Fosfato de potássio dibásico 

(K2HPO4) 100 mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4 (solução gelada), foi 

descolado o sedimento com espátulas finas e transferido para homogeneizador de 

capacidade de 5 mL, homogeneizado 10x, medir o volume produzido com pipeta e 

transferidos para tubos de ensaio previamente gelados. Pipetar o volume diferencial de 

tampão  Fosfato de potássio dibásico (K2HPO4) 100 mM com 20% de glicerol e EDTA 1 

mM pH 7,4 (solução gelada) para completar 2 mL e transferir ao homogeneizador de 

capacidade de 5 mL, homogeneizar 5x e transferir para o mesmo tubo de ensaio em banho 

de gelo. Transferir alíquotas de 300 µL para tubos de criogenia, previamente em banho de 

gelo, identificados com caneta permanente e guardados em NL2 até o momento do uso. 
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5.1 – Preparo das Soluções e Tampões da Fração Microssomal Hepática de Ratos 

5.1.1 - Solução de sacarose 250 mM 

No dia do uso pesar 21,4 g de Sacarose (ISOFAR - Ref. 741, Peso Molecular = 

342,30 g/mol), solubilizar em água destilada e completar para 250 mL. 

 

5.1.2- Solução Tris 1 M 

Pesar 60,57 g de TRIS (Merck – ref. 1.08382.0500, Peso Molecular = 121,4 g/mol), 

solubilizar em água destilada, completar para 500 mL e guardado em geladeira até o 

momento do uso. 

 

5.1.3 - Solução Tris 100 mM / KCl 150 mM pH 7,4 

No dia do uso, pipetar 50 mL da solução TRIS 1 M para proveta de 500 mL, 

adicionado água destilada e 5,59 g de KCl (Merck – Ref. 1.04936.1000, Peso 

Molecular = 74,55 g/mol), solubilizar e completar para 450 mL, o pH ajustar para 

7,4 com HCl 2 N e completado o volume para 500 mL, Manter em banho de gelo. 

 

5.1.4 - Tampão Fosfato de Potássio dibásico (K2HPO4) 1 M 

Pesar 87,09 g de Fosfato de Potássio dibásico (Merck – Ref. 1.05101.1000, Peso 

Molecular = 174,18 g/mol), solubilizar em água destilada, completado para 500 mL e 

guardar em geladeira até o momento do uso. 

 

5.1.5 - Tampão Fosfato de Potássio monobásico (KH2PO4) 1 M 

Pesar 34,02 g de Fosfato de Potássio monobásico (Merck – Ref 1.04873, Peso 

Molecular = 136,08 g/mol), solubilizado em água destilada, completado para 250 mL 

e guardado em geladeira até o momento do uso. 
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5.1.6 - Solução EDTA 100 mM 

            Pesar 0,74 g de EDTA (Sigma – Ref E5134-100, Peso Molecular = 372,24 g/mol), 

solubilizado em água destilada, completado para 20 mL e guardado em geladeira até o 

momento do uso. 

 

5.1.7 -Tampão Fosfato de Potássio dibásico (K2HPO4) 100 mM com 20% de glicerol 

e EDTA 1 mM pH 7,4 

            No momento do uso, pipetar 25 mL do Tampão Fosfato de Potássio dibásico 

(K2HPO4) 1M para uma proveta de 250 mL, adicionado 50mL de glicerol (Merck – Ref. 

1.04092.1000, Peso Molecular = 92,10 g/mol) e 2,5mL da solução de EDTA 100 mM, 

completados para 200 mL e ajustado o pH para 7,4 com Tampão Fosfato de Potássio 

monobásico 100 mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM, completado para 250 mL e 

mantido em banho de gelo. 

 

5.1.8 - Tampão Fosfato de Potássio monobásico (KH2PO4) 100 mM com 20% de 

glicerol e EDTA 1 mM pH 7,4 

            No momento do uso, pipetar 10 mL do tampão Fosfato de Potássio monobásico 

(KH2PO4) 1M para uma proveta de 100 mL, adicionados 20 mL de glicerol e 1 mL de 

solução EDTA 100 mM, completados para 100 mL e mantido em banho de gelo. 

 

5.1.9 - Solução Tampão KH2PO4 50mM / NaCl2 mM pH 7,2 

            No momento do uso, pesar em Becker 0,680 g de KH2PO4 e 0,876 g de NaCl2 e 

solubilizar em 60 mL de água destilada. O pH foi ajustar para 7,2 com KOH 10% e 

avolumar para 100 mL. 
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 6 – Quantificação de proteínas dos Microssomos Hepáticos de Ratos 

      Foram realizadas várias diluições das amostras WC1 e WC1 em solução tampão de 

KH2PO4 50mM / NaCl2 mM pH 7,2, para determinar a melhor condição a ser utilizada para a 

quantificação de proteínas, onde a diluição 1:20 que permitiu atribuir os valores de 33,83 mg 

ptn/mL para o WR1 e 30,62 mg ptn/mL para WC1, Através da curva padrão de BSA, pelo 

método de Bradford (1976) como descrito anteriormente.  

 

    6.1 – Condições para os Ensaios com Microssomos 

     A melhor condição escolhida para os ensaios com microssomos foi com a 

concentração de 1 mg/mL a 37°C por um tempo de reação de 20 min. Adicionou-se a cada 

tubo tipo eppendorff de 1,5 mL: 

 Tampão TRIS 20 mM pH 7,5 – 109,4 µL 

 DCF 0,4 mM                           -   62,5 µL 

 WR1/WC1 1 mg/mL               -   62,5 µL  

 Sol. de Cofatores                     -   15,6 µL 

Para um volume final de reação de 250 µL. Após os 20 min de incubação em banho-maria, 

sob agitação, a reação foi parada com a adição de 50 µL de solução contendo ACN 94% + 

AAG 6%. Os tubos foram colocados em banho de gelo até a centrifugação a 12.000 x g a 

5°C por 10 min, retirado o sobrenadante e congelados a -20°C até o momento da análise em 

CLAE-DAD-UV. 

 

     6.2 – Micro Ensaio da Atividade de Eritromicina-Desmetilase (ERMd) 

      A Eritromicina-Desmetilase (ERMd) em microssomos é uma reação que mede a 

velocidade de formação de formaldeído. Esta reação funciona como um marcador seletivo 

para as reações enzimáticas catalisadas pelo CYP3A (Watkins et al., 1985; Berg-Candolfi, 

1996). 
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7 - Soluções: 

      7.1 – ETS 

7.1.1 - β-NADP 0,4 mM ([ ] final) Sigma N0505 – Peso Molecular=765,40 g/mol 

Preparo do β-NADP 25 mM em tubo eppendorff de 2 mL (pesando 0,037 g β-NADP 

e acrescentar 2 mL de solução TRIS 50mM / KCl 150 mM pH 7,4, homogeneizar em 

vortex e guardar a -20°C (16 µL p/poço). 

7.1.2 – G6P 10 mM ([ ] final) Sigma G7250 – Peso Molecular=340,1 g/mol 

Preparo do G6P 500 mM em tubo eppendorff de 2mL (pesar 0,3 g G6P e acrescentar 

2 mL de solução TRIS 50 mM/KCl 150 mM pH 7,4, homogeneizado no vortex e 

guardar a -20°C (20 µL p/poço). 

            7.1.3 – G6PD 1U ([ ] final) Sigma Ref. G-6378 

 Preparar como 1U/10 µL em tampão K2HPO4 100 mM pH 7,8, 10 µL p/poço. 

7.1.4 – MgCl2 10 mM ([ ] final) Merck Ref. 21561 – Peso Molecular=203,30 

g/mol 

Preparar MgCl2 1 M, pesar 1,015 g de MgCl2 em Becker e completar para 5 mL com 

água mili-Q, 10 µL p/poço. 

7.1.5 – Tampão TRIS 50 mM/KCl 150 mM (TRIS Merck Art.8382 – Peso 

Molecular=121,14 g/mol 

Preparo do TRIS 1 M, pesar 12,11 g para 100 mL, diluído de 1:20, retirado 5 mL de 

TRIS 1M acrescentando 1,12 g de KCl e completando para 10 mL com água mili-Q. 

O pH foi ajustado para 7,4 com HCl 2 N. 

7.1.6 - Sulfato de Zinco 25% (ZnSO4) Reagen Ref. 10151 – Peso 

Molecular=287,54 g/mol 

Preparar em água mili-Q e mantido a 4°C. 

7.1.7 – Hidróxido de Bário saturado (Ba(OH)2) Merck Ref. 1.01737 – Peso 

Molecular=315,48 g/mol. 
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Ferver água mili-Q para remover o CO2 dissolvido e acrescentar o hidróxido de bário 

em excesso, deixando ferver a mistura por alguns minutos, esfriar, filtrado em papel 

de filtro e estocado em recipiente bem fechado até o uso. 

7.1.8 – Solução de Eritromicina 100 mM Fluka BioChemica Ref. 45673 – Peso 

Molecular=733,95 g/mol 

Pesar 0,0734 g de Eritromicina em tubo tipo eppendorff de 1,5 mLe acrescentado 1 

mL de DMSO (solução 100 mM). 

7.1.9 – Reagente de Nash (quantidade/volume por poço) 

Acetato de Amônio 2 M Merck Ref 1.01116.1000 – Peso Molecular=77,08 g/mol –  

0,046 g; 

Ácido Acético Glacial 0,05M Merck – Peso Molecular=60,05 g/mol – 

Desnsdade=1,05 g/mL – 0,9 µL; 

Acetilacetona 0,02 M Merck Ref. 1.09600.0100 – Peso molecular=100,12 g/mol – 

0,6 µL 

Preparar no momento do uso. O volume calculado necessário para o ensaio foi 

multiplicado por 0,3 mL (volume acrescentado a cada poço) pelo número de poços 

que foram preenchidos com a solução (0,3 mL/poço). 

 

8 – Curva Padrão com Formaldeído 

8.1 – Preparo da Solução de Formaldeído 1 mM (Formaldeído 37% Merck Ref. 

1.04003.1000 – Peso Molecular=30,03 g/mol) 

      Pipetar 812 µL de formaldeído para um balão volumétrico de 100 mL e completado 

com água mili-Q até o nível demarcado = solução 100 mM. Foi realizada a diluição 1:100 

para obter solução 1 mM (pipetados 1mL da solução de formaldeído 100mM em balão 

volumétrico de 100 mL e completado com água mili-Q até o nível demarcado), transferido 1 

mL da solução 1 mM para tubo tipo eppendorff de 1,5 mL e feitas diluições seriadas de 1:2 

em água para 8 pontos de curva, tendo assim soluções 1mM, 0,5mM, 0,25 mM, 0,125 mM, 

0,0625 mM, 0,03125 mM, 0,015625 mM e 0,0078125 mM. Cada ponto de curva padrão 
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consistiu de 100 µL de cada diluição e 900 µL de tampão TRIS 50 mM/KCl 150 mM pH 

7,4, o branco foi com100 µL de água e 900 µL do mesmo tampão. 

      A curva foi traçada a partir das seguintes concentrações de formaldeído: 0,1 mM 

(100 µM), 0,05 mM (50 µM), 0,025 mM (25 µM), 0,0125 mM (12,5 µM), 0,00625 mM 

(6,25 µM), 0,003125 mM (3,125 µM), 0,0015625 mM (1,5625 µM e 0,00078125 mM 

(0,78125 µM), os pontos de curva (em µM) foram 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625; 

0,78125. Foi adicionado aos tubos tipo eppendorf 100 µL da solução de sulfato de zinco e 

100 µL da solução de sulfato de bário (inclusive ao branco), levado ao vortex, depois levado 

a centrífuga a 13.000 rpm por 10 minutos para obter sobrenadante claro, transferir 700 µL 

do sobrenatante de cada diluição para outros eppendorfs e acrescentado 300µL do reagente 

de Nash recém preparado (0,3mL por tubo - inclusive ao branco) Incubados a 50°C por 30 

min em banho-maria (Fanen ultratermostático 116R). Transferiu-se 300 µL de cada diluição 

para o poço (3 para cada ponto) da microplaca de poliestireno (branca) de 96 poços e levado 

ao espectrofotômetro para leitura a 412nm. 

 

8.2 – Determinação da Atividade da N-Desmetilação da Eritromicina 

      Para o ensaio, foram colocados tubos tipo eppendorff de 1,5 mL no banho de gelo e 

acrescentado o tampão tampão TRIS 50 mM / KCl 150 mM pH 7,4, adicionado a solução de 

eritromicina 100 mM a cada tubo (os ETs foram preparados em banho de gelo como solução 

única), os microssomos foram descongelados em banho de gelo e diluídos para obter 2 

mg/mL de proteína. Após 1 min foi pré-incubado o primeiro tubo do primeiro animal no 

banho-maria, prosseguindo assim introduzindo os tubos seguidamente até que se 

completasse 3 min de pré-incubação para cada tubo. 

      Os ETs foram adicionados em intervalos de 60 segundos entre os tubos até o último, 

quando se completou 30 min do inicio da reação foi acrescentado 100 µL de ZnSO4  25% 

para cessar a reação (inclusive ao branco), homogeneizado em vortex, acrescentado 100µL 

de Ba(OH)2 saturado e novamente levado ao vortex, centrifugado em centrífuga Minispin 

eppendorff a 13.000 rpm/10minutos para obter sobrenadante límpido. Foram retirados 0,7 

mL do sobrenadante e transferidos para tubo tipo eppendorff de 1,5 mL, acrescentado 0,3 

mL de reagente de Nash a cada tubo e levado ao banho-maria a 50°C por 30 min, após o 
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esfriamento da solução foram transferidos 300 µL do branco, padrão e amostras para micro-

placa de 96 poços (300 µL/poço) e feito a leitura a 412 nm de absorvância.  

 

9 - Determinação da atividade de p-nitrofenol (PNP) hidroxilase 

      Allis e colaboradores (1994), descreveram a quantificação por especrofotometria da 

atividade da p-nitrofenol hidroxilase. Essa reação já foi descrita como sendo marcadora da 

atividade de CYP2E1. O produto formado da reação da enzima (4-nitrocatecol) absorve luz 

com 480 nm de comprimento de onda, diferente do substrato da reação (p-nitrofenol). 

     No momento da análise foi determinado o espectro de absorção do p-nitrofenol, em 

cubetas de quartzo usando uma solução de p-nitrofenol 0,1 mM (Allis e Robinson, 1994). A 

leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro Shimadzu UV 1601. A curva 

espectral foi lida, na faixa de 300 a 600 nm e registrado o valor do pico antes do início da 

reação.  

 

9.1 - Preparação Microssomal do p-Nitrofenol (PNP) 2 mg/ml 

      Pesar 0,0028 g de PNP em eppendorf de 2 mL e acrescentado solução tampão 

K2HPO4 100 mM (diluído de 1:10 K2HPO4 1M pH 6,8) foram adicionados a cubeta de 

plástico. A reação foi iniciada com adição de 25 µL para a cubeta do sistema regenerador de 

NADPH (70 µL de G6P 500 mM, 70 µL de β-NADP 25 mM, 70 µL de G6PD 1U/mL) a 

37°C em banho-maria sob agitação, pré-incubada por 5 minutos, a atividade foi registrada, a 

480 nm, durante 10 min. O coeficiente de extinção do 4-nitrocatecol (3,57 mM/cm) foi 

utilizado para o cálculo da concentração do produto formado.  

 

 


